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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AD-MSC-
BAX-
BAK-
BID-
BCL2-
BM-MSC-
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c-FLIP-
c-MYC-
CRD-
DA-PCR-
DcR-

DD-

DED-
DISC-
DR-
EDTA-
EtBr-
FA-PCR-
FACS -
FADD-
FAS/CD95-
GFP-
FADD-
IKK-
ILZ-

adipose tissue derived mesenchymal stem cell
BCL2-associated X protein
BCL2-antagonist/killer 1

BH3 interacting domain death agonist
B cell lymphoma protein 2

bone marrow mesenchymal stromal cell
bortezomib/PS-341/Velcade

cellular FLICE inhibitory protein
cellularis myelocytomatosis onkogén
cysteine rich domain
dual-asymmetrical PCR

decoy receptor

death domain

death effector domain

death-initiation signaling complex
death receptor
ethylenediaminetetraaceticacid-d12
ethidium bromide

full-length product amplification PCR

fluorescence activated cell sorter

Fas-associating death domain-containing protein

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6

green flourescent protein

Fas-associating death domain-containing protein

IxB- kinase

izoleucin zipper
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IRES- internal ribosomal entry site

JNK- C-jun-N-terminalis kinaz

LLnL- N-Acetyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-norleucinal
MAPK- mitogen activated protein kinase

MSC- mesenchymal stroma / stem cell

NF-kB- nuclear factor kappa B

OE-PCR- overlap-extension PCR

PBS- phosphate buffered saline

PCR- polimeraz lancreakcio

Pl- propidium iodide

PLAD- pre-ligand assembly domain

RIP1- receptor-interacting protein-1

RMS- rhabdomyosarcoma

TNF- tumor necrosis factor

TRAIL- TNF related apoptosis inducing ligand

TRAIL-R- TRAIL receptor

TRAF- TNF receptor associated factor

Ucb-MSC- Umbilical cord blood-derived mesenchymal stem cell
z-VAD.fmk - benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone
XIAP- X-linked inhibitor of apoptosis protein
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2. BEVEZETES

2.1. Rhabdomyosarcomak és molekularisan célzott terapias lehetdségeik.
2.1.1. A rhabdomyosarcomak révid jellemzése

A rhabdomyosarcoma (RMS) vazizomra jellemz6 fehérjéket kifejezé daganat, a
lagyrész-sarcomak (soft tissue sarcoma, STS) egyik tipusa. Feln6ttekben igen ritkan
fordul el6, gyermek- és ifjukorban viszont a leggyakoribb lagyrészdaganat, az esetek
mintegy harmadét-felét teszi ki (Slater and Shipley, 2007), az 0sszes gyermekkori
daganat 5-8 %-at. Gyakorisdga a 20 év alatti korosztalyban évenként 4,3 (j eset /1
milli6 ember. Morfologia, klinikai lefolyas és molekularis jellemzok szerint két 6
tipusba sorolhatok (Parham, 2001). Az embrionalis RMS (ERMS) orsé alaku sejtekbol
all, gyakran fej-nyaki teruleten, reproduktiv és kivalasztd szervrendszerhez kototten
jelentkezik, ez a leggyakoribb tipus, az esetek kdzel 60%-at teszi ki. Eredetét a vazizom
megujulasaért felelés u.n. szatelit sejtekhez (myocita progenitorok) kapcsoljak (Hettmer
and Wagers, 2010). Osszehasonlité (komparativ) genomialis hibridizacioval a
koézelmultban mutattak ki, hogy az ERMS mintdk k6zott jelents szamban (60%) fordul
elé a 8 kromoszéma duplikacidja, és ezen belul is a FGFR1 receptor amplifikacidja
(Williamson et al., 2010). A masik tipus az alveolaris RMS (ARMS), amely gyakran
apro kerek (limfoid leukémiara emlékeztetd) sejtekbdl all és elsdsorban a torzs, a kéz és
a lab izomzataban alakul ki. Jellegzetes kromoszomalis atrendezédések talalhatdak
bennik. Az esetek 70%-ban t(2,13) (g35:q14) transzlokacié eredményeként PAX3-
FOXO1A fuzids gén keletkezik, ritkdbban, az esetek 10%-ban a FOXOLA partnere a
kromoszomalis atrendezddésben a 1. kromoszéman 1évé PAXT7 transzkripcids faktor
génje.

Az éltalunk hasznalt sejtvonalak koziil az RD az egyik elsé izolalt rhabdomyo-
sarcoma sejtvonal (McAllister et al., 1969) embrionalis tipusba tartozik és ismert p53
mutaciot hordoz. Az Rh-41 viszont ARMS sejtvonal, mely p53 deléciés mutans és
rezisztens a FAS és a TRAIL indukalt apoptdzisra is (Petak et al., 2000; Taylor et al.,
2000).
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2.1.2. RMS sejtvonalak és egér modellek a gydgyszercélpontok felderitéséhez

A rhabdomysarcomak kialakulasat tobbféle egér modellben is vizsgaljak. Ezek a
modellek azon tul, hogy megvilagithatjdk az RMS kialakuldsanak mechanizmusét
segithetnek Uj farmakoldgiai célmolekulak azonositasaban is a human terapia javitasa
érdekében (Keller and Capecchi, 2005). Az egyik ilyen modellben, amelyben a PAX3-
FOXO1A fazios transzgén mellett a p53 gén dominansan negativ inaktivaciojat is
alkalmaztak, azonositottak 7 db potencidlis gyogyszercélpontot (0.n. ,,drugable”
fehérjekinazokat), koztik egy Aurora és két Polo-like kinazt (Nishijo et al., 2009). Ezek
a spontan daganatokat ndveszté egér modellek kozvetlen gydgyszertesztelési
felhasznalasra egyelére nem alkalmasak. Koltséges fenntartasuk mellett nem megoldott
a daganatok novekedésének kvantitativ értékelése sem (Nishijo et al., 2009).

Preklinikai gyogyszertesztelési modellként néhany humén eredeti RMS
sejtvonal egér xenograft modellje szolgal (Houghton et al., 2007). Ezeknek a
sejtvonalaknak in vitro molekularis vizsgalataval sikerult kimutatnia Petdk Istvan
témavezetdomnek és munkatarsainak, hogy az Aaltaluk vizsgalt mind a 7 RMS
sejtvonalban kifejez6dik a TRAIL-nek a DR5 (TRAIL-R2) receptora és egy részik (4
db) érzékeny a TRAIL-indukalt apoptdzisra (Petak et al., 2000). Ehhez kapcsol6doan a
késébbiekben tovabbi eredmények szilettek az RMS sejtvonalak TRAIL
érzékenyitésével kapcsolatban (lzeradjene et al., 2004a; Izeradjene et al., 2004b; Petak
et al., 2003). Petdk és mtsai azt is kimutattdk, hogy az RMS sejtvonalak TRAIL
érzékenysége jol korrelal a kaszpaz 8 proteaz kifejez6dési szintjével (Petak et al., 2000).

Ebbél kindulva Kang és mtsai egy anti-DR5 antitest (drozitumab, vagy mas
néven apomab) hatasat vizsgaltdk 11 RMS sejtvonalon in vitro, melyek mindegyikén
kimutattdk a DRS expressziot, (a DR4 viszont csak szorvanyosan fejezddott ki rajtuk),
¢s hasonloan az el6zéekhez erds korrelaciot talaltak a kaszpaz-8 expresszié es az anti-
DR5 kezelésre vald érzékenység kozott. Egér xenograft kisérletekben igazoltak a
drozitumab tumor ellenes hatasat egy TRAIL érzékeny RMS sejtvonal esetén (Kang et
al., 2011).
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2. 2. A TRAIL daganatellenes hatasanak mechanizmusa

2.2.1. Bevezetés

A TRAIL a TNF-csaladba tartozé fehérje, amely receptoraihoz kotédve
kozvetlenll aktivalja az G.n. inicidtor kaszpdzokat és ezzel elinditva az apoptézis
folyamatat. A TRAIL lehetséges klinikai alkalmazésat a daganatellenes terapiaban nagy
varakozas kisérte, mert mig a normal szdvetek rezisztensek voltak az apoptotizalo
hatdsara, addig a daganatos sejtvonalak fele érzékenynek mutatkozott. A TRAIL
monoterapias kiprobalasa nem hozott atiitd eredményeket, de TRAIL-receptor agonista
ellenanyagokkal helyettesitve, illetve kombinacidban hagyoméanyos daganatellenes
szerekkel mar eldrehaladott klinikai fazisban probaljak kiterjeszteni az alkalmazési
lehetéségeket. A TRAIL-receptorok altal aktivalt jelpalydk szabalyozdsanak kutatasa
még intenziven folyik. A jelut részletes felderitését6l olyan molekularis markerek
azonositasat remélhetjiik, melyek segitségével a TRAIL hatdsat segité kombinacios
szerek hatarozhatok meg, illetve kivalaszthat6 a kezelésre reagald betegcsoport. Ehhez
kapcsolodik a disszertaciom elsé fele, amelyben proteaszomagatlassal érzékenyitiink
rhabdomyosarcoma sejteket TRAIL-re. A TRAIL daganatokhoz juttatasanak mddjara
is sokféle probalkozas zajlik. A rekombindns fehérje szisztémas (i.v.) adaséan tdl
adenoviralis és sejt-medialt célbajuttatdsi modszerek is kidolgozas alatt allnak. Ez
utobbihoz kapcsolodik disszertdciom masodik fele, ahol mesenchymalis Gssejtekben

kifejez6d6 TRAIL hatasait vizsgaltam.
2.2.2. TRAIL és receptorai

A TRAIL-t (TNF-related apoptosis inducing ligand) a Fas-liganddal vald
homoldgia alapjan két biotechnoldgiai cég kutatoi egymassal versengve azonositottak és
klonoztdk (Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995) Az egyik csoport TRAIL-nek a masik
pedig APO-2 ligandnak nevezte el. A TRAIL egy ll-es tipust transzmembran fehérje,
melyet egy (egyelére nem azonositott) sejtfelszini cisztein protedz hasit le szolubilis
formara (Mariani and Krammer, 1998). Ennek a szolubilis ligandnak (114-281
amindsav), a tébbi halal-ligandhoz hasonldan, az aktiv forméaja trimerizalt, amit egy
cink atom stabilizal a 230-as pozicidban talalhat6 ciszteinekhez kapcsolddva (Bodmer et
al., 2000; Trabzuni et al., 2000). A TRAIL expresszidjat sok szdvetben kimutattak a

teljes szovetbdl nyert RNS-b6él Southern blott technikéval (lép, timusz, periférias vér,
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prosztata, ovarium, vékony- és vastagbél, tiid6) néhanyban viszont nem volt
detektalhato (agy, méaj) (Wiley et al., 1995). Funkcionalis kifejezédését T, B, NK, és
myeloid sejteken mutattak ki (Hayakawa et al., 2004; Janssen et al., 2005; Kemp et al.,
2004; Lamhamedi-Cherradi et al., 2003; Simons et al., 2008).

A receptorok felderitéséhez a TNFR1 haldldomenjének szekvencia részletét
hasznaltdk, igy talaltak rd majd kloénoztak az elsé TRAIL receptort a DR4 / TRAIL-R1-
et (Pan et al., 1997b). Ezt kovetéen parhuzamosan tobb csoport is adatbanki keresést
végzett a DR4 receptor TRAIL koto részének szekvencigjaval, ennek eredményeképpen
irtdk le a DR5 /TRAIL-R2-t és annak két alternativ mRNS-ét (TRICK-A és TRICK-B)
(Chaudhary et al., 1997; Pan et al., 1997a; Schneider et al., 1997; Screaton et al., 1997;
Sheridan et al., 1997; Walczak et al., 1997).

OPG

DR4  DRS DcR1 DcR2
CRD-1 =

Ligand
oté
domén

halaldomeén
(DD)

1. abra: A TRAIL receptorainak domén szerkezete. A teljes halal-doménnel (DD)
rendelkezd receptorok, a DR4 és a DR5 képesek apoptotikus jelet kdzvetiteni. Az 0.n. decoy
vagy csali receptorok kozil a DcR1 nem rendelkezik citoplazmatikus doménnel, lipid horgony
koti @ membranhoz, a DcR2 pedig csak részleges haladldomént tartalmaz. A receptorokat
extracellularis részikon cisztein gazdag domének (CRD) épitik fel, melyek kozil a
membranhoz kozeli CRD2 ¢és CRD3 felelés a ligand kotésért, az N terminalis végen

elhelyezkedod, egyedi szerkezetii CRD1 a ligand-fiiggetlen receptor kapcsolodasért felelds. Az
osteoprotegerin (OPG) egy dimer szekretalt receptor forma.

Ezeken tul leirtak két csalétek (decoy, DcR) receptort melyek nem kozvetitenek
apoptotikus jelet, a DcR-1 /TRAIL-3-at, aminek hidnyzik az intracellularis doménje,
egy glikozil-foszfatidil-inozitol horgony kapcsolja a membranhoz (Degli-Esposti et al.,
1997; Pan et al., 1997a; Schneider et al., 1997; Sheridan et al., 1997), és a DcR-2-t,
mely hianyos trunkalt haldldoménnel rendelkezik (Degli-Esposti et al., 1997; Marsters
etal., 1997; Pan et al., 1998). A DcR2 komplexbe kapcsolédhat TRAIL hatasara a DR5-



DOI:10.14753/SE.2012.1760

tel és igy befolyasolja annak jeltovabbitasat, tehat szigordan véve nem is csalétek-
receptor (Lalaoui et al., 2011; Merino et al., 2006). Az 6todik TRAIL receptor az
oszteoprotegerin (OPG), mely egy dimerként szekretalt forma, szerepe csontfejlodést
szabalyoz0 hatéséan kivil nem tisztazott (Emery et al., 1998; Simonet et al., 1997).

Nagy érdeklodést keltett a TRAIL-lel kapcsolatban az a megfigyelés, hogy
normalis sejtek nem, viszont szamos tumorsejtvonal, illetve a virussal fertézott
limfoblasztok érzékenyek TRAIL-indukalt apoptézisra (Ashkenazi et al., 1999). A
TRAIL ismételt intravénds beadésa primatadk szoveteiben és szerveiben nem bizonyult
toxikusnak. Emellett in vitro szdmos tumorsejtvonalon, koztik vastagbél-, bor-, eml6-,
vese-, tiidérak sejtvonalakon és egér xenograft kisérletekben is apoptozist indukalt a
tumorsejtekben (Ashkenazi et al., 1999).

A TRAIL tumorspecifikussagaba vetett hitet megingatta az a kdzlemény,
melyben hepatocitak TRAIL-érzékenységét irtak le (Jo et al., 2000). A kisérletekben
exogén polihisztidin cimkét (,,tag”) tartalmazd TRAIL variansokat hasznaltak. Mas
cimkékkel ellatott TRAIL variansok esetében is jelentkeztek problémak, az LZ-TRAIL
keratinocitakra (Walczak et al., 1999), a Flag-TRAIL keratino- és hepatocitakra volt
toxikus (Lawrence et al., 2001; Qin et al., 2001) A vizsgalatok arra mutattak ra, hogy
ezek a TRAIL-variansok diszulfid kotéssel, oxidalt formaban oligomerizalédnak és nem
az optimalis konformaciot biztositd cink koordinacidval, mely alapvetd fontossagu a
TRAIL stabilitasa és aktivitdsa szempontjabdl, illetve a cimkékkel ellatott TRAIL fajtak
hajlamosak nem oldhaté aggregatumokat képezni (Lawrence et al., 2001). Optimalizalt,
rekombinans TRAIL-lel végzett vizsgalatok szerint nem indukal szignifikans
sejtelhalast normal sejtekben, sem normal human hepatocitdkban in vitro, sem
csimpanzokban in vivo (Lawrence et al., 2001), sem keratinocitakban in vitro (Qin et al.,
2001).

2.2.3 TRAIL és receptorai fiziologias és patoldgias funkcioi

Egyre tobb részletet ismeriink meg a TRAIL fiziologids és patologids szerepérol,
melyek arnyaljak a TRAIL daganatellenes felhasznalasanak lehetdségeit is.

A TRAIL és receptorai szerepet jatszanak az immunrendszer, a virusfert6zések
és a tumor-immunfelilegyet (tumor immunesurveillance) szabalyozasaban
(Falschlehner et al., 2009). Novekszik a TRAIL kifejezddés példaul monocitakon és

10
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makrofagokon IFN-B és LPS hatasara, mig IFN-y hatasara monocitakon, dendritikus
sejteken és NK (természetes 6l6) sejteken. Az NK sejtek TRAIL expresszioja
meghatarozod szerepet jatszik a daganatndvekedés IFN-y fiiggd gatlasaban (Smyth et al.,
2001). Hasonlo képességet és szerepet tulajdonitanak a monocitaknak is (Griffith et al.,
1999). TRAIL hianyos egérben egy B-sejtes lymphoma sejtvonal gyorsabban
novekedett, mint normal egérben és a majattétek gyorsabb ndvekedése siettette az
allatok pusztulasat (Sedger et al., 2002). A TRAIL és TRAIL-receptor hianyos egerek
tanulmanyozéasa alapjan ugy tlinik, hogy a lymphomak altaldban gyorsabban ndnek a
génhianyos, mint a normal egérben (Zerafa et al., 2005). Ugyanakkor a sporadikus
emésztOrendszeri daganatok novekedését nem befolyasolja a TRAIL-receptor hianya
(Yue et al., 2005).

A TRAIL az antigén-specifikus T-sejtes immunvalaszt is szabalyozza. A Th2
tipusi T-sejtek nagyobb mértékben expresszalnak TRAIL-t, mint a Thl tipusy sejtek,
ugyanakkor kevésbé érzékenyek a TRAIL- indukalt apoptozisra is (Zhang et al., 2003).

A TRAIL szerepe a virusok elleni immunvalaszban is jelentés. HIV-1 infekcio
soran INFo és B termelddik, és ez fokozza a CD4+ T-sejtek valamint a monocitak
TRAIL expressziojat a sejtek membrénjaban. A HIV-1 kétodése a CD4+ sejtekhez
fokozza ezeknek a sejteknek a DR5 expresszidjat és az in vitro keletkezett apoptotikus
sejtek szamat is noveli. A humén in vitro kisérletek alapjan egyeldre csak feltételezik,
hogy a TRAIL rendszer szerepet jatszik az AIDS betegségre jellemzd CD4+ sejtek
szamanak a csokkenésben (Herbeuval et al., 2005).

A kiilonb6z6 daganatellenes terapidkban alkalmazott szerek vagy behatasok (pl.
gamma besugarzas) is részben a TRAIL-TRAIL-receptor aktivalodasan keresztul fejtik
ki sejtold képességiiket. Erre példa, hogy TRAIL-receptor hidnyos egér sejtjei kevésbé
érzékenyek a besugarzas okozta apoptozisra, mint a normal egér sejtjei (Finnberg et al.,
2005).

A TRAIL tovabbi patologids funkciojara példa, hogy szerepe lehet az
emphysema kialakuldsdban. A gyulladasos sejtek altal termelt TRAIL feltehetdleg
hozzajarul az alveolaris epithel és endothel sejtek pusztuldsdhoz (Morissette et al.,
2009).
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2.2.4. TRAIL és TRAIL-R-agonista ellenanyagok a klinikumban

Szamos biotechnoldgiai cég és gyogyszergyar fejlesztett termékeket TRAIL-
alapu terdpidkhoz (beleértve a DR4 és DR5 receptorok elleni humanizalt agonista
ellenanyagoksat is), melyek napjainkban a klinikai kiprobalas kiilonb6zd fazisaiban
tartanak (Bellail et al., 2009).

A rekombinans human TRAIL fehérjék kozll a Genentech és az Amgen kozds
fejlesztése az rhApo2L vagy mds néven dulanermin, amely elérehaladott szolid
daganatok estében tuljutott a fézis | kiprobalason. Ez a készitmény a TRAIL
extracellularis doménjét (114-281 as) tarlamazza, cinkkel stabilizalt bioldgiailag aktiv
trimer konformacioban (mi is ezt hasznaltuk a kisérleteinkben, sajat eldallitasban) Az
eredmények nem utalnak a mellékhatasok esetében doézistol val6 fiiggésre (0,5-30
mg/kg, egy oOra alatt intravénasan, 5 egymast kovetd napon, 21 napos ciklusokban).
Hetvenegy kezelt betegb6l két chondrosarcomas beteg esetében tapasztaltak tartésan
részleges valaszt, és két sarcomas betegnél a daganat gyors lizise okozott sulyos
mellékhatast (Herbst et al.,, 2010). A monoterapias vizsgalatok mellett szamos
kombinacios kezelésben van a dulanermin elérehaladottabb klinikai vizsgalatban
(Shirley et al., 2011). Nem-kissejtes tiidocarcinomak esetében fazis I-ben 58% volt a
reagalok aranya ha a dulanermint kombinaltdk paclitaxellel, carboplatinnal és
bevacizumabbal (PCB), dulanermin nélkil viszont csak 35% (Soria et al., 2010). Fazis
Il vizsgélatban viszont mar nem javitott szignifikdnsan a dulanermin a PCB kezelésen,
nem szelektalt betegcsoporton legaldbb is (Soria et al., 2011). A klinikumban fazis 1l-
ben probaljak ki a DR4 vagy DR5 agonista humanizalt egér, vagy teljesen human
ellenanyagokat is. Kozilik a Human Genom Sciences terméke a HGS-ETR1 (anti-
DR4, mapatumumab) és HGS-ETR2 (anti-DR-5, lexatumumab), az AMG 655 (anti-
DR5, Amgen) és az Apomab (anti-DR5, drozitumab, Genentech) (Ashkenazi and
Herbst, 2008; Shirley et al., 2011). A rekombindns TRAIL és a monoklonalis
ellenanyagok terapids felhaszndldsdban az egyik jelentds kiillonbség az eltérd plazma
féléletid6. A TRAIL citokin esetén ez igen rovid (t1,~30 min) sszevetve az agonista
monoklondlis ellenanyagok ~10-20 napos felez6dési idejével (Oldenhuis et al., 2008).
Klinikai felhasznalasat neheziti a gyors vese-clearance ennek ellenére a TRAIL/Apo2L
citokin erésebb anti-tumor aktivitdst mutat in vivo, mint a monoklonalis ellenanyagok
(Kelley and Ashkenazi, 2004).
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Molekula Gyarto6 Cél Jellemzés Tumor tipus Klinikai statusz
CRC,O,L, M fazis |
Apo2L/TRAIL Amgene/ Genentech DR4/5 rh TRAIL NHL fazis I/b
NSCLC fazis Il
HGS-ETRI, Human Genome Sciences DR4 teljes human MAb vegyes fazis /11
(. mapatumumab)
HCS-ETR2 Human Genome Sciences DR5 teljes human MAb szolid tumorok fazis /11
(lexatumumab)
LBY135 Novartis DR5 humanizalt MAB szolid tumorok fazis |
CS-1008 N . . -
(TRA-8) Daiichi Sankyo DR5 humanizalt MAB vegyes carcinoma fazis |
AMG 655 Amgen DR5 teljes human MAb CRC, P fazis /11
Appmab Genentech DR5 teljes human MAb szolid tumorok fazis I/11
(drozitumab)

1. tblazat. Human rekombindns TRAIL-lel és DR4, DR5 agonista ellenanyagokkal végzett
Klinikai vizsgalatok. CRC: colorectalis carcinoma, O: ovarium, L: tiid6, M: myeloma, NHL:
non-Hodgkin limféma, NSCLC: nem kis sejtes tiidérak, P: pankreasz

Azokra a preklinikai vizsgalatokra alapozva, melyek szerint a
rhabdomyosarcoma (RMS) vonalak egy reésze rendkivil érzékeny a TRAIL-re illetve
anti-DR5 antitestekre (drozitumab) (Kang et al., 2011; Petak et al., 2000), az RMS is
része annak a Fazis /1l klinikai vizsgalatnak amely 2007-ben indult és gyermekkori
sarcomak drozitumab kezelésenek klinikai hatasat vizsgalja az NIH/NCI szervezésében

(http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT00428272?term=rhabdomyosarcoma+trail

&rank=1). A TRAIL és a TRAIL-R antagosnita ellenanyagok hatdsos daganatellenes
Klinikai felhasznélasa érdekében meg kell ismerniink a TRAIL-R-okhoz kapcsol6dd
jelpalyakat, az érzékenyitd vagy rezisztenciat okozd molekularis elemeit, hogy
megfeleld diagnosztikai eljarassal kivalaszthatok legyenek a terapiara alkalmas betegek

vagy megfelelé kombinacids terdpiaval lehessen a rezisztenciat legyézni.

2.2.5. TRAIL szignal
2.2.5.1. A TRAIL-receptor komplex

A TRAIL altal kivaltott méasodlagos jelatviteli palyakrél jo 0Osszefoglalo
elemzések keszultek a kdzelmultban (Ashkenazi and Herbst, 2008; Gonzalvez and
Ashkenazi, 2010; Mahalingam et al., 2009; Shirley et al., 2011; Yang et al., 2010).

A TRAIL-DR5 komplexet egy trimerizalt ligand és harom receptor alkotja. A
DRS5 extracellularis doménje 3 cisztein gazdag doménbdl (cysteine-rich domain, CRD)
all, melyekben 6 cisztein 3-3 diszulfid hidat alkot. A TRAIL ko6téhelyei a receptor
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CRD2 és CRD3 doménjein helyezkednek el, a trimerizalt ligand belesimul a monomer

receptorok altal képzett arokba (Hymowitz et al., 1999; Hymowitz et al., 2000).

Apo2L/TRAIL
DRS 4 L0 Apo2L/TRAIL

-

2. abra: A TRAIL-DR5 komplex szerkezete. A TRAIL (114-281 as.) trimer ligand (szalag-
abrézolés, kek, piros, zold) és a DR5 receptorok extracellularis doménjének (térkitdltéses
megjelenités) kapcsol6dasa rontgen-diffrakciés meghatarozas alapjan. Egy egyedi TRAIL
ligand két DR5 receptorhoz is kapcsolédik, a trimer szerkezetet egy kdzponti cink (Zn) atom
stabilizalja (Ashkenazi et al., 2008).

A TNFR csaladban a ligand indukalta receptor trimerizaciés modell
széleskorben elfogadott jelenség. Azonban mind a Fas, mind a TNFR1 és TNFR2
receptor esetében leirtak ligand nélkdli receptor trimerizéciot is (Chan et al., 2000;
Papoff et al., 1999). A megfigyelés alapjan szlletett egy alternativ modell, mely szerint
a receptorok képesek kapcsolddni a ligandkotédés hianyaban is, a ligand-fuggetlen
oligomerizéciés doménen (pre-ligand assembly domain, PLAD) keresztiil. A PLAD a
PLAD-fiiggd kapcsolodast a DR4 és DRS receptorok esetében is megfigyeltek (Clancy
et al., 2005). Transzgenikus kisérletek eredményei szerint a DR4 és DR5 extracellularis
doménjei egymaéssal és a DcR2-vel is kapcsolodhat, ami képes felbontani a DR4 és
DR5 homotrimer struktdrakat, de ehhez hasonld heterotipias ligand nélkili receptor-
asszociaciot endogén expresszids korilmenyek kdzott még nem irtak le.

A TRAIL jelut elindulasanak fontos szabalyzéja lehet a DR4 és DR5 receptorok
poszttranszkripcionalis modositasa glikozilacié vagy palmitoilacio révén. A DR4, DR5
O-glikozilacidja sziikséges a receptorok hatékony ligand indukéalt aggregécidjahoz, ami
ezt kovetéen a DISC 0sszedlldsdhoz és kaszpaz-8 aktivaciohoz vezet. A DR5 receptor

az extracellularis doménjének specifikus helyein O-glikozilalodik. Ezek a konzervalt
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glikozilacios helyek megtaldlhatok a DR4 receptoron is, de a Fas és TNFR1
receptorokrol hidnyoznak, igy lehet a glikozilacionak szelektiv hatdsa a TRAIL
szignalra (Wagner et al., 2007). A daganatos sejtek TRAIL érzékenységének fontos
biomarkerei lehetnek a specifikus O-glikozilaciés enzimek, mint a GALNTS3,
GALNT14, FUT3, FUT6. A receptor palmitoilacio szintén részt vesz a halél-receptorok
altal indukalt (extrinsic) apoptdzis szabalyozasaban. A DR4 receptorok (de a DR5 nem)
palmitoilalt allapotban vannak a receptor transzmembran- és halaldomén régioja kdzotti
ciszteineken. A palmitoilacio farmakoldgiai gatlasaval végzett kisérletek szerint a DR4
receptor palmitoilacié sziikséges azok lipid raftokba rendez6déséhez és a ligand
kotodést megel6z6 trimerek képzéséhez (Rossin et al., 2009). A DR5 receptor
lipidaltsaganak hianya részben magyarazhatja, miért szilkséges a DR5-6t ,,erGsebben”
keresztkotni az apoptotikus jelpalya bekapcsolasahoz, mint a DR4-et: a lipid-tutaj (raft)
lokalicacio hianyaban a spontan receptorsiiriiség alacsonyabb lehet DRS esetében, mint
DR4-nél és nehezebben alakul ki szolubilis TRAIL stimulusra az oligomerizalt DISC
,,mez6” (Scott et al., 2009), (lasd még 2.2.5.5 fejezet).

2.2.5.2. Az apoptozist indukalo szignalkomplex (DISC)

A trimer ligandok kapcsolodasaval aktivalt DR4, DR5 receptorok intracellularis
haldldoménjei és a hozzajuk kapcsolédd fehérjék nagymolekulastlyd komplexbe
rendezddése eredményezi az apoptodzist indukald szignalkomplex (death initiation
signal complex, DISC) létrejottét. Az Apo2L/TRAIL-indukalt DISC komponensei
mara jol ismertek, a FAS DISC-jéhez hasonldan oligomerizélt receptorok, a FADD
adaptor molekulak, kaszpaz-8 és, vagy kaszpaz-10 iniciator kaszpazok és esetenkent a
c-FLIP gatlofehérjék alkotjak (Kischkel et al., 2000; Kischkel et al., 2001; Sprick et al.,
2002; Sprick et al., 2000; Thome et al., 1997). A TRAIL-receptorok, a TNF
receptorcsalad tagjaira jellemzéen nem rendelkeznek enzimatikus aktivitassal, viszont a
receptorok szignalkomplexében taldlunk katalitikus hatasu fehérjéket, protedzokat,
kinazokat, ubikvitin ligazokat. Konzervativ homolog fehérjeszerkezetek an. homotipias
asszociacio révén biztositjak a kapcsolatot a molekuldk kozott. A ligand bekdtddés
kdvetkezményeként a DR4 és DR5 a FADD adaptor fehérjéhez kapcsolodik DD (death
domain) interakcion keresztil. A FADD rendelkezik DED (death effector domain)

fehérjedoménnel is, melyek kapcsolatot teremtenek a kaszpazok és az adaptor fehérjék
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kozott. A TRAIL jelatjadban a FADD-hoz DED-en keresztil a kaszpaz-8 és kaszpaz-10
és/vagy az antiapoptotikus c-FLIP molekula kapcsolddik (Id. 3. abra).

A c-FLIP az egyik legfontosabb haldldomént (DD) tartalmazo regulalé molekula
a DISC-ben. A cFLIP splice variansai kdzil harmat mutattak ki human mintakban: két
rovid varians a c-FLIPs és a c-FLIPg és egy hosszu varians a c-FLIP.. A c-FLIPs két
tandem DED domént tartalmaz rovid C-termindlis véggel és gatolja a receptor altal
kdzvetitett apoptdzist azaltal, hogy verseng a kaszpaz-8 és kaszpaz-10 molekulakkal a
FADD-hoz kapcsolddasban. A c-FLIPg esetleges szerepe a TRAIL jelGtjaban még nem
ismert. A c-FLIP_ két DED domént tartalmaz az N- terminalis részen és két inaktiv
kaszpaz-szerti domént is a C-terminalison. A kaszpaz-8 és kaszpaz-10 molekulakkal
homolég szerkezetli, de az aktiv centrumébol hidnyzik a kaszpaz miikodéshez sziikséges
katalitikus cisztein rész (Irmler et al., 1997; Thome et al., 1997). Ez a hosszU izoforma
altaldban a kaszpaz-8-nal kisebb mennyiségben expresszalodik tumorsejtekben, a
kaszpaz-8-cal egyltt a DISC-hez kapcsolodik és gatolja az inciator kaszpazok
aktivaciojat. A kaszpaz-8 aktivacio két 1épésben zajlik, elobb dimerizalodik, majd
hasitodik. Egy kaszpaz-8 molekula egy masik kaszpéaz-8 kdzelébe kerll a DISC-ben a
FADD-hoz kotédve autokatalitikusan hasitodik. A c-FLIPs jelenlétében a prokaszpaz-8
inaktiv allapotban marad a DISC-ben és nem jatszodik le apoptozis. A c-FLIP.
heterodimerizalodik a prokaszpaz-8-cal a DISC-ben, aktivalja azt, de a hasitodasa nem
kdvetkezik be (Micheau et al., 2002). A c-FLIP_ funkcidja a DISC-ben 06sszetett;
taltermelése megveédi a sejteket az apoptdzistol, tulélési utakat aktival, mint az NF-xB-
és a MAPK- szabalyozta jelutak, masrészt a cFLIP-nek lehet proapoptotikus szerepe is,
kaszpaz-8-c-FLIP_ heterodimerkent, ami a kaszpaz-8 aktivaciojat segiti el6 a DISC-ben
(Chang et al., 2002; Micheau et al., 2002). Ugy tiinik a kettés funkcié kozott a c-FLIP,
kaszpaz-8-hoz viszonyitott relativ szintje dont, ha magas a szintje a kaszpaz-8-hoz
képest, akkor az anti-apoptotikus hatasa érvényesiil, a DISC-ben kompetal a kaszpaz-8
és -10 molekulakkal, ha a relativ mennyisége alacsonyabb, akkor heterodimerizalodik a
kaszpaz-8-cal és -10-zel és tdmogatja az apoptozist.

A Kkaszpaz-8 poliubikvitindlédasa sziikséges az aggregacidjahoz és a teljes
aktivaciéhoz. A DISC-ben a kaszpaz-8 kapcsolatba keril a CUL3/ Rbxl E3
proteaszoma ligdz enzimmel, ami a kaszpdz-8 C termindlis részének

poliubikvitindlédasat katalizalja. Expressziéfokozd és csendesitéses vizsgélatok
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eredmeényei szerint a Cul3/RbxI E3 ligaz kaszpaz-8 ubikvitilaciot és a TRAIL jelutjanak
aktivacidjat segiti (Jin et al., 2009). A poliubikvitinalt kaszpaz-8 az ubikvitink6td
sequestosome/p62- feherjével Iép kapcsolatba, melynek hatasara a kaszpaz-8 molekulak
a DISC-et elhagyva intracelluléris ubikvitin-gazdag fokuszokban csoportosulnak. Ez az
A DISC-ben aktivalodott és szolubilizalt kaszpaz-8 es -10 kdzvetlenul proteolitikusan
aktivalhatja a kaszpaz-3-at, ami tovabbi végrehajtd kaszpazokat aktival, kaszpaz-6-ot €s

-7-et, melyek miikodésének hatasara lezajlik az apoptozis.

2.2.5.3. Az apoptozis I-es és l1-es tipusu jelltja

Az l-es tipusu sejtekben a DISC-ben elegend6 mennyiségii kaszpaz-8
aktivalodik, ami kozvetleniil aktivdlja a végrehajtdo kaszpazokat, legybzve az
antiapoptotikus XIAP hatasat. Egyes sejttipusokban a DR4, DR5 altal inicialt
apoptozishoz sziikség van az u.n. belsé (intrinsic) apoptotikus jelpalya
bekapcsolddasara is, mely soran a mitokondrium intermembran terébdl szabadulnak ki
fontos aktivalo fehérjék. Ezeket a sejvonalakat Krammer és munkacsoportja I1-es tipusu
sejteknek nevezte el és eloszor a FAS/FASL rendszer kapcsan figyelték meg (Peter and
Krammer, 1998; Scaffidi et al., 1998).A Il-es tipust sejtekben az aktivalédd kaszpaz-8
mennyisége nem elegendé a kaszpazaktivacios kaszkad elinditasahoz, az XIAP
ellenében, ezért tovabbi jelerdsitdé mechanizmusra, a mitokondridlis ut bekapcsolasara
van sziikség (Jost et al., 2009; Kaufmann et al., 2012).

Ennek soran a kaszpaz-8 hasitja a Bid-et (BH3 jellegli Bcl-2 csaladba tartozo
fehérje), létrehozva a tBid-et, ami ezutan kapcsolodik a molekulacsalad masik
proapoptotikus tagjahoz a Bax-hoz vagy Bak-hoz (Li et al., 1998) (Id. 3. abra). A
kapcsolodas soran konformécid valtozas torténik, ami hozzajarul a mitokondrialis
porusok formaldédasdhoz (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization)
(Luo et al., 1998). Fontos kilénbség, hogy a Bcl-2 fehérje csak a l1-es tipusu sejtekben
képes gatolni a receptor altal indukalt sejthalalt, 1-es tipusuakban nem. Az I-es és Il-es

tipusu sejtek molekularis eltéréseire két magyarazat is szlletett.
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3. abra: A TRAIL receptorai altal aktivalédé molekularis jelpalyak. A sejtfelszinen a DR4 és DR5
receptorok trimerekbe rendezédnek a PLAD doménen keresztil. A homotimer TRAIL ligand
kapcsolodasaval a receptorok nagy molekulasily komplexekbe rendezédnek. A receptorok
intracellularis részéhez kapcsolddik a FADD, a kaszpaz-8 és kapszpaz-10 vagy a gatlé6 c-FLIP,
létrehozva a DISC-et. A DISC a membranban lipid szigetekben helyezkedik el és a citoszkeletonhoz
kapcsolodik. A kaszpaz-8-at a cullin-3/Rbx1-based E3 ubikvitin lighz komplex ubikvitinalja, az A20
enzim pedig deubikvitindlja. Az ubikvitin kot6 p62 fehérje az ubikvitinalt kaszpaz-8-hoz kotédik és azt
intracellularis U.n. ubikvitin gazdag fokuszokba szallitja, ami sziikséges a kaszpaz-8 intenziv
aktivaciojahoz (szolubilizalt tetramer). Az l-es tipusi sejtekben elegend6 mennyiségli kaszpaz-8
aktivalodik, ami kozvetlendl aktivalja a kaszpaz-3, 6 és 7 végrehajtd kaszpazokat (kaszpazkaszkad)
olyan magas intenzitassal, amelyet az XIAP fehérje mar nem gy6z megakadalyozni. A II-es tipusu
sejtekben a kaszpaz-8 aktivitds alacsonyabb intenzitassal probalja begyuUjtani a kaszpazkaszkadot, amit
az XIAP fehérje még képes blokkolni. Ekkor atveheti a kaszpazkaszkad begyujtasanak feladatat a
mitokondrialis jelpalya. A kaszpaz-8 hasitott Bid (tBid) akkumulalddik (a proteaszomalis lebontéasa
ellenére) a mitokondriumba transzlokalédik, ahol a Bax és Bak proapoptotikus molekuldkon keresztil a
mitokondrium kiils6 memebranjanak permeabilizaciojdhoz vezet. A mitokondriumbdl kiszabaduld
fehérjék egyrészt az XIAP fehérjét semlegesitik (Smac, HTRA-2), masrészt tovabbi iniciator kaszpaz
aktivitast generalnak (citokrém C az apoptoszémaval). A mitokondrialis Uton az apoptotikus szignalt a
Bcl-2 csalad proapoptotikus és antiapoptotikus tagjai szabalyozzak. A ll-es tipust sejtekben a
mitokondrialis utat gatolva Bcl-2 vagy Bcl-X_ overexpresszidval elmarad az apoptozis folyamatanak
lejatsz6ddsa. A TRAIL kapcsolddva a receptordhoz a kaszpazkaszkadon Kkivil intracelluléris
kinazkaszkadot is elindithat, mint az IKK, JNK, p38 MAPK, és PKB/Akt Gvonalak. Ebben az esetben
egy intracellularis u.n. 1l-es komplex jon létre, melynek alkotdi a FADD, TRADD, kaszpaz-8, kaszpaz-
10, Ripl TRAF2 és IKK-y. Ezek pro- és anti-apoptotikus szignalokat aktivalnak.
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Az egyik szerint a ll-es tipusu sejtekben a c-FLIP heterotipias kapcsolddasa a
kaszpaz-8-cal gatolja a a kaszpaz-3 aktivalashoz sziikséges szolubilis, proteolitikusan
teljesen aktiv kaszpaz-8 megjelenését, viszont nem akadalyozza a Bid hasitasat.

A Cc-FLIP magas szintjét kiilonboz6 daganattipusokban is leirtdk, vastagbél
karcinoméban, melanémaéban, pankreédsz karcinomaban, Burkitt limfomaban (Elnemr et
al., 2001; Ryu et al., 2001).

A masik elmélet szerint az antiapoptotikus XIAP-nak van dont6 szerepe, a I1-es
tipust sejtekben ugyanis a XIAP fehérjek gatlas alatt tartjak a végrehajtd kaszpézokat és
az XIAP antagonista Smac fehérje mitokondriumbol torténd kiszabadulasara van
szllkség a kaszpazkaszkad belobbandsdhoz (Jost et al., 2009). Az elmeleteket
Osszegezve egy adott sejtben c-FLIP és a kaszpaz-8 illetve a XIAP és a Smac aranya

egydttesen dontheti el, hogy I-es vagy Il tipust lesz a TRAIL indukalta apoptézis.

2.2.5.4. Nem-apoptétikus TRAIL szignalok

A TRAIL szignal a végrehajtdo kaszpazok aktivaciojan tul, mely apoptozis
lezajlasahoz vezet, nem apoptotikus utakat is képes elinditani, mint az NF-xB, protein
kindz B (PKB)/ Akt, és a MAPK Uutvonalak (Chaudhary et al., 1997; Sheridan et al.,
1997). Mig az apoptdzis molekularis mechanizmusa méra jol ismert, annak részletei
ponton kérdéses. A receptor és a ligand kapcsolodasanak kovetkeztében kialakulod
membrankotdétt DISC disszocial és létrejon egy masodik komplex, mely mar nem
tartalmazza a receptort és a ligandot (Id. 3. &bra). Err6l az intracellularis II-es
komplexr6l, melynek eddig ismert alkotoi a RIP-1, TRAF2, kaszpaz-8, FADD,
keresztul fejtik ki hatdsukat (Degli-Esposti et al., 1997; Jin and EI-Deiry, 2006;
Varfolomeev et al., 2005).

TRAIL indukélt NF-xB aktivacio: az NF-xB dimer formaju transzkripcié faktor szdmos
olyan gén transzkripcitjat befolyasolja, amely az 6roklott és szerzett immunvalasz
soran, stresszhatasra, apoptézisban és proliferacié soran aktivalédik. A TRAIL a
TRAIL-R1, TRAIL-R2 és érdekes mddon a DcR-2 receptorokon keresztil aktivalja az
NF-«xB utvonalat (Degli-Esposti et al., 1997; MacFarlane, 2003). A DISC-ben jelenlévo
RIP-1 aktivalja a NIK kinazt, ami az IKK1-b6l és IKK2-b6l allé IKK komplexet
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foszforilalja és aktivalja (Malinin et al., 1997). Az IkB a citoplazmaban tartja az NF-kB-
t, mig az IKK komplex altal foszforilalodik és fokozodik a proteolitikus lebontasa a
proteaszOman keresztil. A gatlds alol felszabaduld NF-kB bejut a sejtmagba, ahol
aktivalja célgénjeit. A TNF jelattal ellentétben a TRAIL esetében a TRAF2 szerepe az
NF-kB szignalban nem teljesen tisztazott. Egyrészt a TRAF2 deléciés mutans forméaja
er6sen gatolja a TRAIL-R1, TRAIL-R2 és a DcR-2 indukalt NF-kB aktivaciot (Hu et
al., 1999), masrészt a TRAF2 hianyos egér embrionalis fibroblasztokban normalis a
TRAIL szignalja (Lin et al., 2000). A halalreceptorok miikédése szempontjabol fontos,
hogy az NF-xB elésegiti szamos anti-apoptotikus fehérje, koztik a clAP-1/2, XIAP,
CFLIP, Bcl-X_ expressziojat. (Wajant, 2004). Ezek kozil a cFLIP-nek kdzponti a
szerepére mar utaltam a TRAIL-indukalt apoptozis szabalyozasaban. Proteaszémagatldok
alkalmazésa esetén az IkB nem degradalodik és inaktiv allapotban tartja az NF-xB-t. Ez
egy lehetséges modja a TRAIL rezisztens sejtek érzékenyitésének, de nem minden
esetben elégséges az NF-kB gatlas a TRAIL-en keresztlli apoptdzis lejatszédasahoz
(Ganten et al., 2005). TRAIL rezisztens cholangiocarcinoma sejtek esetén TRAIL
segitette (Ishimura et al., 2006). Erdekes modon az NF-kB csendesitése ezekben a
sejtekben nem allitotta vissza a TRAIL érzékenységet, de teljesen megsziintette a
TRAIL Aaltal kivaltott invaziot és migraciot. A TRAIL Klinikai felhasznalasanak
szempontjabol tehat igen fontos lenne pontosan felderiteni a TRAIL altal kivaltott NF-

kB aktivacid mechanizmusat és annak hatasait.

2.2.5.5. Szolubilis és membrankdotott TRAIL

Ujabban kimutattak, hogy a DR4 és DR5 receptorok jeldt aktivald képessége
kozott kilonbségek vannak. DR4 és DRS5 specifikus ellenanyagok antigén-koté
fragmentumaival (Fab) végzett kisérletek szerint a DR4 receptor mind a szolubilis,
mind a membrénkotott liganddal aktivalhatd, a DR5 receptor ezzel szemben csak a
membrankotétt vagy ellenanyaggal masodlagosan keresztkotott szolubilis formaval
aktivalhato (Wajant et al., 2001).

Emellett kilonbségek vannak a DR4 és DR5 receptorok és azokon keresztil a
TRAIL szolubilis, ellenanyaggal keresztkotott szolubilis illetve membrankotott

valtozatanak aktivald képessége kozott. A szolubilis TRAIL azoknak a sejtvonalaknak
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az apoptézis indukciojahoz elég, melyekben a DR4 és a DR5 specifikus ellenanyag is
hatasos. Ezekben a sejtvonalakban az 1L-6 szekrécid és az NF-xB aktivacio kivalthatod
keresztkotott, nem keresztkotott TRAIL-lel és mindkét receptor specifikus
ellenanyagaval is. Azonban a keresztkotott szolubilis TRAIL azoknak a sejtvonalaknak
az apoptozis indukcidjahoz sziikséges, melyekben csak a DR5 specifikus ellenanyag
okoz sejthalalt. A c-Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivacié pedig csak keresztkotott
szolubilis TRAIL vagy anti-DR5 ellenanyag hasznalatakor figyeltek meg.

Osszességében elmondhatd, hogy a DR4 a keresztkotott és nem-keresztkotott
szolubilis TRAIL hatasara aktivalja az apoptdzist és az NF-kB jelutat ezzel szemben a
DR5 receptor esetén az apoptozis, az NF-kB ¢és a INK jelut aktivalodhat a keresztkotott
vagy membrankdtott TRAIL jelenlétében (Muhlenbeck et al., 2000).

2.2.6. A TRAIL jelpalya érzékenyitése proteaszomagatlassal

Az ubikvitin-proteaszéma rendszer alapvetd és igen sokrétli szerepet tolt be a
sejt biokémiai folyamataiban. A proteaszoma gatlasa minden sejttipusban erds stresszt
okoz (ezéltal chaperon fehérjék termelését indukalja) (Nagy et al., 2005). A
daganatsejtek kuldndsen érzékenyen reagalhatnak a proteaszomalis fehérje lebontés
csokkenésére. Ennek a hétterében is, a TRAIL-érzékenységhez hasonloan, a
transzformacio soran kialakulo molekularis valtozasok allhatnak. Melanémékban
példaul proteaszomagatlas (bortezomib) hatasara jelent6sen emelkedett a c-Myc fehérje
mennyisége. A c-Myc dominans transzkripciés szabalyozo faktora a Bcl-2 csaléddba
tartozé Noxa génnek. A Noxa, mint BH3 tipusu fehérje a mitokondrium permeabilitasat
1dézi el6 olyan sejtekben, ahol az Mcl-1 az elsédleges gatloja a Bak aktivitasanak
(Fennell et al., 2008).

A proteaszdmagatlasnak (rhabdomyo)sarcoma sejtekre kifejtett hatasardl csak
nagyon szorvanyos adatok allnak rendelkezésre. Metasztatikus sarcomasokkal vegzett
bortezomib kezelés fazis Il vizsgalata szerint minimalis specifikus hatast értek el, 25
betegbdl 1 reagalt részlegesen (leomyosarcoma) (Maki et al., 2005). Egy preklinikai in
vitro és in vivo vizsgalat szerint RMS sejtvonalakban alacsony (13-26 nM)
koncentracidju bortezomib kaszpaz-medialt apoptdzist és novekedésgatlast indukalt
(Bersani et al., 2008).
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cél Proteaszoma géatlo Tumor tipus Szerzd
Bik, Bim PS-341 prosztata (4) és eml6 (1) carcinoma (Nikrad et al., 2005)
Bik, PS-341, MG132 vastagbél carcinoma(2) (Zhu et al., 20053a)
Bax PS-341 B sejtes lymphoma (4) (Liu et al., 2008)
smac EPO, MG132, PS-341 vastaghél carcinoma (RKO) (Nagy et al., 2006)
Bcl-2 Mcl-1 | EPO, MG132 PS-341 T sejtes lymphoma (Jurkat) (Nencioni et al., 2005)
Bcl-2, Bel-xI PS-341 anaplastikus thiroid carcinoma (3) (Conticello et al., 2007)
Noxa PS-341 neuroblasztoma (Naumann et al., 2011)
DR5 MG-132 prosztata carcinoma (1) (Yoshida et al., 2005)
DR5 MG-132 vastagbél carcinoma (HCT116) (He et al., 2004)
DR5 PS-341 fej-nyak carcinoma (HC-4) (Johnson et al., 2003)
DR5 PS-341 NSCLC (Liu etal., 2007)
DR5 PS-341 NSCLC (Voortman et al., 2007)
DR5 MG-132, EPO glioma (4) (Hetschko et al., 2008)
DR5 PS-341 prosztata carcinoma (Kandasamy and Kraft, 2008)
c-FLIP PS-341 astrocytoma (Koschny et al., 2007)
c-FLIP PS-341 myeloid leukemia (egér) (Sayers et al., 2003)
c-FLIP PS-341 Hodgkin lymphoma (Zhao et al., 2008)
kaszpaz-8 PS-341 prosztata carcinoma (Thorpe et al., 2008)
XIAP MG-115 (primer) (Leverkus et al., 2003)
XIAP MG 115, MG132 hepatocellularis carcinoma (Inoue et al., 2006)
XIAP PS-341 Hodgkin lymphoma (Kashkar et al., 2007)
NF-KB PS-341 NSCLC (Voortman et al., 2007)
NF-KB PS-341 pankreasz carcinoma (2) (Khanbolooki et al., 2006)
DRS MG-132 rhabdomy:y_éc%\)/igsgfcér(nl;'(ir)]ondro_ O cheomgetal 201
- PS-341 Ewing's sarcoma (5) (Lu et al., 2008)
- MG-132 Ewing's sarcoma (8) (Van Valen et al., 2000)

2. tablazat: Proteaszomagdtlas érzékenyité hatisa a TRAIL-indukdlt apoptozisra. A leirt
célmolekulak és a vizsgalt daganatos elvaltozasok listaja. A tablazatban szerepld vizsgalatok in
vitro torténtek, a tumor tipusa a felhasznalt sejtvonal eredetét jeltzi (Fulda 2011, alapjan).

Az elsé klinikumban is hasznalatos proteaszomagatld a peptid-boronatok kdzé
tartozo bortezomib (PS341/Velcade), melyet az FDA (Food and Drug Administration,
USA) regisztralt myeloma multiplex és a kdpenysejtes limfoma kemoterapias
kezelésére (Kane et al., 2003). A bortezomib elénye a korabban hasznalt gatloszerekhez
képest, hogy nagymértékben specifikus és reverzibilis, igy a citotoxikus hatésai
mérsekeltebbek (Richardson and Mitsiades, 2005). Szamos vizsgalat tamasztja ala a
bortezomib tumorellenes hatasat els6sorban hematologiai daganatokban (Orlowski and
Zeger, 2006) és bizonyos szolid tumorok kezelésében (Ludwig et al., 2005) 6nmagaban

és kemoterapias szerekkel kombinécidban.
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4. abra: ProteaszOmagatlas hatdsa a TRAIL apoptotikus jelpalyaira. A kiemelt proteinek
proteaszémagatlas miatti mennyiségi valtozasai érzékenyitik a sejteket a TRAIL-indukalt
apoptdzisra: a baloldalon kiemelt proteinek mennyisége ndvekedhet (nyil), a jobboldalon

kiemelt proteinek mennyisége csdkkenhet (iitk6z6jel) bortezomib hatdsara (Mahalingam et al,
2009).

Ha a bortezomib daganatellenes hatdsa lassu is vagy nem Kkifejezett, olyan
valtozasokat eredményezhet a sejtek molekularis 6sszetételében, amelyek ndévelni
tudjdk méas daganat ellenes szerek hatekonysagat, tobbek kozott TRAIL-ét is,
kombinacidban hasznalva. A TRAIL és a bortezomib egyuttes daganatellenes hatasa,
tobb szinten, az apoptdzis kiilsd halalreceptor medialt Gtjan és a belsd mitokondriélis
aton is érvényesil ((Fulda, 2011) (Id. 4. &bra, 2. tablazat). A bortezomib hatéséat a
mitokondrialis Utra eddigi ismeretek szerint a Bim és/vagy Bik fehérjék akkumulacigjan
(Nikrad et al., 2005; Zhu et al., 2005a), a Bax lebomlasanak gatlasan (Liu et al., 2008), a
Smac mitokondriumbol citosz6lba aramlasan (Nagy et al., 2006) és a tBid stabilitasanak
novelésén (Fulda, 2011) keresztil fejti ki.
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A bortezomib hasznalatakor, 6nmagaban vagy TRAIL-el kombinacidban,

bizonyos anti-apoptotikus fehérjek, mint a Bcl-2, Bcl-X, vagy az Mcl-1 hasitédnak
vagy termelddésiik gatlodik (Conticello et al., 2007; Nencioni et al., 2005). A
proapoptotikus Noxa, melynek szintjét, ahogy mar emlitettem, noveli a bortezomib
transzkripcid Gtjan, egyes esetekben csak az apoptézis kinetikajat gyorsitja fel TRAIL
hasznalata mellett, nem az érzékeny sejtek aranyat néveli (Naumann et al., 2011).
A bortezomib a DR4 és DR5 receptor szdmanak novelésével (Hetschko et al., 2008;
Kandasamy and Kraft, 2008; Liu et al., 2007; Voortman et al., 2007), a DISC
kialakulasanak eldsegitésével (Koschny et al., 2007), a c-FLIP molekula
expresszidjanak csokkentésével (Sayers et al., 2003; Zhao et al., 2008) és a kaszpaz-8
bomlasanak géatlasaval (Thorpe et al., 2008) hat az apoptozis kiilsé utjara. Emellett a
bortezomib gatolja az NF-«xB talélési faktor aktivacidjat, ezen keresztiil pedig a XIAP
termelodését csokkenti, igy is érzékenyitve a TRAIL indukalt apoptézisra (Kashkar et
al., 2007; Voortman et al., 2007)

A TRAIL és a proteaszOmagatlas szinergizmusarél sarcoma sejtekben harom
vizsgalat sziletett. Két kozlemény szdmol be Ewing sarcoma sejtvonalakrol (Lu et al.,
2008; Van Valen et al., 2000) és a kdzelmultban egy kozlemény jelent meg mas
sarcoma vonalak mellett egy RMS sejtvonal felhasznalasaval (Cheong et al., 2011)

A proteaszOmagatlas tehdt vagy tucatnyi molekularis komponens
megvaltozatasan keresztil érzékenyitheti a kiilonboz6 daganat-sejttipusokat TRAIL-
indukalt apoptézisra. A szinergia molekularis mechanizmusa erdsen fligg(het) a
daganattipusoktol illetve a transzformacié molekuléaris hatterétdl és valdszini, hogy

szamos esetben tobb dsszetevoje is lehet.
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2. 3. A mesenchymalis dssejt (MSC) daganatellenes hatésai
2.3.1. Bevezeto

A mesenchymalis Ossejteket vagy mas néven multipotencialis stromasejteket
(mesenchymal/multipotential stem/stromal cells, roéviden MSC sejtek) ma mar
felhasznaljdk a regenerativ orvosldsban kdszonhetéen annak, hogy multipotens
differencialodési keépességgel rendelkeznek, viszonylag konnyen hozzaférhetéek és in
vitro kultaraban egyszeriien szaporithatéak (Charbord, 2010; Nombela-Arrieta et al.,
2011; Tolar et al., 2010). Az a tulajdonsaguk, hogy képesek a tumorba illetve annak
kornyezetébe vandorolni, felveti annak a lehetdségét, hogy ezeket a sejteket genetikai
modositasuk utan tumorellenes molekulak célbajuttatasara hasznaljuk (Ciavarella et al.,
2011; Grisendi et al., 2011). Korabban az MSC sejtek regeneracids hasznosulasat abban
lattak, hogy azok a sérilt szdvetbe vandorolnak (homing), tartésan megtelepednek és
megfeleld szoveti sejtté¢ differencialdédnak. Mostanra kideriilt az is, hogy a kozvetlen
betelepedés mellett (vagy helyett) az MSC sejtek akar tavoli szovetekbdl is képesek
egyfajta karmesterként, féleg a citokin szekrécids profiljukon keresztll irényitani,
fokozni a szovetek, a szervezet sajat regeneréacids képességét, illetve befolyasolni a
daganatok progresszigjat is (Kiss et al., 2008; Lee et al., 2009; Prockop et al., 2010).

Ebben az irodalmi attekintésben az MSC sejtek rovid jellemzése utan a
daganatellenes terapidban felmeriild lehetséges szerepiiket elemzem az irodalom
attekintésével (a regenerativ hatést csak érintve) arra keresve a vélaszt, hogy milyen
szoros kapcsolatba (tavoli humoralis, kdzeli parakrin vagy sejt-sejt kontaktus) kell
kertlnie az MSC sejteknek a daganat sejtekkel (szdvettel), hogy daganatellenes
hatasukat kifejtsek.

2.3.2. A mesenchymalis 6ssejtek alapjellemzdi

A mesenchymalis 6ssejteket Friedenstein €s mtsai irtdk le eldszor az 1960-as
években, mint csontvel6bol izolalhatod és in vitro kultirdban tenyészthetd, fibroblaszt-
szerli morfologiat mutatd koloniaképz6 sejteket (Friedenstein et al., 1966). Mara
kideriilt, hogy a csontveld mellett szamos magzati ¢és felndtt szervben eléfordulnak
hasonlé tulajdonsagl sejtek, igy magzatburokban, magzatvizben és magzati
szOvetekben (Campagnoli et al., 2001; in 't Anker et al., 2003), izomban (da Silva

Meirelles et al., 2006; Hegyi et al., 2010), szivben, zsirszdvetben, periférids vérben
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(Zvaifler et al., 2000), bérben (Toma et al., 2001) kotészovetekben (De Bari et al.,
2001). Ugy tiinik gyakorlatilag minden szerv, ami tartalmaz kétészovetet, MSC-ket is
tartalmaz. Gyakorisagukat a csontveldben 1: 10°- 1: 10°-ra becsiilik.

A mesenchymalis Ossejtek nem képesek korlatlan szdmu onfenntart6 osztddasra,
az osztddasok soran dregszenek, a plaszticitasuk lecsékken, majd nagyjabél 40 osztddas
utan szeneszcensseé valnak, leall a szaporodasuk. Mesenchymalis 6ssejtek tobb forrasbol
nyerhetdek, legjobb hatékonysaggal csontveld aspirdtumbol izolalhatok. Zsirszovetbol
¢és ko6ldokzsinorbol friss koldokzsinor vérbol 30-63%-o0s hatékonységgal, 1ényegesen
kisebb hatékonyséaggal (19,5%) fagyasztassal konzervalt k6ldokzsinorvérbdl , (Kern et
al., 2006; Rebelatto et al., 2008) (Bieback et al., 2004) A szoveti 6ssejtek kozott a
legtdbbet vizsgélt és legjobban karakterizalt csoport. Altalaban elmondhat6, hogy az
Ossejtek azonositdsa nem kdothetd egyetlen vagy kisszamt felszini marker
megjelenéséhez. Valdjdban igen nehéz meghatarozni, milyen sejteket neveziink
mesenchymalis 0Ossejteknek ¢és hogyan tudjuk Oket megkiilonboztetni a beldliik
szarmazo fibroblastoktol és pericitaktol. A human MSC pozitiv a kdvetkezdkre: CD10,
CDI13, CD29 (Bl-integrin), CD44, CD49¢ (a5-integrin), CD54 (ICAM-1), CD58,
CD71, CD73 (SH3), CD90 (Thy-1), CD105 (SH2/endoglin), CD146, CD166, CD271,
vimentin. Gyengén expresszaljak: HLA | osztalyl antigéneket, CD123-mat. Emelett
negativ az alabbiakra: CD14, CD34, CD45 hematopoetikus markerek, CD31
(endothelialis markerek), CD40, CD80, CD86, human leukocyta antigén (HLA)-DR, és
mas HLA II osztalya antigének. A mesenchymalis &ssejtekkel foglalkozo
munkacsoportok kiilonbozé markereket tartanak fontosnak és egymastol eltéré egyéb
kritériumokat allitottak fol az izolalt és tenyeszetett sejtek karakterizalasahoz. Ezért
szlikség volt egységes definicid felallitasara, igy 2006-ban az International Society for
Cellular Therapy ajanlast tett kozzé mely szerint mesenchymalis &ssejt az, ami
egyidejlileg megfelel az alabbi harom kritériumnak (Dominici et al., 2006):

e Adherensek

e >95%-ban expresszalnak MSC specifikus markereket (CD105, CD73,
CD90) és hianyoznak réluk (< 2 % pozitiv) a hematopoetikus/
endothelialis markerek

e Csont-, porc- és zsirsejtekké egyarant képesek differencialodni
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Csontvelé Vese Pankreasz Zsirszovet Izom

|

Perivascular multipotent
precursor — MSC?

CD146*
NG2*
PDGFRp*

Adherencia

CFU-F

MSC fenotipus
Negativ: CD34, 45, 14, 31, HLA-DR

Differencialodasi Pozitiv: CD13, 44, 73, 90, 105

y

Dexamethasone, Isobutyl methylxanthine, | | Transforming growth
L-ascorbic acid and dexamethasone, factor-p and dexamethasone
inorganic phosphate indomethacine and insulin l

& 0O ® >

Osteoblasztok Adipocytak Chondrocytak Mas tipus

5. abra: MSC: mesenchymalis dssejtek avagy multipotencidlis stromasejtek. Szamos szovetbol
kinyert adherens sejtfrakcio tartalmaz stromalis progenitor sejteket, melyek fibroblaszt-szerti
morfologiaval rendelkezé koloniakat (CFU-F) alkotnak. Ezek a klonok huzamos ideig
tenyészthetdek anélkiil, hogy elveszitenék multipotencialis képességilket. Klasszikusan ezeket a
sejttenyészeteket nevezik MSC-nek. Ezek a sejtek megfelelé korilmények kozott
differencidlédhatnak specifikus mesenchymalis sejttipusok iranyaba, illetve egyes eredmények
szerint mas tipusd: izom, endotél, neurondlis iranyba (még vita targya, hogy ezeknek a
progenitorai azonosak—e tripotencialis klasszikus MSC sejtekkel) (Nombela-Arrieta et al., 2011)

A mesenchymalis Ossejtek gyakorlatban konnyen hozzaférhetdek, izolalhatdak
majd szOvettenyészetben konnyen fenntarthatdak. l1zolalasuk ma is adherencidjukon
alapszik. A kultirdbol a nem adherens vérképzd sejtek mosassal egyszerlien
eltavolithatoak, a megmaradt sejtek fibroblaszt-szerti morfologiaval rendelkez6
kolonidkat (CFU-F) képeznek. A morfoldgiailag tobbé-kevéssé homogénnek tiind,

exponencialisan novekedd sejttenyészetet, ami mar nem tartalmaz vérképzo elemeket,
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tekintjik MSC sejtkultiranak. Az ilyen tenyészetekben mindig torténik spontan

differenciacio is, igy egy heterogén, mesenchymalis 6ssejtekbdl és a beldlik képzodott

rrrrrr

2.3.3. Az MSC sejtek célzott vandorléasa, ,,homingja”

Az MSC sejteknek ismert tulajdonsdga, hogy képesek in vitro transwell
migracios esszében tumorsejtekhez, in vivo allat modellekben pedig primer és
metasztatikus tumorba vandorolni (Khakoo et al., 2006; Kim et al., 2008; Loebinger et
al., 2009; Menon et al., 2007; Nakamizo et al., 2005). Ennek korilményei még nem
teljesen tisztazottak, legerdteljesebb hatasnak a daganatok mikrokdrnyezetében
felszabadul6 kemotaktikus anyagok csalogatd hatasa latszik. A daganatok szamos olyan
kemokint és citokint termelnek, melyek receptorai a mesenchymalis dssejtek felszinén
megtalalhatok, ezek kozott az epidermalis ndvekedési faktort (EGF), vaszkularis
endothelialis novekedési faktor-A (VEGF-A), stomalis névekedési faktor (stromal-
derived growth factor-10/SDF-1-a/CXCL12), IL-8, IL-6, granulocita-macrofag kolonia
stimulalé faktor, Angl, monocita kemoattraktans protein-1 (CCL2), hemopoetikus
ndvekedési faktor, transzformald ndévekedési faktor B-1 (TGF-B) és az urokinaz tipust
plazminogén aktivator (Feng and Chen, 2009; Studeny et al., 2004; Wels et al., 2008).
A tumorhoz vandorlas szabalyozéasa az MSC sejtek esetében hasonlé lehet a leukocitak
migraciojahoz. Mind a P-szelektin, mind a vaszkuléris adhéziés molekula-1 is
meghatarozza az MSC sejtek endothéliumhoz kapcsolodasat (Ruster et al., 2006). A
receptorokat (CCR1, CCR4, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR4, CXCR5, CXCRS,
CXCR1) az MSC-k is expresszalnak felsziniikdn (Ringe et al., 2007; Von Luttichau et
al., 2005). A haematopoetikus sejtek migréaci¢jaban fontos CXCL12 — CXCR4 ligand-
receptor paros szerepét MSC-k esetében meg nem tisztaztak. Wynn és kollégai (Wynn
et al., 2004) megndvekedett CXCR4 expressziorél szamolnak be, inkabb
intacellul&risan, mint sejtfelszinen, masok nem tudtak CXCR4 exprsessziot detektalni
MSC-ken (Von Luttichau et al., 2005), illetve a CXCR4 blokkoldsa nem volt hatassal az
MSC-k migracidjara. Neheziti a specifikus migracio részletes megismerését az a

megfigyelés, hogy in vitro kultdraban tartva az MSC sejteket, azokon csokkenhet a
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kemokin receptor expresszio, a vizsgalatban 2 ill 12-16 passzazson atesett MSC-k

kemokin receptor expresszidit hasonlitottak dssze (Honczarenko et al., 2006).

2.3.4. Mesenchymalis éssejtek hatasa a daganatok novekedésre, progresszidjara

A terdpias céllal a szervezetbe juttatott MSC sejtek ndvekedesgatld és stimuléld
hatassal is lehetnek a mar meglévd daganatokra. Altalanosan hasznalt modell szerint
human MSC sejtek keresik a kapcsolatot az egérben nové huméan daganatokkal. Az
MSC sejteket a tumor kornyekére (intra vagy peritumoralisan) vagy szisztémasan
(intravénésan, i.v.) injektéaljak az egérbe. Egyes vizsgalatok szerint az i.v. bejuttataskor
az MSC sejtek talnyomd tobbsége (>90%-a) az egér tiid6 alveolaris kisereiben kitapad,
illetve beszorul a sejtek nagysaga miatt. A sejteknek csupan néhany szazaléka kertl
kemotaktikus hatasra a sériilt vagy daganatos szovetbe (Lee et al., 2009). A bejuttatott
és tiidében kitapadt, megrekedt MSC sejtek parakrin mddon, egy gyulladasgatlo citokin
termelésén (TSG-6) keresztul is képesekek tavoli gyulladasokat megfékezni (pl.
infarktus utan a szivizom karosodasat csékkenteni (Prockop and Youn Oh, 2012), vagy
corneéban a gatolni a szdvetkarosodast (Roddy et al., 2011). Az MSC sejtek szervezetbe
juttatasaval kapcsolatban is felmertl a kérdés, hogy az MSC sejtek daganatellenes vagy
a daganattamogaté hatasukat az eger modellekben vajon szintén parakrin modon fejtik
ki, vagy kdzvetlenebb, sejt-sejt kontaktust igényel-e valamelyik hatas.

Khakoo és mtsai vizsgalatai szerint in vivo Kaposi szarkoma modellben az
intravenasan beadott csontveldi eredetii hMSC letelepszik a tumorban ill. kdrnyezetében
és kozvetlen sejt-sejt interakcion keresztiil gatolja annak ndvekedését (Khakoo et al.,
2006). Szinten az MSC-k kozvetlen sejtkontaktust igénylé hatasat irtak le B16
melanoma modell esetén a tumor ndvekedésének gatlasakor. A modellben az MSC
sejtek daganatellenes funkcidjahoz rés-kapcsolat (gap junction) sziikséges a célsejttel
(Otsu et al., 2009). Ugyanakkor szoldbilis faktor-medialt daganatgéatlast figyeltek meg
pankredsz tumor modellben, ahol a zsirszovet eredeti MSC parakrin modon fejtette ki
hatdsat. Az MSC sejtek és az MSC-vel kondicionalt médium egyarant csokkentette a
eléréséhez ebben az esetben is az MSC-ket kozvetlenll a daganatba kellett beadni
(Cousin et al., 2009).
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Masrészrél a mesenchymalis Ossejteknek stimulald hatasa is lehet a daganat
novekedesere, amit a leirasok szerint az MSC elsésorban parakrin modon fejt ki. A
daganatok ndvekedését segitheti az MSC-k szolubilis faktorokon keresztiil kivaltott
immunszupresszans hatasa (Djouad et al., 2003), proliferacié serkent6 (Zhu et al., 2006)
vagy apoptozist gatlo (Shinagawa et al., 2010; Yu et al., 2008), érképz6dés serkentd
hatdsa (Galie et al., 2008; Muehlberg et al., 2009), valamint leirtak CCL5 kemokin
termelést MSC-kben, ami elésegitette emldérak-sejtek metasztazis képzeéset (Karnoub et
al., 2007).

Klopp én mtsai 0Osszefoglaldjukban arra mutatnak r4, hogy azoknak a
modelleknek tobbségében, ahol tumor segitd hatast irtak le magasabb az MSC - tumor
sejtek aranya, mint a tumor névekedést gatld esetekben. A daganatndvekedést illetve a
progressziot kimutatdé kozleményekben gyakrabban fordul elé, hogy a szerzok
zsirszovetbol szarmazd MSC sejteket alkalmaznak, mint a daganatgatlast felmutatok
esetében. Az epidemioldgiailag alatdmasztott adatok szerint elhizassal kapcsolatba
hozhaté a daganatok progresszidja és egy elmélet ennek hatterében a zsirszévetbdl

kivandorl6 mesenchymalis stromasejtekre hivja fel a figyelmet (Zhang et al., 2010).

2.3.5. Klinikai felhasznalas szempontjai és a géntranszfer médjai MSC-be

Ossejtterapias probalkozasok kapcsan mindig felmeriil a daganat keletkezés
veszelye. Felkeltette a figyelmet néhany megfigyelés, melyek szerint a hosszabb ideig
szOvettenyészetben tartott €s stressznek kitett MSC-k a transzformaécié jeleit mutattak
(Rubio et al., 2005). Tobb esetben is fény derllt azonban arra, hogy az MSC
transzformaciora vezeté kisérletekben valodi daganatsejtekkel atfertézott MSC
kultarakbol indultak ki és az eddigi klinikai gyakorlat sem igazolja az aggodalmakat
(Torsvik et al., 2010).

Allatkiséréetek és klinikai vizsgélatok igazoljak, hogy az MSC-k allogén (a faj
genetikailag eltéré masik egyede) esetenként xenogén (masik faj egyede) recipiensbe
oltva sem valtanak ki immunvalaszt (hipoimmunogének) (Mansilla et al., 2005). In vitro
és in vivo is megfigyelheté immunszupressziv hatassal rendelkeznek. Izolalt majd
szOvettenyészetben tartott MSC-k az immunvalaszban fontos szerepet jatszo sejtek
mindegyikét, T- és B-lymphocyték, hivatasos antigén bemutato sejtek (APC) és az NK-
sejtek funkciojat is gatoljak in vitro (Kiss et al., 2008).
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Masik sarkalatos kérdés a biztonsagos klinikai felhasznalast illetéen, hogy a
transzfektalt gén hatasara vagy a bevitel modjanak hatasara kialakul-e nem kivant
genetikai valtozds a gazdaszervezetben. A mesenchymalis Ossejtek in vitro genetikai
manipulacidja viralis és nem virdlis médon torténhet. A primer sejtek igy a
mesenchymalis &ssejtek is nehezen transzfektalhatok a klasszikus nem-virdlis
modszerekkel, mint a kalcium foszfat precipitacid, mikroinjektalas, lipofekcid, és az
elektroporacid. Ezek a mddszerek lassan 0sztod6 sejteknél nehezen hasznalhatoak,
magas a sejtek mortalitasa, igy kevésbé hatékonyak, mint a viralis modszerek. Virus
eredeti rekombinans vektorokat elterjedten hasznaljadk primer sejteknél célzott gén
transzfer esetén. Jelenleg az adenovirus, lentivirus, retrovirus rendszerek a
leggyakrabban hasznaltak. A virus vektorok elénye a veliik elérhet6 nagy transzfekcios
hatékonysag, akar nem osztdodo sejtek esetén is, hatranya, hogy idéigényes a vektor
eloallitasa, magas biztonsagi eléirasokat kell betartani kiilonosen human sejtek esetén,
rekombinans lentivirus hasznalatakor limitalt a bevihetd inzert mérete, és a klinikai
felhasznalas soran immunreakcié alakulhat ki (Thomas et al., 2003). A retrovirus
transzfekcio klinikai felhasznélasanak nagy veszélye a gazdaszervezetben kialakul6
genetikai valtozas, az onkogenetikus hatds a vektor beépilése soran. Rekombinans
retrovirusok hasznalatat kovetéen leirtak a gazdaszervezetben lezajldé onkogén
folyamatokat (Nair, 2008). A retrovirus vektor kivalasztasanal, mint els6dleges
veszélyforrast, fontos figyelembe venni a vektor beépulési helyét.

Az éltalunk is hasznalt nukleofekcio egy Uj nem-virdlis transzfekcios technika
primer sejtek és nehezen transzfektalhato sejtek szamara. Az elektroporaciot kombinalja
a kémiai transzfekcié modszerével, a plazmid DNS-t vagy oligonukleotidot (SIRNA)
sejttipus fliggd pufferoldattal és pulzusparaméterrel juttatja kozvetleniil a sejtmagba. Ez
a transzfekciés eljaras nem igényel sejtosztddast, igy magas transzfekcios
hatékonysagot biztosit primer sejtek esetén is. A technikat sikeresen alkalmaztak NK- és
monocyta sejtvonalak esetében (Maasho et al., 2004; Martinet et al., 2003) , embrionalis
Ossejteken, csontveléi és  zsirszovet eredetli-mesenchymalis  dssejteken s
(Lakshmipathy et al., 2004; Zaragosi et al., 2007). A modszer hatranya a magasabb
koltségek (nukleofektor készilék és a specifikus Kit, pufferoldattal és kivettaval) és a

nukleofekcio soran indukalt sejtpusztulas.
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2.3.6. Mesenchymalis 6ssejtek, mint vektor sejtek, daganatolé gének hordozéi

lehetnek

Annak ellenére, hogy a génterapia alkalmazéasa daganatos megbetegedésekben

szamos eldnnyel jarhat, ez maig alig kiaknazott teriilet. A klinikai felhasznalas két f6

akadalyba (tkozik, egyrészt a megoldatlan a vektor tumorhoz juttatdsa, méasrészt a

kivaltott immunvalasz szab hatart az alkalmazdsnak. A mesenchymalis Ossejtek, az

el6zOkben leirtak szerint mindkét problémara megoldast kinalhatnak, igy az MSC

sejteket mddositva daganatellenes anyagok szallitasara lehetnek alkalmasak.

Szerzd Tumor modell MSC forrésa Terdpias molekula  Bejuttatas
(Studeny et al., 2002) Melandma BM-MSC INF-beta V.
(Studeny et al., 2004) eml6 carcinoma BM-MSC INF-beta V.
(Ren et al., 2008b) Prosztata c., tiidé metasztazis BM-MSC INF-beta [AY2
(Ren et al., 2008a) Melanéma, tiid6 metasztazis BM-MSC INF-alfa [AY2
(Cavarretta et al., 2010) Glioblasztéma AD-MSC CD-UPRT V.
(Matuskova et al., Glioblasztoma AD-MSC TK it ési.v.
2010)

(Kucerova et al., 2008) Melanéma AD-MSC CD-UPRT [AY2
(Kucerova et al., 2007) Vastagbél carcinoma AD-MSC CD-UPRT [AY2
(Zischek et al., 2009) Pankreész carcinoma BM-MSC TK [AY2
(You et al., 2009) Gyomor carcinoma BM-MSC CD-UPRT V.
(Gao et al., 2010) Vese carcinoma BM-MSC IL-12 (AY2
(Duan et al., 2009) Ewing sarcoma egér BM-MSC IL-12 [AY2
(Elzaouk et al., 2006) Melanéma BM-MSC IL-12 [AY2
(Yuan et al., 2006) Glioma BM-MSC IL-23 V.
(Nakamura et al., 2004) Glioma BM-MSC IL-2 it

3. tblazat: MSC, mint daganatellenes vektor sejt. Kiilonb6z6 transzgenikusan expresszalt
terapias molekulak széllitasara alkalmas MSC-k daganatellenes hatdsanak in vivo vizsgélatai.
(BM-MSC: bone marrow mesenchymal stromal cell, AD-MSC: adipose tissue derived
mesenchymal stem cell, CD-UPRT: Cytosine deaminase-uracil phosphoribosyl transferase, TK:

tirozin kindz, i.v.: intravénas, i.t.; intratumoralis)
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Az MSC-k szallitosejtekként valo felhasznalasa olyan genek alkalmazasat is
lehetové teszi, melyekrél expresszalodd termékek egyértelmiien daganatellenes
hatdstak, viszont szisztémas adasukat megakadalyozza a toxicitdsuk vagy rovid
féléletidejik. Az aladbbi tablazatban foglalom &ssze az elmdlt évek szdmos
prébélkozasat, melyben az MSC sejteket daganat ellenes gén expresszidjara.

Szamos allatmodellben, gliomaban, metasztatikus melanémaban, mell- és
prosztata rakban az IFNp-t termelé MSC gatolta a tumorsejt novekedést, csokkentette a
tumor méretét és novelte az allat talélését (Nakamizo et al., 2005), mig a megemelt
szisztémas IFNp szint nem volt hatasos. Az IL-12 szekretald6 MSC—kel is szignifikans
terapids hatast értek el és hasonldan az el6zo6hoz ez is csak lokalis termelés esetén
teljestlt (Eliopoulos et al., 2008). Az IL-2 és IL-12-t termel6 MSC-k immunvalszt

képesek kivaltani és ndvelik a tumorszovetet infiltral6 gyulladasos sejtek szdmat.

Szerzd Tumor tipus MSC forrésa TRAIL-tipusa Bejuttatas
Kim SM 2008 Glioma Uch-MSC szekretalodo trimer TRAIL  i.t.
Sasportas LS 2009 Glioma BM-MSC szekretalodd trimer TRAIL it
Menon LG 2009 Glioma BM-MSC szekretalodo trimer TRAIL  i.c.
Mohr A 2010 Pankreasz tumor egér BM-MSC  szekretal6do trimer TRAIL  i.v.
Yang B 2009 Gliéma BM-MSC teljes-TRAIL it
Loebinger ML 2009  Eml6 rak tiidé meta BM-MSC teljes-TRAIL iv.
Choi SA 2011 Glioma AD-MSC teljes-TRAIL it
Mueller LP 2011 Vastagbélrak BM-MSC teljes-TRAIL s.C.

4. tablazat: TRAIL-t hordozo MSC sejtmodellek in vivo. Szekretalodo és teljes-TRAIL-t
kifejezd0 MSC sejteket juttattak a jelzett modon (i.v.: intravéndsan, s.c.. bér ala
(peritumordlisan), i.t: intratumoralisan, i.c:intracranialisan) human xenotranszplantalt
daganattipust hordoz6 egerekbe.

TRAIL halalligandot expresszald6 MSC-ket is hasznaltak mar tiid6é-, eml6-,
vastagbelrak, és glioma modellben, ahol szignifikans in vivo daganatellenes hatast értek
el vele. TRAIL esetében az is kérdés, hogy transzgénként vajon a teljes (full)-TRAIL
daganatba juttatasa hatdsosabb terdpia vagy az extracellulris, lehasitott rész (114-281
as) szekretalhato formaja. A szekretaldddé TRAIL esetében az az altalanos eljaras, hogy

az extracellularis részt kibovitik egy trimerizaciora alkalmas ILZ doménnel (Kim et al.,

2008; Menon et al., 2009; Sasportas et al., 2009). Ezt a forméat gyakran alkalmazzak in
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vivo glidma modellekben. Mas in vivo szoliddaganat- modellekben viszont inkébb a
teljes-TRAIL szekvenciat juttatjdk be a daganatokba MSC sejtekbe csomagolva
(Grisendi et al., 2010b; Loebinger et al., 2009; Mohr et al., 2008; Mueller et al., 2011).
Egyelére nem sziiletett szisztematikus Osszehasonlitdé tanulmany arrél, hogy a két
TRAIL valtozat mekkora eltérést okozna, ha szallitoként MSC sejteket hasznalnank
Viszont mar tortént egy 6sszehasonlitd vizsgalat, ahol adenovirussal juttattdk be
a ket format glioma sejtekbe in vitro, majd nem fert6zott glioma sejtekkel egyiitt
transzplantalva egérben figyelték meg a daganat névekedését. Mindkét TRAIL véltozat
regressziot okozott, de a szolubilis TRAIL hatadsosabbnak mutatkozott (Kim et al.,
2006). Egy masik kutatocsoport viszont azt talalta, hogy szolubilis, rekombinans (ILZ
domén nélkuli) TRAIL-re rezisztens colorectalis daganatok egy csoportja apoptotikusan
érzékeny az MSC-vel felkinalt teljes-TRAIL-re (Mueller et al., 2011). Lehetséges, hogy
glioma sejtek esetében az elegendé mennyiségben rendelkezésre allo szolubilis TRAIL
is képes megfeleléen oligomerizalni és aktivalni a TRAIL receptorait. Mas tipusu
daganat modellekben, mind rhabdomyosarcomék, viszont érdemes elvégezni ilyen

6sszehasonlito vizsgalatokat.
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3. CELKITUZESEK

1. Rhabdomyosarcoma  sejtvonalak estén a szolUbilis TRAIL[114-281]
(dulanermin) hatdsanak javitasat szeretnenk elérni a rezisztencia lehetséges
mechanizmusainak feltarasaval és a rezisztencia felfliggesztését eredményezd

kombinaciés kezelések alkalmazasaval.

a) Eszrevettik, hogy a TRAIL-nek ellenallébb RD rhabdomyosarcoma
sejtekben emelkedett a Bcl-2 protein kifejez6dése. Azt kérdeztiik, hogy vajon

az RD sejtek esetében Bcl-2 termelddése valoban rezisztencia tényezo-e.

b.) A proteaszoma magprotedzainak gatlasaval lehetséges-e a Bcl-2
kozvetitette  apoptozis-rezisztencia  felfliggesztése  rhabdomyosarcoma

sejtekben?

c.) Maésfajta, TRAIL-receptor  kozeli  rezisztenciaval  rendelkezo
rhabdomyosarcoma sejtvonalak TRAIL-érzékenységét is fokozni lehet-e

proteaszoOmagatlassal?

2. TRAIL expresszald0 mesenchymalis 6ssejtek (MSC-TRAIL) hatasanak

vizsgélata daganatos MSC sejtek el6allitasa csontvel6bdl és zsirszovetbol.
a.) A trimerizaciés doménnel rendelkezd szekretalodd és a teljes TRAIL
génkonstrukciok elkészitése.

b.)  Nukleoporacidés technika alkalmazdsa MSC sejtek esetén és a bevitt

TRAIL gen expresszidjanak vizsgélata.

c.) A TRAIL- expresszid apoptotikus hatdsa az MSC sejtekre és a vellk
kdzOs sejtkultardban tartott daganatsejtekre (RD rhabdomysarcoma és Hela

carcinoma).

d.)  Proteaszomagatlas hatasa az MSC sejtekre a maga termelte és a kiviilr6l

adott rekombindns TRAIL jelenlétében.

e.) Az MSC-TRAIL sejtek daganatellenes hatasa sejtkontaktus nélkdl

(transwell kisérletekben).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4. 1. Vegyszerek

N-acetyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-norleucinal (LLnL) proteaszémagatld szert a
Sigmatdl rendeltik a bortezomib (PS-341 vagy velcade) Millenieum Inc. (Cambridge,
USA) ajandéka volt. Kaszpaz protedzok gatlasara z-Val-Asp-fluoromethylketone-t (z-
VD.fmk; Bachem, Svéjc) hasznaltunk. A felsorolt vegyszerek mindegyikébdl dimethyl-
sulfoxide-ban (DMSO, Sigma-Aldrich) készitettiik el a térzsoldatot, amelyeket -20°C-
on taroltunk, majd a kezeléseknél tenyésztdmédiumban a megfeleld végkoncentraciora
higitottunk gy, hogy a DMSO mértéke nem haladta meg a 0.1%-ot. A rekombinans
TRAIL (aa.114-281) el6allitasat bakterialis rekombinans fehérje expresszios rendszerrel
vegeztik (Petak et al., 2003). Az altalunk hasznalt miianyagaruk Sarstedt, Corning és
Eppendorf termékek voltak.

A primereket és a génkonstrukcio készitésére szant oligonukleotidokat az
Invitrogentdl rendeltiik, a reakciokhoz a Platinum Pfx és Platinum Taq DNS polimeraz
(Invitrogen) enzimet hasznaltuk. A PCR termékek gélelektroforéziséhez az agardzt és
az ethidium-bromide-ot a Sigmatol rendeltiik, BlueJuice mintafelvivd puffert
(Invitrogen) és 100 bp DNS létrat (Invitrogen) hasznaltunk. A PCR termékek tisztitasa a
Montage PCR kitettel (Millipore) tortént. A kész PCR termékeket klonozasahoz Zero
Blunt Topo klonozos kitet (Invitrogen), a termeltetéshez pcDNA™3.1/V5-His TOPO®
TA expresszios kitet (Invitrogen) hasznaltunk. A transzforméaciot TOP10 E.Coli térzzsel
végeztiik (Chemically Competent Cells; Invitrogen), a klonokat tartalmazo baktériumok
szelekci6jahoz ampicillin vagy kanamycin (Sigma) antibiotikumot hasznaltunk.

4. 2. Felhasznalt vektorok
pCR-Blunt II-TOPO vektor (Invitrogen)

A pCR-Bluntll-TOPO plazmid vektor tompa végli PCR termékek klonozasara

alkalmas (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/zeroblunttopo man.pdf). A

linearizalt vektor topoizomeréz enzimekkel asszociélt forméban talalhaté. A vaccinia
virusbol szarmazé topoizomeraz I specifikusan koti a kettdsszala DNS-t, és egy szalon
hasitja minden 5’-CCCTT felismeré motivum utan. A foszfodiészter kotés hasitasa

sorén felszabadulo energia a 3’ foszfatcsoport és a topoizomerdz | 274-es helyzetii
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tirozinja kozti kovalens kotésben konzervalddik. Ezt a kotest tamadja meg a ligalas
soran az inszert DNS 5’ hidroxil csoportja, leszoritja a topoizomerazt a vektorrol, és
bekotddik a helyére A vektor tartalmazza az E.coli ccdB letalis génjét a LacZa
fragmenthez flizve. A tompa végli PCR termék beépiilése megszakitja LacZa- ccdB
faziés gén éatirddasat, igy kozvetlen pozitiv szelekciot biztosit a rekombinans
klonoknak. A vektor tartalmaz még kanamycin antibiotikum rezisztencia gént a vektort
tartalmazd baktériumok szelekcidjahoz valamint M13 reverse és forward szekvenalo

primerhelyeket a beépiilt PCR termék szekvenciajanak ellendrzéséhez.
pcDNA™3.1/V5-His TOPO vektor (Invitrogen)

A  pcDNA™3.1/V5-His TOPO® emlés expresszios vektorba nagy
hatékonysaggal lehet TA tulnyuld véggel rendelkezé6 (Taq DNS polimerazzal
amplifikalt) PCR termékeket egy Iépésben Klonozni

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ pcdna3.ltopota man.pdf). A vektor az

el6z6hoz hasonldan lienarizalt és I tipusu Topoizomerazzal aktivalt. A klénozand6 PCR
terméknek tartalmaznia kell a Kozak konszenzus szekvenciat, mert a vektor nem
tartalmazza az ATG start kodont. CMV prométer biztositja a magas szintili, konstitutiv
expressziot. A vektorba beépitették a V5 epitop és a polihisztidin jeldld szekvenciait,
melyek a peptidhez fliz6dve annak detektalasat és tisztitasat konnyitik meg. Esetiinkben
erre nincs szikseg, ezért a PCR termékbe stop kodont is beépitettink. A vektor

ampicillin rezisztencia gént tartalmaz a baktériumok szelekcidjahoz.
pPORF-hTRAIL vektor

A pORF-hTRAIL (InvivoGen) egy készen kaphatd expresszios vektor, mely
tartalmazza a human TRAIL gén intron-mentes ORF (open reading frame)

szekvencidjat, ATG kodontdl stop kodonig (843 bp) (http://www.invivogen.com

/PDF/pORF-hTRAIL 02C22.pdf). A vektor felhasznélhatd djraklonozésra (a human TRAIL

gén Ncol és Nhel restrikcios endonukledz enzimekkel hasithato ki a vektorbol) és emlds
sejtekben tranziens transzfekcidval kdzvetlen génexpressziora is. A vektorba EF-1la /
HTLV hibrid promotert épitettek, mely tartalmazza az elongacios faktor-1a (EF-1a)
ampicillin rezisztencia gén lehetové teszi a pPORF plazmidot tartalmaz6 baktériumok

szelekciojét.
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pmaxGFP vektor

A vektor része a nukleofekcidhoz felhasznalt Amaxa kitnek (http://labs.idi.

harvard.edu/springer/uploads/AmaxaNucleofectormanual.pdf). A maxGFP zo6ld

fluoreszcencia fehérje génjet CMV prométer hajtja meg. Kanamycin rezisztencia
biztositja a szelekcids igények Kielégitéseét.

pMSCV-Bcl-2-GFP és pMSCV-I-GFP

Murine stem cell virus (MSCV) eredetli retroviralis expresszios vektor, mellyel
hatékonyan fertézhetdk emlds sejtek. Két gént szimultan kifejezd (bicistronic) vektor,
melybe egy belsé riboszomalis belépési hely (IRES) szekvencidval elvélasztva szerepel
a ket gén (Wen et al., 2001). A vektorban talalhato még a gazdasejt genomjaba valo
beépulését biztositdé 5’ és 3° Long Terminal Repeat (LTR) szekvencia, klonozé hely
(multicloning site vagy MCS) egyedi restrikcios endonukledz hasitési helyekkel, z6ld
fluoreszcens protein GFP-t szekvencia és ampicillin rezisztencia géen. A sejtvonal stabil
fert6zéséhez (transzfekciojahoz) a GFP szekvenciat tartalmazo alap vektort (pMSCV-I-
GFP) és a Bcl-2 és GFP szekvenciat is tartalmaz6 pMSCV-Bcl-2-GFP vektort

hasznaltuk.
PMIGR-TRAIL-GFP és pMIGR-GFP

A pMIGR a pPRIG (plasmid Polylinker Retroviral IRES GFP) csaladba tartozo
retrovirus vektor (Albagli-Curiel et al., 2007). Szintén két-génes (bicistronic), egy belsé
riboszomalis belépési hely (IRES) valasztja el a klonozo helyre beépithetd szekvenciat a
GFP szekvenciajatol. A csalddra jellemzé CMV promoter helyett MSCV eredetli LTR
szekvenciat tartalmaz, ezért kevesbe alkalmas tranziens expressziora. Az alap vektorba
a teljes human TRAIL cDNS szekvencia kerlt beépitésre, igy a kész vektor a pMIGR-
TRAIL-GFP jelolést kapta, a kontrollként hasznalt tres vektor pedig a pMIRG-GFP.
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4. 3. hGHss-Furin-ILZ-TRAIL génkonstrukcio készitése
A teljes TRAIL fehérje membran protedzok hatasa kovetkeztében
szolubilizalodik. Mesterségesen azonban kozvetleniil tervezhetd egy szekrécidra

alkalmas TRAIL génkonstrukcid is. Ennek a lépései kovetkeznek az alabbiakban.
A szintetikus gén tervezése

A génkonstrukcio szekrécidt és homotrimerizaciot biztositd hGHss-FurinCV-
ILZ részét szintézissel hoztuk létre, mig a TRAIL extracellularis részét a pORF-h
TRAIL vektorbdl Gjraklonoztuk a konstrukcionkat tartalmazo vektorba (pCR-Bluntll-
TOPO). A konstrukcié 5’ végén (8-85 nukleotid pozicidban) human névekedési hormon
szekrécios szignal (hGHss) talalhatd, ami exogén szekrécios szignalként biztositja a
TRAIL fehérje megfeleld endoszomalis transzportjat (Blam et al., 1988). Mivel a
hGHss esetleg interferdlhat az ILZ-TRAIL oligomerizaciojaval ezért a szekrécids
szignal (hGHss) és az ILZ-TRAIL kdzé beépitlink egy furin endopeptidaz konszenzusos
hasitasi szekvenciat (92-118 nukleotid pozicidban), igy a Golgiban lokalizalt furin
proteaz lehasithatja szekrécio el6tt a szekrécios szignal peptidet (Hosaka et al., 1991).
Az izoleucin zipper (ILZ) a TRAIL amino-terminalisahoz flizve annak trimerizaciojat
segiti el6 (119-214 pozicidban) (Walczak et al., 1999; Watzl, 2006) (6. abra).

AGCTAGC ATG GCTACAGGATCTCGAACGTCTCTGCTCCTGGCATTTGGACTGCTCTGTCTGCCAT
GGCTTCAAGAGGGAAGTGCT GGATCC AGTGCTCGGAATCGACAGAAGCGACGGA TGAAGCA
GATCGAGGACAAGATTGAGGAAATCCTGTCCAAGATTTACCACATCGAGAACGAGATCGCTCGAAT
CAAGAAGCTCATTGGAGAGAG GAGATCTGCA

GCTAGC - Nhe | restrikcios hasitasi hely, (2-7. nt.)

ATG...GCT - human novekedési hormon szekrécios szignal szekvencia, (8-85. nt.)
GGATCC - Bam HI restrikcios hasitési hely, (86-91. nt.)

AGT...CGG - furin hasitdsi motivum, (92-118. nt.)

ATG...AGG - izoleucin zipper szekvencia, (119-214. nt.)

AGATCT - Bglll restrikcios hasitasi hely, (215-220.nt.)

6. abra: A hGHss-FurinCV-ILZ (GF-ILZ) szintetikus génkonstrukcio séméja és a tervezett
konstrukcio szekvencidja az egyes génszakaszok feltiintetésével.

Els6é 1épésben adatbazisbol kikerestik a hGH-ss, FurinCV, ILZ peptidek

aminosav szekvencidjat és természetes nukleotid szekvencidjat. A szekvencian kodon
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optimalizalast végeztiink 20 nukleotid cseréjével, a PCR-hez elény6sebb AT/GC arany
elérése érdekében a fehérje szekvencia megtartasa mellett. A megtervezett 223 bp
hosszUsagl szekvencidban az AT/GC arany 48% lett. Az egyes szekvenciakat
restrikcios enzim hasitasi helyek valasztjak el, ami az egyes ,kazettdk” konnyebb
mozgatasat teszi lehetévé klonozéasi 1épések soran, ha esetleg késobb mas

génkombinacioban szeretnénk felhasznalni dket.
Oligonukleotid tervezés

A génszintézisnek két technologiai korlatja van. Az egyik, hogy csak 120
nukleotidig vallalnak megrendelést a szallitok. A masik, hogy minél hosszabb az oligo,
annal gyakoribbak a szintézis soran ejtett hibak. A 100 nt-nél hosszabb oligok esetén a
mutacioval rendelkez6 oligdk aranya az 50%-ot is elérheti (Young and Dong, 2004).

A ,révidebb szintetizalt oligonukleotidokban kevesebb a mutacié” elve alapjan a
223 bazis hosszu DNS szakaszt 25-29 nukleotidos egységekre bontottuk fel (7. abra).
Az altalunk tervezett 18 darab (9 forward, 9 reverse), oligonukleotid lefedte a teljes
szekvencidt ugy, hogy a szomszeédos oligok 5’ 3’ végei egyméssal 10 nukleotid
atfedésben voltak.

=)

F1: AGCTAGCATGGCTACAGGATCTCGA
F2: ACGTCTCTGCTCCTGGCATTTGGAC
F3: TGCTCTGTCTGCCATGGCTTCAAGA
F4: GGGAAGTGCTGGATCCAGTGCTCGG
F5: AATCGACAG

Fb: AGATCGAGH SATTGAGGAAAT
F7: CCTGTCCAAGATTTACCACATCGAG
F8: TCCAAGATTTACCACATCGAGAACG
FO: AGATCGCTCGAATCAAGAAGCTCAT

R1: CAGGAGCAGAGACGTTCGAGACCT

R2: ATGGCAGACAGAGCAGTCCAAATGC

R3: GATCCAGCACTTCCCTCTTGAAGCC
R4:TCGCITCTGTCGATTCCGAGCACTG

R5: TCTTGTCCTCGATCTGCTTCATCCG

RO: TAAATCTTGGACAGGATTTCCTCAA
R7:TGATTCGAGCGATCTCGTTCTCGATGTGG (29)
R8:TGATTCGAGCGATCTCGTTCTCGAT

RO: TGCAGATCTCCTCTCTCCAATGAGCTTCT (29)

7. abra: A GF-ILZ konstrukcio eldallitisdahoz hasznalt szintetikus oligonukleotidok szekvencidi.

40



DOI:10.14753/SE.2012.1760

A duélis-aszimmetrikus (dual-asymmetrical) PCR (DA-PCR)

A DA-PCR reakcioban maguk a tervezett oligonukleotidok funkcionalnak
templatként (8. abra). A DA-PCR-t 6sszesen 8 reakcioban vegeztik el, reakcionként 4-
4 szomszédos oligonukleotidot egyesitettiink. A reakcid kezdeti ciklusai alatt alacsony
anellaciés homérsékleten az atfedo szekvencidkat tartalmazd 25 nt hossza
oligonukleotidok paronként hibridizalnak. Abban az esetben, ha a két belsé primer
hibridizal az 5’ végiknél, nincsen DNS szintézis, azaz PCR termék sem keletkezik.
Amennyiben egy kiilsé primer kapcsolodik Ossze egy belsd primerrel, a két
oligonukleotid megfeleld orientacioban hibridizalt, megvaldsulhat az 5°—3’iranya DNS
szintezis és keletkezik PCR termék. A reakcidoban a két szélsé oligonulleotidot 5x
koncentracioban alkalmaztuk. A reakciot 50ul végtérfogatban raktuk dssze (1pul (F1, R2
10uM, F2, R1 2uM) primer, 0,5 pl Platinum Pfx DNS polimerdz, Sul (10x) Pfx puffer
1,5ul ANTP mix (10 mM), 1 pul MgSO4 (50mM), , Ultra Pure H,0) a kdvetkezd ciklus
paramétereket alkalmaztuk:
aktivacio: 94 °C, 1:00; ciklus (30x): [94 °C, 0:20; 55 °C, 0.15; 68 °C, 1:00]; terminacio:
68 °C, 10:00.

5 3’ '
———— k) > > > —> >
e e <
1 3 5
1 1
1 1
10 bp
F1 F2
& pi
< A
Rll R2
| 60 bp termék |
FL F2  F2 F3_ F3 F4_ F4 F5_ F5 F6_ F6 F7_ F7 F8_ F8 F9_
F " i Ll ” L4l » ] L ) ”

& & i &

< < < < < < < <
R1 R2 RZ2 R3 R3 R4 R4 R5 R5 R6 R6 R7 R7 RS R8 R9
PCR1 PCR2 PCR3 PCR4 PCR5 PCR6& PCR7 PCR8

8. &bra: A dudlis aszimmetrikus PRC elve és alkalmazésa a génkonstrukcionk létrehozasaban
(Young and Dong, 2004).

Atfedéssel-novekvé (overlap-extension) PCR reakcio (OE-PCR).

Az elsd 1épésben eldallitott 8 darab DA-PCR reakcid termékeibdl egyenld
mennyiségeket (5ul) dsszemértiink és egyenlé mennyiségii fenol-kloroform-izoamil
(25:24:1 aranyu) keverékével extrahaltuk, majd alkoholos kicsapéssal tisztitottuk meg a
terméket a reakcioban maradt oligonukleotidoktol. A termékeket egy atfedéssel-

novekvo PCR reakcioban egyesitettiik, mely soran 10 mM dNTP mixet, és Platinum Pfx
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polimerazt hasznaltunk. A reakcio paraméterei: aktivacio: 94 °C, 1:00; ciklus (15x): [94
°C, 0:20; 55°C, 0.15; 68 °C, 1:00]; terminéacio: 68 °C, 10:00.

Ez a reakcio abban kilonbozik az atlagostol, hogy az elegy nem tartalmaz
primereket, csupan az elézéleg megszintetizalt 8 darab duplaszali DNS szakaszt (9.
abra). A denaturécits fazis soran szétvalnak a duplaszali DNS szakaszok, de mivel
minden szomszédos 60 nt hosszu oligonuklotid 10 nt hosszu szakaszon atfed egymassal,
ezért a kovetkez6 anellacids fazisban tudnak bazisparosodni egymassal, igy az OE-PCR
reakcio végére dsszeall a 223 bp hosszu rekombinans génszakasz, a hGH-ss-FurinCV-
ILZ.

A génszintézis befejezo 1épése: a teljes-hosszisagu termeket amplifikalo (full-length
product amplification) PCR (FA-PCR).

Ez a befejezd 1épés a mar kész szintetikus konstrukcio felerdsitése egy
hagyoméanyos PCR reakcidban, ahol a templat DNS az OE-PCR reakcidban szintetizalt
PCR termék ¢€s primerként az F1 és R9 jelolésti oligonukleotidokat hasznaltuk fel Gjra.
Az OE-PCR reakci6 termék 1 pl-éhez adtunk 5 U Platinum Pfx polimerazt, 10X Pfx
puffert, 1,5 4 10 prilvhed®KEP (lailxdR9) all 50 mM MgSO
nyolcadik ciklus utan adtuk a reakciéhoz. (Aktivalas: 94 °C, 2:00; ciklus: [94 °C , 0:30;
55°C, 0.30; 72°C, 1:00]; terminacio: 72 °C, 10:00)

PCR1 ] L PCR3 I _ PCRS 4 b PCR7

PCR2 PCRY ' PCRE . PCRS
F1

Teljes DNS szekvencia (hGH.SS.FurinCV-ILZ) |
h

R9

9. dbra: Az atfedéssel-novekvd és a teljes-hosszisagu terméket amplifikalé PCR-ek elvei
Gélelektroforezis

A PCR termékek szétvalasztasa a méretiiktél fliggden 0,8-2 %-0s agardzos
gélben, TAE pufferrel tortént. A PCR mintak feltdltéséhez 10X Blueluice puffert

(Invitrogen), a méretiik meghatarozasahoz 100 bp DNS létrat (Invitrogen) hasznaltunk.
A géleket utdlag festettiik 0,5 pg/mL-es ethidium-bromide oldatban (10 mg/mL EtBr

42



DOI:10.14753/SE.2012.1760

solution, Sigma) 15 percig, majd Eagle-Eye géel dokumentécios rendszerrel (Stratagene)

fotoztuk.
hGH-SS-FurinCV-1LZ (GF-1LZ) klénozdsa pCR-Bluntll-TOPO vektorba

Az elkészilt hGH-SS-FurinCV-ILZ termeket pCR Blunt Il TOPO (Invitrogen)
vektorba klonoztuk a Zero Blunt Topo kl6nozo kittet hasznalva. A kész vektorokkal E.
coli kémiailag kompetens sejteket (One Shot TOP10 Chemically Competent Cells,
Invitrogen) transzforméaltunk. A baktériumokat S.O.C oldatban 1 o¢rat 37 °C-os
razotermosztatban ndvesztettiik, majd kanamycint (0,1 mg/mL) (Sigma) tartalmazé
LuriaBroth (Sigma) tapagarra szélesztettiik. A transzformalt baktériumokat egy
éjszakén at 37 °C-os termosztitban novesztettiik. A kinétt, transzformalt baktérium
telepekb6l néhanyat 0,1 mg/mL végkoncentracioban kanamycin tartalmazé LB
tapoldatba oltottunk at, majd 37 °C-os termosztatban tovabb ndvesztettiik. Plazmid
DNS izolalast S.N.A.P. Miniprep Kit-tel (Invitrogen) végeztik. Az izolalt plazmid DNS

mennyiségeét és tisztasagat spektrofotométer segitségével allapitottuk meg.
A TRAIL sejtfelszini doménjét kodolo6 szekvencia felszaporitasa

A kovetkez6 1épésként a TRAIL extracellularis (114-281 as) doménjét kddold
cDNS szakaszt amplifikaltuk a teljes human TRAIL cDNS szekvencidjat tartalmazo
pORF-hTRAIL (Invivogen) vektort hasznalva templatként. A reakcidhoz olyan forward
primert terveztink melyeknek 5’ végét Kkiegészitettik a hGH-SS-FurinCV-ILZ
szekvencia utolso 9 nukleotidjaval (szirke hattérrel jelélve). A PCR termék mérete, igy
525 bp lesz.

TRAIL-Bglll F: 5’- AGATCTGCAGTGAGAGAAAGAGGTCCTC
TRAIL-Bglll R: 5’- ACGAGATCTTTAGCCAACTAAAAAGGCCC

A szintetikus hGH-SS-FurinCV-ILZ génkonstrukciot és a TRAIL konstrukcio
egyesitése

A két konstrukcio atfedd részét kihasznalva, egy ujabb atfedéssel novekvd PCR-
rel egyesitettik ezeket (10. 4bra).
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hGH-SS-FurinCV-ILZ TRAIL{114-281)

-~

10. abra: A hGHss-FurinCV-ILZ konstrukcié és az extracellularis TRAIL szekvencia
egyesitése atfedéssel-novekvd és a teljes-hosszisagu termeket amplifikalé PCR technikaval.

A’ kezdeti 4 alacsony anellaciés homérsékletli ciklus utan a teljes szekvencia
sz€Is6 primereit adtuk a reakcidhoz, hogy az 0sszeépiilt terméket erdsitsiik ki PCR-rel a
kovetkez8k szerint: aktivalas I: 94 °C, 2:00; ciklus I (4x) [94 °C, 0:20; 45 °C, 0:30; 68
°C, 0:50] 1-1 ul F1 és TRAIL R primer hozzaadasa, Ciklus 11 (25x): [94 °C, 0:30; 55 °C
0:30; 68 °C, 0:50]; terminacid: 68 °C, 1:00
Az ILZ-TRAIL és a teljes TRAIL szekvencia klénozasa pcDNA™3.1/V5-His
TOPO-TA expresszios vektorba

A hGH-SS-FurinCV-1LZ-TRAIL termeket az ILZ F1 és TRAIL R primereket
és Tag DNS polimerazt hasznalva (adenin talnyuld véget épit a szekvenciahoz, ami a
lehetévé teszi, hogy a szekvencia klonozhato legyen a pcDNA™3.1/V5-His TOPO-TA
vektorba) a kovetkezé paraméterekkel erdsitettiik ki : aktivacio: 94 °C, 2:00; ciklus
(22x): [94 °C, 0:30; 55°C, 0:30; 72°C, 0:30]; terminacid: 72 °C, 10:00.

A TRAIL teljes szekvencidjat pPORF-hTRAIL vektorbol amplifikaltuk szintén
Taq polimerazzal a vektorhoz tervezett primerekkel: aktivacié: 94 °C, 2:00; ciklus
(20x): [94 °C, 0:30; 55 °C, 0:30; 72°C, 1:00]; terminacid: 72 °C, 10:00.
pORF F: 5’- AGCTGAGATCACCGGCGAAG
PORF R: 5’- GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATC

A termékeket pcDNA™3 [/ V5-His TOPO® TA Expresszios kit (Invitrogen)

hasznalataval a vektorba klonoztuk. A kész vektorokkal E. coli kémiailag kompetens
sejteket (One Shot TOP10 Chemically Competent Cells, Invitrogen) transzformaltunk,
az E. coli klénokat az el6zOekhez hasonléan novesztettilkk fel, ebben az esetben
ampicillin (0,1 mg/mL) (Sigma) antibiotikumot hasznéalva. Plazmid DNS izolalast
S.N.A.P. Miniprep Kit-tel (Invitrogen) végeztiik. Az izolalt plazmid DNS mennyiségét
és tisztasagat spektrofotométer segitségével allapitottuk meg.
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DNS szekvenalas, szekvencia analizis

Az altalunk kivélasztott klénokat ABI Prism 310 genetikai analizator, automata
kapillaris szekvenald késziilék segitségével, univerzalis M13 (Invitrogen, 10 puM)
forward és reverse (pCR-Blunt II-TOPO vektor) vagy T7 és BGH (pcDNA-TOPO)
primereket hasznalva mindkét iranybol szekvenéltuk. A DNS szekvenalasi reakciot a
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) alkalmazésaval
végeztiik. A reakcidelegyet (1ul Big Dye terminator mix, 1yl Big Dye puffer, 1 ul
templat, 1 pl M13 R vagy M13F primer, 1 pl Ultra Pure H,O) 6sszemérve a kovetkezd
ciklus paramétereket alkalmaztuk: aktivalas:95 °C, 2:00, (25x): [94 °C, 0:30; 56 °C,
0:15; 68°C, 4:00].

A termék tisztitdsa DyeEx 2.0 spin kittel (Qiagen) tortént. A futtatis elott a
szekvenalasi reakciok tisztitott termékeit 20 pul TSR (template suppresion reagent)
reagensben vettik fel és 95 °C-on mésfél percig denaturdltuk, majd azonnal jégre
helyeztlik. A nyers adatok értékeléséhez a BioEdit programot hasznaltunk.

4. 4. Sejttenyésztés es a kezelések menete

Az RD rhabdomyosarcoma sejtvonalat (Houghton et al., 1981) az ATCC-t6l
vasaroltuk, ebbdl retrovirus transzfekcioval RD-GFP és RD-Bcl-2 sejtvonalat hoztunk
létre (Petak et al., 2003). Retrovirus expresszids vektorként pMSCV-I-GFP (GFP-t
expresszal) és pMSCV-Bcl-2-GFP (human Bcl-2-t és GFP-t expresszal), dajkasejtkent
293T sejtvonalat hasznaltunk fel, melyet 4500 mg/L glukdzt tartalmaz6 DMEM-ben
10% FCS (Sigma) jelenlétében tenyésztettik. Az RD sejteket RPMI 1640 médium és a
retrovirus felllusz6 1:1 aranyd keverékében inkubdltuk, melyhez 6 pl/mL
koncentracidban polybrene-t adunk. A virus-transzdukalt sejteket GFP expresszid
alapjan kulonitettuk el &ramlédsos citometriaval és szelektaltuk. A Bcl-2 expressziot
western-blot technikaval igazoltuk. Az RD, RD-GFP, RD-Bcl2 és Rh41 sejtvonalat L-
gutamint tartalmazé6 RPMI-1640 (Sigma) tapfolyadékban tenyésztettiink, amelyet 10%
FBS-sel (Sigma) egeészitettiink ki. A HelLa sejtvonalat DMEM (Life Technologies)
tapfolyadékban tenyésztettiik, melyhez a kdvetkezoket adtuk: 10 % FBS (HyClone), 1%
glutamin (200 mmol/L) és 1% penicillin-streptomycin (Euriclone). A tenyészeteket 37

°C-0s, 5% CO2-ot tartalmazd inkubatorban neveltiik.
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A sejtek kezelése 24 lyuku talcan tortént, az RD, RD-GFP, RD-Bcl-2 és Rh4l
sejtvonalak estén 1x10° az MSC esetén 5x10* sejt/lyuk sejtszammal. A sejteket 1 mL
médiumban inkubaltuk majd 24 o6ra elteltével médiumcserét végeztink a kezelések
elétt, hogy a le nem tapadt, elhalt sejteket eltavolitsuk. A sejtekre 900 pul médiumot
mértiink, amit a kezeléskor médiumban megfeleléen higitott szerek oldataival
egeészitettink ki 1 mL-re. TRAIL és LLnL ill Bzb egyittes hasznalatakor a
proteaszomagatlo szerrel eldkezelést végeztiink, az LLnL esetén 60 percig a bortezomib
esetén 30 percig. A Kisérletekben, ahol kaszpazgatlot is hasznaltunk, 30 perces

zVD.fmk kaszpazgatlo kezelés eldzte meg a bortezomib kezelést.

4. 5. Citocentrifugaval készilt sejtkenetek festése hematoxilin-eozinnal

A kezelések vegeztevel a mintakbol 100.000 sejtet citocentrifugaval
targylemezre vittiink fel (400 fordulat, 4 perc), majd fél perc szaritas utan -20°C-os,
80%-0s metanolban fixaltuk 10 percig. 10 perc hematoxilin (a kromatin festodését
eredményezi) festést kdvetden a preparatumokat csapvizzel mostuk, majd legalabb 10
percre vizbe helyeztiik (kékités). Ezt kovetéen eozinnal festettiik a sejteket 2 percig
(citoplazma festés). A viztelenités fazisaban a mintakat felszallé alkoholsorban és

xilolban mostuk, majd a preparatumokat kanadabalzsammal fedtik le.
4. 6. MSC izolalas

A karakterizalt csontveld és zsirszovet eredetli mesenchymalis Ossejteket a
modena-i onkoldgiai kozpontban (Olaszorszag) preparaltuk, illetve csontvelébél
izolaltuk. A heparinos, 4 °C-on tarolt mintakat 1:1 aranyban higitottuk Ca®*/Mg?®*
mentes foszfat pufferben (phosphate-buffered salin, PBS) oldattal, majd siiriiség
gradiens centrifugalassal szeparaltuk, (Ficoll-Hystopaque 1,077 g/mL; Sigma), 625 g,
25 perc szoba-homérsékleten. A mononuklearis sejtfrakciot Osszegytjtottik és kétszer
mostuk Hank’s pufferelt s6oldatban (HBSS). A sejteket megszamoltuk és 800 000
sejt/cm2 sirlségben szélesztettilk tenyésztd flaskakba és 10% FBS-sel (HyClone)
kiegészitett DMEM (1000 mg/l glukdz) vagy szérummentes Quantum 333 (PAA
Laboratories) médiumban, 37 °C-on, 5%-0s CO2 inkubatorban tartottuk. A fellilUszot és
a még le nem tapadt sejteket 24 6ra elteltével ledntottiik, az adherens sejtréteget pedig
alaposan megmostuk HBSS-ben. A médiumot 2-3 naponta cseréltik, ezzel a le nem
tapadt sejteket folyamatosan eltavolitottuk. A megmaradt adherens sejteket 80%-0s
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konfluens allapotig novesztettiik (kett6z6dési id6 4-5 nap). Passzalaskor a sejteket

megszamoltuk és 5000 sejt/cm?2 stirtiségben tettiik tenyésztd flaskaba.
4. 7. MSC sejtek differencialédasi potencialjanak vizsgalata

A felndvesztett MSC sejtkultrdk csont-, zsir- és porcsejt iranyu differencial6-
dasi potencialjat a kovetkezoképpen hataroztuk meg (a kiilon nem jelzett vegyszerek a
Sigmatdl szarmaztak (Grisendi et al., 2010a).

MSC sejteket széleztiink csontsejté differencialo médiumba, amely a kovetkezod-
ket tartalmazta: DMEM (Euroclone), 10% FBS (Hyclone), penicillin-sztreptomicin (100
IU és 100 pg/mL), L-glutamin (2 mM), dexamethasone (10 nM), L-ascorbic acid-2-
phosphate (0.1 mM), beta-glycerol-phosphate (2 mM) és BMP-2 (bone morphogenic
protein; 100 ng/mL; Tebu-Bio, Magenta, Olaszorszag). Két hét indukcids periddus
leteltével a sejteket alazarin red-S (0,5% v/v kétszer desztillalt vizben oldva) festékkel
festettik meg.

MSC sejteket zsirsejt (adipocyta) iranyba a kovetkezd Osszetételli médiumban
differencialtattuk: DMEM, 10% nyulszérum (Euroclone) és 5% lészérum (Hyclone),
penicillin-sztreptomicin, dexamethasone (1 mM), indomethacin (60 mM), rekombinans
human inzulin (10 mM), isobutylmethylxantine (0.5 mM). A sejteket 10 napig tartottuk
a differencialtatdé médiumban, majd Oil-Red-O festekkel festettik meg a mintakat.

MSC sejteket porcsejtté (kondrocitava) differencialtatisa a kovetkezé Ossze-
tételli médiumban zajlott: DMEM (magas cukor tartalmu), BMP-6 (bone morphogenic
protein-6, 500 ng/mL; Tebu-Bio), TGF-b (transforming growth factor-b; 10 ng/mL;
Tebu-Bio), ITS+Premix 50 mg/mL (tartalma: inzulin (6.25 ug/mL), transzferrin (6.25
ug/mL), selenous acid (6.25 ng/mL), BSA (1.25 mg/mL) és linoleic acid (5.35 ug/mL);
BD-Bioscience), dexamethasone (100nM), L- ascorbic acide-2-phosphate (0.2 mM),
sodium pyruvate (100 ug/mL) prolin (40 ug/mL), glutamin és penicillin-sztreptomicin.
A sejteket (2x10°) egy koénuszos 15 mL-es csében tenyésztettik ugy, hogy
lecentrifugaltuk d6ket a koénuszba és mdsodnaponta cseréltiik a médiumot a pelletet
sértetlenll hagyva. A 21 napos differencialédasi periddus utan a pelletet formalinban
fixaltuk, parafinba agyaztuk, és a metszeteket végil alcian-kékben (1%) festettik.
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4. 8. MSC sejtek tranziens transzfekcioja nukleofektor technologiéval

TRAIL  konstrukciok MSC  sejtekbe juttatdisa ~ Amaxa-Nucleofector
technoldgiaval tortént (Lonza), mely egy igen hatékony géntranszferre iranyulé nem-
virdlis modszer primer sejtek esetén, mely o6tvozi a kémiai transzfekciot az
elektroporécioval (Gresch et al., 2004). A transzfekciora szant MSC sejtkulturanak a
kovetkezo kritériumoknak ajanlott megfelelnie: a passzdzsszdma legyen kisebb, mint 8,
a konfluenciaja 85% koruli legyen és az utolso passzalas és a transzfekcio kozott teljen
el legaldbb 6 nap. A sejteket tripszin-EDTA-s kezelés utan 0Osszegyiijtottiik,
megszamoltuk és szétosztottuk az egy transzfekciohoz sziikséges 5x10°sejtes adagokra.
A sejteket 7 perc 1300 rpm fordulatszammal centrifugaltuk, és a feliiluszd alapos
eltavolitasa utdn 100 pl mesenchymalis &ssejtekre optimalizalt Human MSC
Nucleofector (Amaxa) oldatban vettik fel. Ehhez adtuk hozzd a pORF-TRAIL
(InVivoGen), pcDNA-TOPO-ILZ-TRAIL vagy pcDNA-TOPO-full-TRAIL vektort, 2
pg DNS tartalmd és maximum 10 pl térfogati oldatban. A kontroll mintaban
ugyanilyen koncentraciéju pmaxGFP vektort hasznaltunk. A transzfekciot a
Nucleofector (Amaxa) készilék U-23-as programjaval végeztuk. A sejteket 2 mL
mediumban mostuk at 6-os télcara, 24 ora elteltével médiumot csereltiink, mellyel
eltavolitottuk az elpusztult sejteket. A transzfekcio hatékonysagat a pmaxGFP kontroll
vektorral transzfektalt mintaban fluoreszcens mikroszkdppal és aramlasos citometiraval

ellendrizziik, a transzfekcid utan 24 oraval, esetenként 8 és 168 ora elteltével is.
4. 9. BM-MSC és RD daganatsejtek egyutt-tenyésztése

A kisérletekhez BM-MSC sejteket hasznaltunk a 6-8 passzazshan.
Nukleofektaltunk 6ket 2 pg pORF-TRAIL vagy pmaxGFP (kontroll) vektorral, majd
ezekbdl 2.5x10° sejtet szélesztettiink mintanként 6 lyuku talcara. Masnap az elhalt MSC
sejtek ledntése és médium csere utan 10° RD rhabdomysarcoma sejtet szélesztettiink
hozzajuk és 2 mL vegyes médiumban (1:1 [RPMI-1640 + 10 % FBS]: Quantum 333)

tenyésztettlik egyitt. A sejteket 5 nap elteltével Burker kamraval szamoltuk meg.

Atereszt6 (transwell) télcas (Transwell permeable support, poliester membrane,
pore size: 0,4 um, Corning) egyutt-tenyésztést is végeztiink. Az MSC sejteket 4 ug
pcDNA-TOPO-ILZ-TRAIL, pcDNA-TOPO-full-TRAIL vagy pmaxGFP (kontroll)

vektorral nukleofektaltuk és ezekbél 2,5x10° sejtet szélesztettiink mintanként a
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transwell talca aljara. A kosarkakba, egy masik tenyésztStalcara attéve, mintanként 10°
RD rhabdomysarcoma sejtet szélesztettiink, majd masnap a sejtek letapadasa eés médium
csere utan a sejteket 1-1 mL sajat médiumban egymas folé helyeztik. 24 ora elteltével a
sejteket a talca aljardl ill a kosarka membranjanak mindkét oldalérdl tripszin-EDTA
(0.25%) oldattal felszedtlik és meghataroztuk az apoptotikus subG1 sejtek aranyat.

4. 10. AD-MSC és Hel a sejtek egyutt-tenyésztése

HeLa sejteket tenyészt0 talcara szélesztettiik, majd 12 ora elteltével AD-MSC-
TRAIL vagy AD-MSC-GFP sejteket adtunk hozza kiilonbozé tumor-effektor aranyban
(1:1, 1:2, és 1:5). A Hela sejtek pusztulasat Pl festéssel hataroztuk meg a GFP negativ
sejtpopulécion aramlési citometriaval. Pozitiv kontrollként szolubilis r. TRAIL (20

pg/mL, PeproTech) kezelést alkalmaztunk.

A Hela sejteket AD-MSC-TRAIL vagy AD-MSC-GFP sejtekkel tenyésztettiik
egylitt ateresztd, szeparalt tenyésztotalcan (Transwell permeable support, poliester
membrane, pore size: 0,4 um, Corning) 1:1, 1:2, vagy 1:5 tumor/effektor ardnyban
(T:E).

HeLa és AD-MSC-TRAIL sejteket tenyészettik egyutt 1:1 aranyban, anti-
human-TRAIL neutralizal6 ellenanyaggal jelenlétében (0.8, 1.6, 3.2, és 6.4 pg/mL,
PeproTech). A pusztult sejtek aranyat Pl festés utan aramlasos citometridval hataroztuk
meg.

4. 11. Apoptotikus DNS-fragmentécié vizsgélata &ramlasos citometriaval

Az apoptdzis soran a DNS nukleoszomalis fragmentacioja figyelheté meg. Az
alkoholban fixalt mintdkb6l ez a fragmentdlt DNS egy extrahélasi eljarassal
eltavolithato, igy az apoptdtikus sejtek DNS tartalma alacsonyabb lesz, mint a normal
sejteké (Darzynkiewicz et al., 1992; Gong et al., 1994). A mérest zavar6 RNS-t RN-az
kezeléssel emésztettilk el. A mintdk DNS tartalmat egy floureszcens DNS interkalald

festék az propidium-jodid segitségével mértik.

A kezeléseket kovetden, a kovetkezOképpen készitettilk el6 a mintakat. A
sejteket  tripszin-EDTA  (0.25%) oldattal segitségével Osszegyljtottiik, majd
centrifugaltuk (200 g/ 3 perc) és a pelletet 1 mL 70 %-os -20°C-os etanolban vettik fel.
A mintékat 30 percig szobahdmérsékleten, majd legalabb 1 orat -20 °C -on fixaltuk. A
fixalt mintakat ismét centrifugaltuk (200 g/ 3 perc) €s 750 pl/minta alkalikus extrakcios
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pufferben (200mM Na2HPO4/citromsav (pH=7,8) és frissen adott 100 pg/mL RNaz A
(Sigma)) vettik fel a pelleteket, majd 20 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. (Az
enyhén alkalikus és hipertonias extrakcids pufferben kénnyebben szolubilizalédnak a
rovidebb, féleg az apoptodzis soran keletkezd polinukleoszomalis kromatin darabok. Az
RN&z emésztés csokkenti az inhomogén RNS tartalom okozta ribonukleinsav festés
hattér intenzitasat. Végiil a mintdk DNS tartalmat 10 pg/mL végkoncentracidoban
propidium-jodiddal (PI; Sigma) festettilk és tovabbi 15 percig inkubaltuk. A mintéakat
aramlésos citométerrel vizsgaltuk (FACSCalibur, Becton Dickinson), a sejttérmeléket
az [FSC, FL2] diagramon kikapuztuk, majd a sejteket az FL2 logaritmikus skalaju
diagrammon analizaltuk Celquest (BD) vagy Winlist (Verity House) szoftverrel.
Fragmentalt DNS-i sejtnek tekintettiik azokat, amelyek DNS tartalma a kontroll,
kezeletlen mintaink G1 sejtciklusban 1év6 sejtek PI-festési intenzitdsanal alacsonyabbak
voltak (sub-G1 sejtek) (Mihalik et al., 1996). A sejtciklus megoszlast a G1-S-G2/M

populaciok hatarara helyezett markerekkel hataroztuk meg.

4. 12. Viabilitas vizsgalat aramlésos citometriaval

Vitalitas festéshez a sejteket egysejtes szuszpenzidba gyiijtottiik fel a tenyésztd
edénybdl és propidium jodiddal (PI; 5 ug/mL, Sigma) festettiik 6ket 10 percig szoba
homérsékleten. A mintdkat azonnal lemértiik d&ramlé&sos citoméren (FACSCalibur, BD)
és a Pl festékkel jelzett sejteket (a FL2 fluoreszcencia csatornaban) tekintettiik
pusztultaknak.

Az MSC (GFP jelzett) és Hela sejtek egyiittes kezelése soran a HelLa sejtek
pusztulasat Pl festéssel hataroztuk meg a GFP negativ sejtpopulacion aramlasos
citometriaval.

4. 13. Az immunfenotipizalas

AD-MSC sejtek az alabbi monoklonalis antitestekkel lettek jeldlve (Grisendi et
al., 2010a): PerCP-anti-CD45, APC-anti-CD14, PE-anti-CD34; PE-anti-CD90, PE-
antiCD73 (BD,), PE-anti-CD105 (eBioscience, San Diego, CA, USA). A transzfekcid
utan az AD-MSC-TRAIL, AD-MSC-GFP és AD-MSC sejtek esetén PE-anti-TRAIL,
PE-anti-TRAIL-R1/DR4, PE-TRAIL-R2/DR5 (Biolegend) és izotipus kontroll (Becton
Dickinson) antitesteket hasznaltak. MSC sejtben az intracelluléris festéseket BD
Cytofix/Cytoperm  kittel (Becton Dickinson) és PE-anti-TRAIL ellenanyag
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hasznalataval végeztik. A méréshezFacsCalibur aramlasos citométert hasznaltak (BD),

az analizishez CellQuest (BD) program segitsegével tortént.
4. 14. Western-blot analizis

RD, RDGFP és RD Bcl-2 sejtekb6l szovettenyésztd petricsészére (d=100mm) 1
millio sejtet raktunk ki. A sejteket 24 ora elteltével 60 percig eléinkubaltuk
proteaszomagatlo szerrel (bortezomib / LLnL), majd 8, illetve 24 6rat kezeltik TRAIL-
lel. Az MSC sejtek esetén 1,5 milli6 pORF-TRAIL vagy kontrollként pmaxGFP
vektorral nukleofektalt sejtet raktunk ki, majd 24 Orat ndvesztettik. A letapadt sejteket
tripszin-EDTA (0.25%) oldattal felszedtiik a flaskardl, megmostuk PBS-sel, majd 250
ul lizis pufferben vettik fel [3 mM TRIS, 150 mM NaCl, 1% TRITON-X 100, 10%
glicerol, 1 mM PMSF és protedzgatlo koktél (Sigma)]. A mintak fehérjetartalmat
Bradford-modszerrel (Protein-assay, Bio-Rad) hataroztuk meg, majd 2x Laemmli
pufferben (Bio-Rad) 5 percig forralassal denaturdltuk. Akrilamid gélen (12%-0s) 5 vagy
10 pg fehérjet futtattunk az RD sejtek esetében és 15 pg-ot a nukleofektalt MSC
estében, majd PVDF membranra (Immobilon-P, Millipore) helyeztiik at félszaraz-
blottolo keszilékben. Az &ltalunk hasznalt anti-human ellenanyagok a kovetkezok
voltak: anti-Bcl-2 (Dako) anti-aktin (Sigma-Aldrich) anti-human TRAIL (MBL). Az
eléhivashoz Vectastain ABC Kit-et és ECL Plus kemilumineszcens szubsztratot

(Amersham) hasznaltunk.
4. 15. Denzitometrélas

A blotok fényintenzitasat EagleEye Il (Stratagene) géldokumentécids rendszerrel
detektaltuk és a TIFF formatumu képeket ImageJ (NIH, Bethesda, rsh.info.hih.gov/ij/
verzio 1.37a) szofverrel értékeltiik ki, azonos téglalap alaku terulettel lefedve a kontroll
és TRAIL kezelt mintdk csikjait, valamint egy reprezentativnak valasztott
hattérteriiletet. A csikintenzitdsok értékeit sulyozott normadlassal alakitottuk &t a
kovetkezOk szerint: az &tmend fény intenzitasat egy adott teriileten fényelnyelési értékkeé
alakitottuk a hattér atmend intenzitasbol kivonva a csik atmend intenzitasat. A blotra
keriilo fehérje mennyiség illetve a blotrol-blotra valtozé hattér intenzitas szorasnoveld
hatasat gy kompenzaltuk, hogy a kontroll és TRAIL kezelt mintdk csikjai fényelnyelés
értekeinek 6sszegét egy kozos, allando értekre aranyitottuk (sulyozott intenzitas). Ezt

kovetéen normaltuk a Bel-2 blotok csikjainak intenzitasat a béta aktin csikjaiéval. A

51



DOI:10.14753/SE.2012.1760

kontroll mintadk atlagat 1-nek valasztottuk és ehhez aranyitottuk a csikok normalt

értekeit a kontroll és TRAIL kezelt egyedi mintak esetében is.
4.16. ELISA

A nukleofektalt MSC tenyészet altal termelt, majd a médiumban szolubilis
formdban megjelent TRAIL kimutatdsdhoz human TRAIL/TNFSF10 ELISA
(DuoSet,R&D Systems) kitet hasznaltunk. Az MSC sejteket a pcDNA-TOPO-ILZ-
TRAIL, pcDNA-TOPO-full-TRAIL vektorral vagy vektor nélkil nukleofektaltuk, majd
2.5x10° sejtet raktunk ki 6 lyukd tenyészté talcara (kontroll, nem nukleoporélt MSC
Kiséretében). A sejteket 1 napig hagytuk letapadni, majd médium csere utdn 4 napig
tenyésztettiik. Két parhuzamos mintan 24 6ranként médiumot cseréltiink, centrifugaltuk
a feltiliszokat (1000g 10 perc) és a sejtmentes részt -80 °C-on taroltuk az ELISA mérés
elvégzéséig. Két parhuzamos mintan pedig csak a 4 nap elteltével szedtik le a
mediumot. Az igy eltett médiumokbol 100-100 pl-t hasznaltuk az ELISA teszt

elvégzesekor.
4. 17. Matematikai és statisztikai analizisek

A sejtelhalés tekintetében a kombinalt farmakon kezelések szinergiajat jellemz6

egyszerl szinergia faktor (SF) szamitasa a kovetkezo képlet szerint zajlott:

SFx y= (XY-ko)/((X-ko)+(Y-ko)*(100-(X-ko))/100),

ahol a ko: az olddszerrel kezelt minta, XY: az X és Y kezelés kombinacioja az egyedi
kezelések koncentraciojan. A  fiiggvény X-re és Y-ra szimmetrikus. Ugy
gondolkodtunk, hogy additivnak tekintjik a két kezelés kombinaciojat, ha SF=1, azaz
ha a kombinalt érték (XY’) egyenld az egyik kezelést (X’) Gsszegezve a masik kezelés
értekével (Y’), de Ugy, hogy az egyik kezelésnél a ,,megmaradt viabilitasra” (100-X")
vetitettik a masik kezelés értékét (a ’ jelzés a kontrollal korrigalt értékekre utal).
Atalakitva: SF= XY’/(X’+Y’-X’*Y’/100).

A statisztikai kiértékeléshez a Student-féle t probat alkalmaztunk (Excel
program, MS Office 2007). Parhuzamos mintavételeink miatt altalaban nem
hasznaltunk parositott tesztet, hanem hasonlé széras értékek mellet homcedasztikus-,
mig a jelentdsen eltéré szorasi mintdk Osszehasonlitdsaihoz nem-homocedasztikus
kétszarnyl( t-prébat alkalmaztunk és p<0.05 értéknél tekintettik az eltéréseket

szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5. 1. Szinergikus apoptdzis-indukcié rhabdomysarcoma sejtekben a TRAIL

és bortezomib kombinalt alkalmazasaval.

5.1.1. A TRAIL-kezelést tulélé RD rhabdomyosarcoma sejtekben megné az

endogén Bcl-2 fehérje szintje, amit proteszdma géatlassal meg lehetett akadalyozni

RD sejtek apoptotikus érzékenységét vizsgaltuk TRAIL hatasara, 24 O&ras
rekombinans human TRAIL(114-281 as) kezelést kovetéen. A TRAIL 50%-ban hatasos
koncentracidja, ECso =25 ng/ml volt és az RD sejtek tulnyomo toébbsége (~90%) elhalt
200 ng/ml feletti TRAIL-t61 (11. abra A).
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11. abra: A TRAIL-kezelést tulélé RD sejtekben a Bcl-2 fehérje expresszios szintje
megnd. Az RD sejteket r.h. TRAIL-lel kezeltik (a feltuntetett vagy 25 ng/ml koncentracidban)
24 Oréan keresztul. A: Az apoptdzis mértékét a nukleoszémalis DNS-fragmentacié aramlasos
citometriai (FACS) vizsgalataval allapitottuk meg. Két kisérlet, n=2-4 minta atlaga és szorasa.
B: Bcl-2 és a B-actin fehérjék mennyiségét western blot technikaval mutattuk ki. C: A Bcl-2
fehérjetermelés denzitometrias értékei. n=6 minta atlaga és szérasa, szignifikancia meghatarozas
két szarnyu, pérositott t-teszttel.

Amint azt elemeztik az irodalmi attekintésben, a TRAIL receporok komplex
jeltovabbitd tulajdonséagokkal rendelkeznek, pro-és anti-apoptotikus szignadlkomponen-
seket egyarant aktivalnak. Ezért felmertl a kérdés, hogy a TRAIL alacsonyabb

koncentracidi esetében a keveésbé hatékony sejtdlés csupan az elégtelen pro-apoptotikus

53



DOI:10.14753/SE.2012.1760

jelaktivitasnak tulajdonithatd (passziv rezisztencia) vagy szerepet kap benne valamelyik
anti-apoptotikus jelpalya aktivitasa is (aktiv rezisztencia). A Bcl-2 fehérje expressziojat
western-blot technikaval vizsgéalva az RD sejtekben észrevettik, hogy az alacsonyabb
koncentracidju (25 ng/mL) TRAIL kezelést talélé sejtekben a Bcl-2 fehérje ardnya
megemelkedett (11. dbra B). Denzitometrias kiértékelésiink szerint a Bcl-2 aranya a
béta-aktinhoz képest duplajara novekedett a 24 érat tulélt RD sejtekben (11. abra C).
Szamos sejttipus esetében ismert, hogy a proteaszomagatlo szerek képesek
érzékenyiteni a daganatsejteket a TRAIL indukalta apoptézisra (Fulda, 2011), részben a
TRAIL receptorok altal medidlt NF-xB aktivalodas gatlasan keresztiil(Khanbolooki et
al., 2006). Tovabba ismert, hogy NF-kB szabalyozza a Bcl-2 fehérjecsalad tagjainak
termel6dését is (Turco et al., 2004). Feltételeztiik, hogy amennyiben a TRAIL kezelés
hatasara bekovetkezé Bcl-2 expressziofokozdédas NF-xB  medialt, akkor a

proteaszomagétlas ezt felfuggeszti.
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12. &bra: A TRAIL vrezisztencia RD sejtekben legyozhetd proteaszomagatlok
hasznalatdval. Az RD sejteket r.h. TRAIL-lel (25 ng/ml) kezeltik 24 o¢ran keresztiil
kombinacidban A, C: 20 uM LLnL, vagy B, D: 1 uM bortezomib proteaszomagatloval. A, B:
Az apoptotizalt sejtek aranyat subG1 aramlasos citometriai modszerrel allapitottuk meg. Két-két
kisérlet, n=4 minta &tlaga és szordsa. C, D: A Bcl-2 és a P-actin fehérjéket western-blot
technikaval mutattuk ki. Reprezentativ dbrak harom kisérlet alapjan.
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Az RD sejteket tehat proteaszomagatldé LLnL-lel vagy bortezomibbal kezeltik,
kombinacidéban TRAIL-lel. A bortezomibot az NF-kB teljes gatlasahoz sziikséges uM-
0s koncentréaciojaban alkalmaztuk (Palombella et al., 1998). Mindkét proteaszomagéatlo
szer magaban is kisebb-nagyobb aranyban apoptozist indukalt az RD sejtvonalon (12.
adbra A, B). Kombinacidéban TRAIL-lel, a hatdsuk a sejtelhalas tekintetében additiv,
vagy szingergikus volt (LLnL eseteben a szinergia faktor SF , =1.01, bortezomib
esetében SFg,,=1.22) (12. &bra A, B). A proteaszOmagatlé szerek, proapoptotikus
hatasuk mellett, valoban gatoltak a spontan és a TRAIL-indukélta Bcl-2 kifejezédést is,
mind az LLnL (12. abra C), mind a bortezomib (12. 4bra D) esetében.

Eredmeényeink szerint a TRAIL-indukélta Bcl-2 expresszio fokozddas tulélési
eldényt jelenthet az RD rhabdomyosarcoma sejtek szdmara (indukalt rezisztencia). Ezt a

Bcl-2 taltermelddést proteaszomagatlokkal meg lehet akadalyozni.

5.1.2. A Bcl-2 fehérje overexpresszioja TRAIL rezisztenssé teszi az RD sejteket, de

ez a rezisztencia is kivédhet6 proteaszomagatlokkal

A TRAIL-indukalt apoptézissal szemben kialakulo rezisztencia folyamataban a
Bcl-2 fehérje szerepének vizsgélatahoz egy olyan Bcl-2-t stabilan tultermel6 sejtvonalat
hasznaltunk fel, amelybe a human Bcl-2 transzgent retrovirélisan juttattuk be (RD-Bcl-
2) (Petak et al., 2003).
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13. &bra: Bcl-2 tiltermelé RD sejtvonal jellemzése. RD sejteket GFP fehérjét kddold
(pMSCV-I-GFP—RD-GFP), illetve human Bcl-2 és GFP szekvencidjat is tartalmaz6 (pMSCV-
Bcl-2—RD-Bcl-2) retrovirus vektorral transzfektaltuk. A: A GFP expresszio aramlésos
citometriai kimutatasa. B: Bcl-2 és p-actin fehérjék kimutatésa western-blot technikéval.

A két gén termeltetésére alkalmas (bicisztronos) retrovirus vektor tartalmaz egy IRES

belépési helyiit GFP szekvenciat is, ezért a kontroll vektorral transzdukalt sejtvonal (RD-
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GFP) is kifejezi a zolden fluoreszkalo fehérjét (GFP) (13. abra A). Az RD-Bcl-2
sejtvonal tdltermeli a Bcl-2 fehérjét a kontroll vektort tartalmazé RD-GFP sejtvonalhoz
képest (13. abra B).

Az RD-Bcl-2 sejtvonalban TRAIL hatasara nem véltozott a Bcl-2 expresszio
(14. &bra A), és csak elenyész6 aranyban indukalodott apoptédzis (14. dbra B, C).
Kovetkezd vizsgalataink arra iranyultak, hogy a proteaszomagatloval torténd kezelés
képes-e legydzni a stabil Bcl-2 tultermelés okozta TRAIL-rezisztenciat, hasonloan a

kiindulasi sejtvonalban az indukalt TRAIL-rezisztencijahoz.
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14. &bra: A Bcl-2 tultermelés okozta TRAIL rezisztencia legydzheté RD sejtekben
proteaszOmagatlok hasznalataval. Az RD-GFP és RD-Bcl-2 sejteket TRAIL-lel (25 ng/ml)
kezeltik 6nmagaban (A), és kombinacioban 20 uM LLnL gatloszerrel (B,C) vagy 1 uM
bortezomibbal (D) 24 dréan keresztil. A, C: A Bcl-2 és a B-actin fehérjék mennyiségét western-
blot technikaval mutattuk Ki. * Bcl-2 hasitasi termékek. B, D: Az apoptotikus sejtek aranyat
subG1 mddszerrel hataroztuk meg. Két-két kisérlet, n=4 minta atlaga és sz6rasa.
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Mindkét proteaszOmagatlo, az LLnL és a bortezomib is, csak alacsony aranyban valtott
ki apoptozist (14. abra B, C). A TRAIL és a proteszomagatlok kombinacioja azonban
ismét jelentds arany apoptozis indukalt, amely a kiilon-kulon kezelések hatasanak
alacsony értéke miatt magas szinergia faktor értéket adott: LLnL esetében SF . =2.4,
mig bortezomib esetében SFg,,=14.9.

A Bcl-2 expresszidjat vizsgalva western-blottal, a kontroll RD-GFP sejtvonal
esetében az eredeti RD sejtvonalhoz hasonldéan, TRAIL kezelésre az életben maradt
sejtekben megné6tt a Bel-2 fehérjeszintje, amit LLnL-lel ki tudtunk védeni (14. dbra D).
Az RD-Bcl-2 sejtvonal esetében a proteaszOmagatlé nem befolyédsolta a transzgén
fehérjeszintli kifejezodését. Ugyanakkor, ha hosszabb expozicids idovel detektaljuk a
fehérjék kimutatasahoz kapcsolodo kemilumineszcenciat, a teljes hosszusagu Bcl-2 csik
alatt megjelentek kisebb molekulastlyu, kis intenzitast csikok, amelyek valdszintileg a
Bcl-2 fehérje hasitott formai (14. abra D) (Cheng et al., 1997)

A NF-«B teljes gatlasdhoz sziikséges bortezomib koncentracié (1-5 uM) nem
érhet6 el betegekben klinikai kortilmények kozott sulyos toxikus mellékhatasok nélkil
(Argyriou et al., 2008; Delforge et al., 2010). Ezért eldszor megvizsgaltuk, hogy
alacsonyabb koncentraciokon alkalmazva kivalthatunk-e bortezomibbal a magasabb
koncentraciohoz hasonldé hatasokat. Bortezomib higitasaival kezelve RD-GFP és RD-
Bcl-2 sejteket, 30 nM-os koncentracioban mar az 1 pM-os koncentraciéval egyezd
aranyu az apoptozis indukalo hatasa (15. abra).
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15. abra: A bortezomib kencentrdcio fiiggd apoptotikus hatdisa. RD sejteket kezeltiink
24 0Orén at a jelzett koncentracidji bortezomibbal (Bzb) és az apoptotikus sejtek ardnyat subG1
maodszerrel hataroztuk meg. Két kisérlet, n=4 minta atlaga és szorasa.

Ha az RD-GFP és RD-Bcl-2 sejtek esetében a TRAIL-kezelést kombinaltuk 30

nM bortezomibbal, még mindig jelentds szinergikus hatds mutatkozott sejtelhalas
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tekintetében  (RD-GFP-re  SFBzb=1.48+0.22 (n=5  Kisérlet), = RD-Bcl-2-re
SFBzb=4.56+£3.03 (n=4 Kkisérlet). Alacsonyabb koncentracion alkalmazva a
bortezomibot (10 nM) mar jelentdsen csdkkent mind a sejtelhaldst indukald hatésa,
mind a TRAIL-kezeléssel vald szinergizald képessége (15. abra és be nem mutatott
adat).

Ismert, hogy a daganat sejtvonalak tobbségében a proteaszoma gatlasa egyutt jar
a sejtciklus G2 fazisban torténd késleltetésével (Brignole et al., 2006), ami részben a
sejtciklust szabalyoz6 kinazokat regulald ciklinek lebontasanak késedelme miatt
alakulhat ki (van Leuken et al., 2008). Bortezomibbal (30 nM) kezelve az RD-GFP és
az RD-Bcl2 sejtekben is jelentés akkumulacié mutathatd ki a G2/M sejtciklus fazisban
aramlasos citometriai méréssel (16. dbra A, B). Ez is alatamasztja, hogy a 30 nM
bortezomib koncentracid elegendd az RD sejtvonalak esetében a proteaszomahoz

kothetd funkciok jelentds gatlasahoz.
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16. dbra: A TRAIL és bortezomib kombinéacioja kaszpaz-vezérelt apoptdzist indukal az
RD sejtvonalakban. A: RD-GFP és B: RD-Bcl-2 sejtvonalakat kezeltiink r.h. TRAIL-lel (25
ng/mL), bortezomib proteaszomagatloval (30 nM) és z-VD.fmk kaszpazgatloval (5 uM) 24 éran
at. Fels6 oszlopdiagramok: fragmentalt DNS-sel rendelkez6 apoptotikus sejtek aranyat (SubG1
populéaci6) éaramlasos citometriaval hataroztuk meg (4-5 kisérletben n=8-10 meghatarozas
végeztiink, az eltérések statisztikai szignifikacidjat t-probaval hataroztuk meg. * p<10?, **
p<10'®) Kozépen: &ramlasos citometriaval mért reprezentativn DNS hisztogramok (a
szamértékek a subG1 sejtek ardnyat mutatjak). Alul: r.h. TRAIL (25 ng/mL) és LLnL (20uM)
kezelés utan citocentrifugélt mintdkon hematoxilin-eosin festett morfoldgiai felvételek
(nyilakkal jeloltiik az apoptotikus morfologiaval rendelkezé sejteket)
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5.1.3. A bortezomib és a TRAIL kombinacidja kaszpaz-fiiggé apoptozis
indukcidval kertli meg a Bcl-2 gatlo hatésat.

A Bcl-2 a mitokondrium mediélt kaszpazaktivacié ismert gatloja (Kelly and
Strasser, 2011). Mivel az RD sejtekben a TRAIL apoptotikus szignaljat gatolja a Bcl-2
transzgenikus taltermelése, ezért feltételezhetjik, hogy az RD sejtekben sziikség van a
mitokondriumbol kiszabadithatd molekularis komponensekre a TRAIL altal indukalt
apoptozishoz, azaz az RD sejtek 0.n. Il-es tipusu halal-receptor jelpalyaval miikodnek.
TRAIL azonban nekrotikus jelpalyat is aktivalhat, els@sorban kaszpazgatolt
kortlmények kozott (Holler et al., 2000). Ezért a sejtelhaldsban szinergikus
proteaszomagatlok és TRAIL tekintetében, hatasuk feltérképezéséhez az elso,
kérdéslink az volt, hogy vajon kaszpaz-fiiggd apoptdzis vagy esetleg kaszpaz-fuggetlen
nekroptozis indukciodjaval (Dunai et al., 2011) keriilik-e meg az RD-Bcl-2 sejtek a Bcl-2
sejtelhalast gatlé hatasat.

zVD.fmk &ltalanos kaszpazgatlét alkalmazva a DNS fragmentéacidval
jellemezhetd szinergikus sejtelhalas elmaradt bortezomib és TRAIL kombinaciéra nem
csak az RD-GFP, de az RD-Bcl-2 sejtekben is (16. abra A, B). A zVD.fmk viszont nem
akadalyozza meg a bortezomib G2/M sejtciklusgatlé hatasat, vagyis nem antagonistaja a
proteszémagatlasnak (16. dbra A, B). Hematoxilin-eosin festéssel vizsgalva a sejtek
morfologiai valtozasait, a sejtek képe megerdsiti, hogy a kombinacids kezelés hatdsara
az RD-Bcl-2 sejtekben a hasonlé morfologiai atalakulasok zajlottak le (sejtzsugorodas,
DNS kondenz4cié és karyorhexis - sejtmagfragmentélodas), mint az RD-GFP sejtekben
TRAIL vagy bortezomib kezelésekre magukban, vagy kombinacidban (16. abra A, B).

Ezek alapjan Kkijelenthetjiuk, hogy az RD-Bcl-2 sejtekben kaszpaz-medialt

apoptozis zajlott le a kombinéacios kezelés hatasara.

5.1.4. A TRAIL-rezisztens Rh41 alveolaris rhabdomyosarcoma sejtvonal is

érzékenyitheté proteaszoma gatlassal a TRAIL-indukalt apoptézisra.

A TRAIL rezisztens Rh41 sejtvonal hasonld fehérjeszintli expresszios profilt
mutat, mint az RD sejtek a Bcl-2 géncsaldd tekintetében (33. &bra A, a Megbeszélés
fejezetben) am jelentGs eltérést, hianyt mutat a receptor-kozeli (proximalis), DISC-hez
kapcsolodo fehérjék, koztuk is a kiemelten fontos proapoptotikus iniciator kaszpaz-8

expresszidjaban (33.4bra B) (Petak et al., 2000). Alacsony koncentracioju bortezomib
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elokezelést alkalmazva a TRAIL-érzékenyseg szinergikusan fokozhatdé a Rh4l
sejtekben, hasonléan az RD és RD-Bcl2 sejtvonalakhoz (17. abra). A 30 nM-os
bortezomib kezelés szinergia faktora a TRAIL-lel: SF=1.78+0.33 (n=4 Kkisérlet).
Erdekes tovabba, hogy magasabb koncentracioban maga a bortezomib is jelentds aranyi

sejtelhalast képes kivaltani az Rh41 sejtvonalban.
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17. abra:A bortezomib klinikailag relevans koncentracion szinergikusan érzekenyiti
az Rh41 rhabdomyosarcoma sejteket a TRAIL-indukéalt apoptézisra. Rh41 kezeltiink a
jelzett koncentracidéban bortezomibbal, majd fél o6ra elteltével TRAIL-t (50 ng/mL) adtunk
tovabbi 24 6réra. A sejtpusztulast sub-G1 modszerrel d&ramlasos citométeren detektaltuk. Négy
kisérlet, n=8 minta atlaga és szérdsa. A kontroll és TRAIL kezelt mintdk eltérését
homocedasztikus t-teszttel hataroztuk meg. *: p<0.05; **:. p<0.01; ***. p<0.001; ****:
p<0.0001.
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5. 2. TRAIL szekvenciakat tartalmazé vektor konstrukciok készitése és

funkcionalis 6sszehasonlitasa MSC sejtekben.

A TRAIL daganatellenes hatasat nagyban gyengitheti, hogy i.v. bejuttatasakor
nagyon rovid, fél oranal rovidebb a fél-életideje a keringésben. A szisztémas terapias
alkalmazasnal felléphetnek mellékhatasok is, elsdsorban az immunsejtek miikodésének
szabalyozasaban. Ezeknek a problémaknak a megkerulését, feloldasat jelentené, ha a
daganatban (beleértve a metasztazisokat is) lokalisan zajlana le a TRAIL termelédése.
Erre jelenthet egyfajta megoldadst MSC sejtekkel juttatni ((homingoltatni))
daganatkornyezetbe a TRAIL gént. Kiilonbozé vektor-konstukcidk tartalmazhatndk a
TRAIL eredeti, sejtmembran-integrans, teljes szekvencidjat, vagy akar egy mesterséges,

szekretalt formajat is.
5. 2. 1. TRAIL vektorok létrehozasa

A TRAIL sejtold hatékonysagat fokozni lehet, ha membranhoz kototten
kapcsolodik receptoraihoz (Muhlenbeck et al., 2000; Wajant et al., 2001), vagy ha a
szolubilis formégja stabilabban oligomerizalodik (trimerizalodik) (Walczak et al., 1999;
Watzl, 2006). A daganat-specificitast pedig a megfeleld6 TRAIL konstrukcio MSC
sejtekkel torténd célba juttatasaval érhetjiik el (Grisendi et al., 2010b; Sasportas et al.,
2009). Elkészitettiink tehat két vektor konstrukciot, amelyek a human TRAIL génbdl
szarmazd szekvencidkat tartalmaznak. Nukleoporacid segitségével MSC sejtekbe
juttattuk és vizsgaltuk a fehérje termék megjelenését és a tranziens expresszid hatasait
az MSC sejtek életképességére. Az egyik konstrukcio a teljes (membranhoz kététt, vad
tipusi) TRAIL-t tartalmazta, mig a masik egy specialis szekretalodo, szolubilizalt
TRAIL-t. Ez az utobbi konstrukci6 a TRAIL extracellularis részébol (114-281
aminodsavak), valamint egy génszintézis technolégiaval létrehozott 223 nukleotid
hosszlUsagu szekvenciabdl all, (a felépitését az Anyagok és Maodszerek fejezetben
részletesen leirtuk). Ennek épitéelemei a human noévekedési hormon szekrécios
szignalja (hGHss), egy konszenzusos furin protedz hasitasi hely, valamint egy
trimerizaciora hajlamos izoleucin zipper (ILZ) szekvencia. A génszintézis Iépésinek
megfeleléen (Anyagok és Modszerek) a szintetikus oligonukleotidokkal elvégeztiik a

dualis aszimmetrikus PCR-t (18. &bra A) majd az atfedéssel novekvd és a teljes
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hosszusagu terméket amplifikaldé PCR reakcioban eléallitottuk a hGHss-FurinCV-ILZ
(réviden: GF-ILZ) konstrukciot (18. abra B).

DA-PCR termékek

M1 23 45 6 7 8
bp bp

——
600 600 ke
e ad

100 5 (D N0 D W A B - 0n & GF-ILZ
100

18. abra: GF-ILZ konstrukcié megalkotdsa dualis aszimmetrikus (A) és a teljes
hosszusagu terméket amplifikalo (B) PCR felhasznalaséaval.

A GF-ILZ terméket pCR-Blunt 1I-TOPO klénozé vektorva inzertéltuk és E. coli
TOP10 recipiens sejtekbe transzformaltuk. 24 db klont szekvenaltunk, amik kozott
talaltunk hibatlan terméket.
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19. &bra: A vektorokban felhasznalt, TRAIL-t tartalmazé konstrukciok létrehozasa. A:
A TRAIL extracellularis doménjét kddold szekvencia (TRAIL (114-281) PCR amplifikatuma.
B: Az ILZ-TRAIL (114-281) elo6allitasa a mesterséges hGHss-FurinCV-ILZ (GF-ILZ)
konstrukciot egyesitve a TRAIL (114-281) szekvencidval dualis aszimmetrikus PCR mddszer
segitsegével. C: Az ILZ-TRAIL (114-284) konstrukci6 PCR amplifikituma, D: A teljes
hosszusagu TRAIL (full-TRAIL) PCR amplifikatuma.

A megvéasarolt pORF-hTRAIL vektorbol PCR amplifikéltuk az extracellularis
szekvenciat (114-281 as, 525 nukleotid) (19. dbra A), a mutacid6 mentes inzertet
tartalmazd pCR-Blunt II-TOPO-GF-ILZ vektorbdl a GF-ILZ szekvenciat, majd a két

nukleotid szekvencidt egy atfedéssel ndvekvd ¢€s a teljes hosszisagh terméket

amplifikalé PCR reakcidban egyesitettiik (739 nukleotid) (19. 4bra B, C).
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Az igy létrejott ILZ-TRAIL (114-281) terméket pcDNA-TOPO expresszios
vektorba inzertdltuk, TOP10 E. coli torzset transzformaltuk és 12 db klont
szekvenaltunk. Az 0Osszes klonban szerepelt egy nukleotid eltérés az eredetileg
megtervezett szekvenciatol a GF-ILZ és a TRAIL(114-281) hataran 1évé Bgl 11
restrikciés hasitasi helyen, amely Ser71Pro aminosav cserét eredményezett a létrejott
termékben.

— _ hGH-ss

vad GF-ILZ-TR AGCTAGCATGGCTACAGCATCTCGAACGTCTCTGCTCCTGGCATTT
3.2Kklon GF-ILZ-TR TTGGTGAATTGCCCTTRGCTAGCATGGCTACAGGATCTCGALCGTCTCTGCTCCTGGCATTT

e — FurinCV ——ee—
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CCACTCCTCTCTCTCCCATCECTTCALCACGCALCTCCTCCATCCACTCCTCGCAATCCACACAACCCECERAT GALGC A

ILZ
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CATCCAGCACAAGAT TCAGGALATCCTETCCAACATTTACCACATCCAGAACCAGATCCCTCCGAATCAACGAAGCTCATT
GATCGAGGACAAGAT TGAGGAAATCCTGTCCAAGATTTACCACATCGAGAACGAGATCGCTCGAATCAAGAAGCTCATT
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A CACACCACAC L TCCACTCAGAGA R ACAGCTCCTCAGAGAGTACCAGCTCACATAACTGCCACCACGAGCALGAACGCAAC

P CATTGTCTTCTCCAAACTCCAAGAATGARAAGGCTCTGGGCCOCAAAATAAACTCCTGGGAATCATCAAGGAGTGGGCA
BCATTGTCTTCTCCAAACTCCAAGAATGARAAGCCTCTGGGCCGCAAAATAAALCTCCTGGGAATCATCAAGGAGTGGGC
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TTCATTCCTGAGCAACTTGCACTTGAGGAATGGTGAACTGGTCATCCATGAAARAGGGTTTTACTACATCTATTCCCARY
[T TCATTCCTCAGCAACTTGCACTTCACGAATCGTCAACTGGTCATCCATCAAAAACGCTTTTACTACATCTATTCCCALA

TRAIL (114-281)

CATACTTTCGATTTCAGGAGGAAAT AL AAGARAACACALAGARCGACARACAAATGGTCCAATATATTTACARATACAC

CATACTTTCGATTTCAGG&GGﬁAATAAAAGAﬁAACACAAAGAACGACAAACAAATGGTCC&ATATATTTACAAATACACﬁ
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B GTTATCCTGACCCTATATTCTTCATGAAAAGTGCTAGAAATAGTTCTTGGTCTAAAGATGCAGAATATGGACTCTATTC
P CTTATCCTGACCCTATATTGTTCATGAAAACTGCTAGAAATACTTCTTCCTCTAAACATCCAGAATATCCACTCTATTC
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CATCTATCAAGGGEGAATATTTGAGC T TAAGGAAAATGACAGAATTTTTGTTTCTGTAACAAATGAGCACTTGATAGACA
CATCTATCAAGGGGGALTATTTGAGCTTAAGGAL A A TGACAGEAATTTTTGTTTCTGTALCAAATGAGCACTTGATAGAC

TGCACCATCALCCCAGTTTTTTCGEGGCCTTTTITACTTCCCTARLAGATCTCET)
IGGACCATGAAGCCAGTTTTTTCGGGGCCTTTTTAGT TGO TAAAGATCTCOTRAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCAC

20. abra: A kisérletekhez felhasznalt ILZ-TRAIL(114-281) klon szekvencija.

Kutatdsainknak ebben a fazisdban a Bgl 11 hasitasi hely megtartasa mar nem volt

prioritas (ez a restrikcios hely az GF-ILZ konstrukcionk egyszerii mozgatasat tette volna
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lehetévé és kombinalasat mas géntermékekkel, mint pl. az IFN-gammaval). Mivel az
aminosavcsere semmilyen belathato karos kdvetkezménnyel nem jart ezen a kapcsolodo
(linker) szekvencian, ezért ezt a klont hasznaltuk fel a tovabbi kisérleteinkben (20.
abra).

A teljes TRAIL szekvenciat (full-TRAIL) a pORF-hTRAIL vektorhoz tervezett
primerekkel amplifikaltuk (19. &bra D) és ezt is a pcDNA-TOPO vektorba klénoztuk.

5. 2. 2. Csontveldi mesenchymalis 6ssejtek nukleofektalhatosaga.

MSC tenyészetek transzfektalhatdsagat vizsgaltuk nukleoporacios technikaval
(nukleofekcid) kontrollként zold fluoreszcencia jelz6 fehérjét (GFP) kodold pmaxGFP
vektorral. Az alkalmazott nukleoporacids protokoll az MSC sejtek kdzel 6tdd részében,
(1749 %-aban, n=6 kisérlet) okoz sejtpusztulashoz vezeté karosodast (21. abra B).
Ugyanakkor a viabilis sejtek magas aranydban (52+17%, n=6 kisérlet) mar 1 nap
elteltével is intenziv GFP expressziot tudtunk detektalni mind konfokalis mikroszkoppal

(21. &bra A) mind aramlasos citometriaval (21. abra B).

A B

FL=3(Ply

3 r T D ,
W 0 10 0 o w? w! R 1w i
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FL-1 (GFP) 24 Hr FL-1 (GFP) 168 hr

21. abra. MSC sejtek hatékonyan nukleofektalhatok GFP-t tartalmazé vektorral. A:
Konfokalis mikroszkoppal készitett reprezentativ felvételek. B: Aramlasos citometriaval
detektalt GFP fluoreszcencia intenzitds kombinalva Pl vitdlis festéssel. Inzertek: A
nukleofekcitol eltelt id6, illetve a hisztogramrégiokban talalhato sejtek %-os aranya.

A transzfekcid tranziens jellege miatt 6-7 nap utan a sejtek jelentés részében
csokkent a GFP jelenléte. Ez minden bizonnyal a nuleofektalt vektorok szamanak

kihigulasara vezethetd vissza, jelezve a sejtek proliferacios képességét nukleoporacio
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utdn is. A sejtek egy kisebb csoportja viszont megérzi az intenziv GFP kifejezddést (21.

abra B).
5. 2. 3. A TRAIL vektorokkal nukleofektalt MSC sejtek funkcionalis jellemzése

Ezt kovetden a teljes TRAIL szekvenciat (full-TRAIL) és az ILZ-TRAIL(114-
281) konstrukcidt tartalmazé pcDNA3-TOPO vektorral nukleofektaltunk csontvel6i
MSC sejteket és ELISA modszerrel hataroztuk meg a sejtek felliliszojaban a szolubilis
TRAIL koncentraciojat. A nem-transzfektalt MSC sejtek felllUszojaban a teszt
érzékenységének hataran levé (2 pg/ml) mennyiségii TRAIL-t tudtunk csupan
kimutatni. A teljes TRAIL szekvenciat kifejez6 MSC sejtek a masodik naptdl, napi 6-8
ng/ml TRAIL-t szolubiliz&ltak (22. &bra A). Meglepé modon a szekrécios ILZ-
TRAIL(114-281) konstrukcionkkal 2 nagysagrenddel kisebb TRAIL termelést (112
pg/ml S[zumma]4 nap) tudtunk csak kimutatni (22. abra B).
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22. abra: Szolubilizadlt TRAIL koncentraci6 meghatarozasa MSC  sejtek
feltlGszdjabdl. Csontvelsi MSC sejteket nukleoporaltunk full-TRAIL-t (A) vagy ILZ-
TRAIL(114-281)-et (B) tartalmaz6 pcDNA-TOPO vektorral. 1 nap letapadas utan egyes
mintakon naponta frissitettiik a tenyészté médiumot (1.-4.nap) masokon 4 napig nem cseréltiink
(S4 nap). A feliiluszokbdl ELISA modszerrel hataroztuk meg a szolubilis TRAIL mennyiségét.

Két kisérlet, n=4 minta atlaga és szdrasa.

A naponta termelt TRAIL mennyisége alig marad el a 4 nap utan a kultaraban

talalt mennyiségt6l. Ez a TRAIL termelés és lebontas egyensulyara utalo eredmény.
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23. dbra: A TRAIL transzfekcio apoptotikus hatdsa a gazda MSC (A) és a célzott RD
daganatsejtekre (B). A: Az MSC sejteket transzfektaltuk a jelzett vektorral és 1 nap utan
subG1l aramlésos citometriai mddszerrel detektaltuk az elhalt sejteket (harom kisérlet, n=4
mintajanak atlaga és szorésa, *: p<0.001, **: p<1x10~, t-test) B: A A transz-well kisérletekben
a transzwell talcak aljara 2,5 10° kontroll vagy vektorral transzfektalt MSC sejtet, mig a talcak
kosérkaiba 10° RD rhabdomyosarcoma sejtet széleztiink. 1 nap letapadés utan egyesitettiik a
talcikat és tovdbbi 1 nap utadn az elhalt RD sejtek aranyat subGl &ramlasos citometriai
maodszerrel detektaltuk (Két kisérlet, n=4 minta atlaga és szorasa).

A szekrécids konstrukcidval transzfektalt MSC sejtjeinket nem siker(lt tartdsan
fenntartani, a sejtek fokozatosan néhany nap alatt apoptézissal kipusztultak. Ezt
alatdmasztandd, az ILZ-TRAIL(114-281) konstrukcioval torténd transzfekcid utan 1
nappal vizsgalva, a fragmentalddott DNS-sel rendelkez6 sejtek aranyanak fokozodasat
mutattuk ki. (23. abra A). A két konstrukcioval nukleofektalt MSC sejtek altal
szolubilizalt, termelt TRAIL daganatolé hatasat is Osszehasonlitottuk transz-well
kisérletekben RD sejteket és a transzfektalt MSC sejteket egyitt névesztve oly médon,
hogy az 0l6sejt—célsejt kdzvetlen kontaktusat elkeruljuk. Az MSC sejtek magukban,
illetve a rajtuk végzett nukleoporacioval szignifikans, de csak kismértéki (5% koriili)
RD daganatsejt pusztulast eredményeztek. (Emlitésre méltd, hogy a nukleoporéacié a
gazda MSC sejtek egy részenek pusztuldsdhoz vezet (23. dbra A). A nukleoporacio
hatasatol mar nem tért el szignifikdnsan sem az egyik, sem a masik TRAIL konstrukciot

kifejez6 MSC kultara hatasa az RD sejtekre (23. abra B).
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Osszefoglalva azt allapitottuk meg, hogy az altalunk tervezett ILZ-TRAIL(114-
281) konstrukcido nem valtotta be a hozza fiiz6tt reményeinket, vagyis nem sikerllt a
vele nukleoporacidval transzfektalt MSC sejteket fenntarthatd, hatékony (daganatolésre
alkalmas koncentraciéju) TRAIL termelésére késztetniink. A teljes TRAIL konstrukciot
hordoz6 MSC sejtek két nagysagrenddel t6bb mobilizalt szolubilis TRAIL el6allitasara
alkalmasak. Raadasul a sejtfelszinen, a membranhoz kdétotten maradt TRAIL tovabbi
daganatellenes hatast eredményezhet. Ezért a tovabbi daganatsejt-MSC egydtt-
tenyésztéses (co-kultura) vizsgalatokban a teljes TRAIL-t tartalmazd vektor

alkalmazéasara szoritkoztunk.
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5. 3. A teljes TRAIL-t Kkifejezo csontveléi és zsirszoveti eredetii

mesenchymalis stroma/és-sejtek (MSC) hatdsa daganatsejtekre in vitro.

5.3.1. TRAIL-termel6é csontveléi eredetii mesenchymalis éssejtek (BM-MSC-
TRAIL) gatoljak az RD rhabdomyosarcoma sejtek szamanak névekedéset.

A teljes (full) TRAIL-t transzgenikusan kifejez6 csontvel6i mesenchymalis
Ossejtek daganatellenes hatasat két specidlis, nem daganatos donorbdl izolalt
sejtvonallal vizsgaltuk. A két MSC sejttenyészet izolalasat, kialakitasat és
immunfenotipusanak jellemzését olaszorszagi kollaboracios partnereink végezték
(Grisendi et al., 2010a). A 6. és 8. passzazs kozott hasznaltunk fel ezekbél az MSC
tenyészetekbdl a mi kisérleteinkben, amelyekben a teljes-TRAIL-t tartalmazé vektorral
nukleofektaltunk a sejteket. A alkalmazott MSC sejtek a 8. passzazsban is megtartottak

mesenchymalis morfolégiéjukat (24 ébra).

24. dbra: Human csontveld eredetii mesenchymalis stromasejtek (BM-MSC) a 8.
passzazsban. Forditott sugdrmeneti fénymikroszkopos faziskontraszt felvétel a tenyésztd
flaska aljarol.

A sejtkulturdkat a 4. passzazs utan jellemezték partnereink sejtfelszini fehérje
expressziés mintazatuk alapjan (Grisendi et al., 2010a) és 98%-ban CD45, CD34 és
CD14 negativak voltak, viszont magas aranyban mutattak a bevezetOben ismertetett
mesenchymalis Ossejtekre is jellemzé fenotipust (CD90+, CD105+, CD73+, CD146+,
GD2+, CD140-, CD200-). Tovabba, rendelkeztek a mesenchymalis dssejtekre jellemzd
indukalhaté differencialddasi potenciallal (Grisendi et al., 2010a). Az igy nyert MSC
sejteket r.h. TRAIL(114-281) citokinnel kezelve nem tudtunk bennik apoptozist
Kivaltani (25. abra A). Bortezomib (1 pM) viszont érzékenyitette a TRAIL-indukalta
apoptozisra az MSC sejteket hasonldan a rhabdomyosarcoma sejtekhez (25. abra B).
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25. abra: BM-MSC sejtek nem érzékenyek a szolubilis TRAIL-indukalta
apoptozisra de érzékenyithetok proteaszomagatlassal. BM-MSC sejteket kezeltiink A: a
jelzett mennyiségii vagy B: 100 ng/ml koncentracidju r.h. TRAIL(114-281) citokinnel illetve
bortezomibbal (Bzb, 1 uM) és 24 ora elteltével a sejtek apoptotikus elhal&sat detektaltuk sub-G1

madszerrel. Két-két kisérlet, n=2 minta atlaga és szorasa.

A teljes TRAIL-t tartalmazo vektorral nukleofektalt MSC sejtekben western-
blot technika alkalmazasaval kimutattuk a TRAIL expresszidjat (26. abra A). A sejt-
sejt interakciot megengedd egylitt-tenyésztéses vizsgalatokhoz a BM-MSC sejteket
nukleofektaltunk teljes-TRAIL-lel, majd 6nmagukban szélesztettiik ki 6ket, hogy 1 nap
elteltével a nukleofekciotol illetve a TRAIL termelésétol sériilt, pusztult sejteket
kimoshassuk. Ezek utan szélesztettiik hozzajuk az RD rhabdomyosarcoma sejteket és 5
nap elteltével vizsgéltuk a sejtszdm novekedést. A TRAIL-transzfektalt MSC sejtek
jelentés mértékben (84%-ban) gatoltdk az RD sejteket is tartalmazd tenyészetek
novekedését az alkalmazott effektor-target aranynal (E:T=1:4) (26. abra B).
Tendenciajaban a kontroll, pmaxGFP vektorral nukleofektalt, MSC sejtek is
eredményeztek egy kismértékii novekedésgatlast az RD sejtek szdméban, féleg, ha
figyelembe vesszlk azt is, hogy az 6nalldan tenyesztett kontroll MSC kultlrék az 5. nap
vegére 38,000+3000 sejt/well (n=4) sejtszammal rendelkeztek, és feltehetbleg kozel
ekkora szamu MSC sejt lehetett az egyiitt-tenyésztett kultirdkban is (az MSC sejtek
nagyobb mérete alapjan a vizudlis megfigyelés legalabb is ezt a feltevést erdsitette
meg). A BM-MSC-TRAIL sejtek a szignifikancia hataran (p=0.053) 1évé mértékben
kevésbé novekedtek, illetve erételjesebben pusztultak (26,000+£9000 sejt/well, n=4) az

0nallo tenyészetben, mint a kontroll MSC-GFP sejtek, jelezve, hogy a nukleofekcidval
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elérheté TRAIL termelés intenzitasa auto- illetve parakrin mdédon visszahathat az MSC

sejtekre is.
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26. abra: BM-MSC-TRAIL sejtek gatoljadk az RD rhabdomyosarcoma sejtek
szamanak novekedését. BM-MSC sejteket nukleofektaltunk pORF-TRAIL, vagy pmax-GFP
(kontroll) vektorokkal. A: A transzgenikus teljes TRAIL kifejez6dését western-blot segitségével
mutattuk ki. B: 6 lyuku talcara 0.5*10° sejtet szélesztettiink lyukanként. Masnapi médium csere
utdn 10° RD rhabdomysarcoma sejtet szélesztettiink hozzajuk és 5 nap utdn megszamoltuk a
sejteket Birker kamraban. Két, nem-tumoros donortdl szarmaz6 BM-MSC sejttenyészetet
hasznaltunk két kisérletben, (n=4 minta atlaga és szdrasa). A kiértékeléshez homocedasztikus,
kétszarnyu t-tesztet alkalmaztunk.

5.3.2. Zsirszovet-eredetii, retroviralisan TRAIL transzfektalt mesenchymalis
ossejtek (AD-MSC-TRAIL) sejtelhalast indukélnak HeLa carcinoma sejtekben.

Kollaboracids partnereink Olaszorszagban szépészeti miitétek soran nyert
zsirszovetekbdl izolaltak adherens mesenchymalis sejteket és igazoltak, hogy ezek
rendelkeznek a mesenchymalis Ossejtek fenotipusaval (sejtfelszini differencialodasi
antigének és differencialodasi képesség) (Grisendi et al., 2010b). Ezeket az AD-MSC
sejteket a human teljes TRAIL gént tartalmazé pMIGR retrovirus konstrukcidval
(Albagli-Curiel et al., 2007) transzfekaltuk, és vizsgaltuk az igy keletkezett sejtek
TRAIL expresszidjat. Immunfestéssel kimutattuk, hogy csak a TRAIL-t tartalmazé
virussal transzfektalt sejtek fejezték ki a TRAIL-t, akdr a sejtfelszinen, akéar

intracellularisan (27. &bra A) Hasonloképpen, a tenyészté médiumban is kimutattuk a
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szolubilis TRAIL jelenlétét (27. abra B). Erdekes mdodon az AD-MSC-TRAIL sejtek
szolubilis TRAIL termelése is eléri a maximalis értéket mar 12 6rara (=300 pg/ml) de a
termelés intenzitasa kozel egy nagysagrenddel elmaradt a pcDNA3.1-TRAIL vektorral
nukleofektalt BM-MSC sejtek termelésétol (6-8 ng/ml) (22. abra).
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27. abra: TRAIL termelés AD-MSC sejtekben. AD-MSC sejteket transfektaltunk
TRAIL+GFP vagy GFP gént tartlamazo retrovirus vektorral. A: TRAIL kifejez6dést detektaltuk
aramléasos citométerrel sejtfelszini vagy intracitoplazmatikus anti-TRAIL ellenanyag festéssel.
B: A feliilaszéban jelenlévé TRAIL-t detektaltuk ELISA mddszerrel (médium csere nélkil) a
jelzett idopontokban vett mintakban (mintaszam n=3, atlag és szorés). Reprezentativ abrak
harom kisérlet alapjan.
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28. abra: TRAIL-R-0k kifejezédése AD-MSC sejteken. AD-MSC sejteket EDTA
segitségével sziireteltiink és a szuszpenzioban 1év sejteket festettiik anti-TRAIL-R1 (DR4) és
anti-TRAIL-R2 (DR5) ellenanyagokkal és detektaltuk aramlasos citométerrel. A halvany
konturu hisztogram az izotipus kontroll. Reprezentativ abra harom kisérlet alapjan.

Az AD-MSC sejtek nem fejezik ki TRAIL-R1-et (DR4) de a TRAIL-R2-t (DR5)
viszont igen (28. &bra). Ez alatamasztja annak a lehetéséget, hogy az MSC sejtek
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reagalhatnak az auto- ill. parakrin TRAIL transzgen termelésre a sajat DR5
receptoraikon keresztil.

HelLa sejtekben 100 ng/mL r.h. TRAIL(114-281) jelentds, kozel 40%
sejtelhalast tudott indukalni (29. &bra A). AD-MSC-TRAIL sejtekkel egydttes
sejtkultaraba téve, a Hela sejtekben még ennél is jelentésebb ardnyu daganatsejt-

elhalast értink el (62%), 1:5 célsejt-effektorsejt arany esetében (29. dbra A).
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29. abra: Sejtelhalas HelLa carcinomasejtekben AD-MSC-TRAIL sejtek hatasara.
HeLa sejteket (3x10%), mint célsejtet szélesztettiink 6 lyukd talcara. Masnap AD-MSC-TRAIL
vagy AD-MSC-GFP sejteket adtunk hozzajuk effektorként, a jelzett aranyban (target:effektor,
T:E) és 24 6ra utan mértiik a target sejtek elhaldsat aramlasos citometridval Pl festés utan a
GFP negativ sejtek tartomanyéaban. A: HeLa sejtelhalas kiilonbozé T:E aranynal. r.h. TRAIL:
100 ng/mL. Két kisérlet, n=4 minta atlaga és szordsa. B: HelLa sejtelhalas T:E=1:1 mellett,

minta atlaga és szorasa.

A Hela sejtek pusztuldsdban a TRAIL ligand termelése direkt vagy indirekt
maédon biztosan részt vesz, mert TRAIL antagonista ellenanyaggal az elhalé HelLa
sejtek aranyat jelentdsen csokkenteni lehetett (29. dbra B).

Hasonl6éan a BM-MSC-TRAIL sejtek esetéhez, a retrovirus transzdukalt AD-
MSC-TRAIL sejtek esetében is felmeriilt a kérdés, hogy a detektalt relative alacsony
(=300 pg/ml) szolubilis TRAIL, illetve valamilyen mas tavolra is hatni képes szolubilis
faktor képes-e transz-well Kkisérletekben reprodukalni a sejt-sejt kontaktus soran
tapasztalt nagyarany( HelLa sejtelhalast. Transz-well Kisérleteink eredményei szerint
(30. dbra) a magasabb effektorsejt aranyoknal ha csupan alacsony mértékben is, de
szignifikansan novekedett az elhalt HelLa sejtek aranya a szolubilis faktorok hatasara,

bar az elhalas meértéke még a lemagasabb celsejt-effektorsejt aranynal (1:5) sem éri el a
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direkt kontaktus soran tapasztalt HeL a sejtelhalas mértékének egyharmadat (29. abra A

és 30. abra).
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30. abra: AD-MSC sejtek altal termelt szolubilis faktorok hatasa Hela sejtek
elhalasara. A 29. abranak megfeleld sejtszamokkal szélesztetiik AD-MSC és Hel a sejteket az
alsd illetve a felsé transz-well edénybe, és 24 6ran &t kiilon tenyésztettiik Oket, majd
Osszeillesztettilk a transz-well talcat. Tovabbi egy nap elteltéwell a mobilis wellbe helyezett
HelL a sejtek elhalasat detektaltuk vitalis P1 festéssel és aramlasos citométerrel. Két kisérlet, n=4
minta, atlaga és szérasa. * p<0.5, ** p<0.001 a hasonl6 aranyi AD-MSC-GFP-hez viszonyitva.
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31. &bra: Proteaszéma gatlads hatasa AD-MSC sejtekre. A feltiintetett kiilonbozé AD-
MSC sejteket 50 nM bortezomibbal kezeltik a jelzett ideig és a A: TRAIL-R2 (DR5)
sejtfelszini expresszidjat detektaltuk anti-DR5 immunfestéssel. Reprezentativ abrak két
kisérletbol. B: vagy 24 Ora elteltével a sejtek elhaldsat hataroztuk meg vitalis Pl festéssel,
aramléasos citometria segitségével. Két kisérlet, n=4 minta atlaga és szorasa. A szignifikancia
értékeket homocedasztiku t-teszttel hataroztuk meg.

Mint azt megmutattuk rhabdomyosarcoma sejtvonalak esetében is, a TRAIL

rezisztens daganatsejtek gyakran érzékenyithetéek a sejtelhalasra bortezomibbal. A
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proteaszomagatlas az AD-MSC sejtekben esetében is befolyasolhatja a rezisztentiat a
transzgenikus autokrin TRAIL-re. Ezt vizsgalva AD-MSC sejteket kezeltiink 50 nM
bortezomibbal, és a TRAIL-R2 (DR5) expressziojuk fokozodasat tapasztaltuk (31. abra
A). Ez jelzi, hogy az AD-MSC sejtek is hasonléan miikodnek, mint altalaban a
daganatos sejtvonalak, azaz proteaszoma gatlas hatasara fokozddik a DR5 expresszidjuk
(Johnson et al., 2003). A bortezomib indukalta sejtelhalast vizsgalva, az AD-MSC-
TRAIL sejtvonal esetében a vitalis festéssel detektalt elhal6 sejtek aranya szignifikansan
emelkedett (31. abra B), bér relative kis mértékben, dsszevetve a BM-MSC sejtekhez
kiviilrél adott TRAIL és Bzb esetéhez (lasd 25. abra B).

Osszefoglalva, az BM- és AD-MSC sejtek tobbféle eljarassal is alkalmassa
tehetok TRAIL hordozasara ¢és kifejezésére (nukleofekcio illetve adenovirus) és a
daganatellenes hatas (novekedésgatlas illetve sejtelhalas indukcio) Kkifejtésére. A
membran protedzok hatdsara szolubilizalodo TRAIL valdszintileg csak kis részét tudja
magyarazni ennek a daganatellenes hatdsnak, annak ellenére, hogy az -eltérd
transzfekcios modszerek jelentds TRAIL expresszios kiilonbségeket eredményeztek. igy
feltehetdleg az MSC sejtek membranjaba integralddott TRAIL az elsdszamu effektor

molekula a daganatsejtek apoptdzisanak indukcidjaban.
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6. MEGBESZELES

6. 1. A TRAIL indukalt apoptézis elleni rezisztencia vizsgélata és a rezisztencia
kialakuldsanak megakadalyozasa proteaszomagatiokkal rhabdomyosarcoma
(RMS) sejtekben:

A disszertaciom elsd felében RMS sejtek apoptozis érzékenységét vizsgaltam
szolubilis human rekombinans TRAIL hatasara. Kimutattuk, hogy 1.) az indukalt és
ektopikusan expresszalt Bcl-2 fehérje gatolja a TRAIL apoptotikus hatasat eés ezt a
gatlast proteaszéma-inhibitorokkal le lehet térni, 2.) proteaszomagatlassal még azt a
rhabdomyosarcoma sejtvonalat (Rh41) is érzékenyiteni lehet a TRAIL-indukalt
apoptdzisra, amelyben a receptor kozeli jeltovabbitdé molekulak fontos csoportja csak

alacsony szinten irodik at.
6.1.1. A Bcl-2 szerepe a rhabdomysarcoma sejtek életében

A Bcl-2 fehérje fontos szerepet jatszik a normal harantcsikolt izomsejtek érése,
differencialodasa soran. Egér modellek szerint a Bcl-2 a myogenikus érés korai
fazisaban expresszalodik, még a myoblast elkotelezddés eldtti allapotban 1€vé izom
Osejtekben (az Osszes izomsejt minddssze 1-4%-aban) majd az expresszidja megsziinik
a myoblast elkotelezédést kdvetden (MyoD, myogenin expresszio) (Dominov et al.,
1998). A differencialodas soran a Bcl-X_ és Bcl-W gének kifejez6dése biztositja az
izomsejtek tulélését (Dominov et al., 2001). Szintén egér modellek és gén-expresszios
mintazat alapjan azt feltételezik, hogy a rhabdomyosarcomak egy csoportja (az
alveolaris RMS egy fajtaja) ilyen korai, még nem elkételez6dott mezodermalis Gssejtbol
eredhet (Hettmer and Wagers, 2010). Ennek is megfelel6en a Bcl-2 fehérje magas szintt
expresszidja jellemz6 az RMS sejtekre. Ptchl hidnyos egerekben sporadikus
rhabdomyosarcoma fejlédik ki, amelyek erésen kifejezik a Bcl-2 fehérjét (Kappler et
al.,, 2003). Human betegmintadk vizsgalata szerint mind az alveolaris, mind az
embrionalis RMS esetek 10%-ban jelentds (az RMS sejtek >75%-ban megjelend) Bcl-2
kifejez6dést mutattak ki immunhisztokémiai festéssel, 26%-aban atmeneti intenzitasu
(az RMS sejtek 25-75% megjelend) fest6dést talaltak (Boman et al., 1997). Egy masik
tanulmanyban az RMS  esetek 40%-ban taldltak Bcl-2  kifejez6dést

immunhisztokémiaval, ambar a betegek tulélése a kezelések hatasara (overall survival)
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nem volt kapcsolhaté a Bcl-2 expressziohoz (Armistead et al., 2007). Egy hasonld
vizsgalatban szintén az esetek kozel 40%-ban talaltak erés Bcl-2 expressziot az RMS
sejtekben, de itt szignifikans talélési elonyt talaltak a Bcl-2 hianyos esetekben
(Heerema-McKenney et al., 2008). A Bcl-2 okozta apoptdzis rezisztencia legydzése
tehat fontos Osszetevoje lehet az RMS terapias kezelésének.

Mint azt az irodalmi attekintésben bemutattam, a TRAIL a receptorain keresztil
nem csupan kozvetlenil az apoptozist inicidlni képes kaszpazokat aktivalja, hanem maés
szignalpalyékat is elindithat, koztik az NF-«kB transkripcios faktorét, amelyet az IKK
kindz az intracitoplazmatikus I1-es DISC komplexen keresztiil kapcsolhat be. Az NF-xB
fontos szabalyozé szerepet jatszik az antiapoptotikus gének atirédasaban, koztik a Bcl-
2 gencsaladéban is (Turco et al.,, 2004). A Bcl-2 gén promoterében patkanynal
Kimutattdk az NF-xB kotodését (Li et al., 2007), mig human emlédaganatok esetében a
RelB altal indukalt Bcl-2 hatést igazoltak (Wang et al., 2007). Human neuronalis sejtek
esetében TNF-a stimulusra mutattak ki, hogy a Bcl-2 expresszidjat az NF-xB vezérli
(Tamatani et al., 1999). Ez felveti annak a lehetdségét, hogy az altalunk megfigyelt Bcl-
2 fokozott kifejez6dése a r.h. TRAIL kezelés hatdsara beindulé NF-kB aktivitasnak
tudhatd be. Ebben az esetben a proteaszoma fehérje-lebontast végz6 magproteazainak
gatlasaval megakadalyozhaté az IkB gatlofehérje lebontasa, annak foszforilaltsaga
ellenére is, és ezzel megakadalyozhatjuk az NF-kB transkripcids aktivalodasat és a Bcl-
2 gén fokozott kifejez0dését. Ez vezethet a TRAIL és a proteaszomagatlok egylittes
kezelése soran tapasztalt szinergikus hatashoz. Az irodalmi attekintésben bemuttatuk (2.
tadblazat, 22. oldal) hogy, a proteaszoma gatlas tucatnyi fehérje expresszids szintjét
valtoztathatja meg pro-apoptotikus iranyba, az NF-kB indukalt Bcl-2 ebbdl az egyik
lehet6ség. Ennek akkor lehet jelentésége a TRAIL-indukalt apoptozis esetében, ha az
RD RMS sejtvonal ll-tipust halal-receptor medialt jelpalyaval jellemezhets, azaz a
mitokondriumbdl kiszabadulé molekulakra is sziikség van az apoptdzis lezajlasahoz.
Ezt kivantuk megvizsgalni a retrovirus transzfekcidcioval létrehozott RD-Bcl-2
sejtvonallal. Ha ugyanis az RD sejtek Il-es tipustak a fentiek szerint, akkor a stabilan,
TRAIL stimulustol fiiggetleniil kifejez6d6é Bcl-2 megakadalyozhatja a TRAIL-indukalt
apoptozist. Azt tapasztaltuk, hogy, valoban ez tértént (14. abra, 56. oldal). A Bcl-2
stabil expresszidja esetében a proteszomagatlas feltehetdleg mar nem fogja jelentdsen

befolyasolni a Bcl-2 kifejez6dést (mint ahogy azt tapasztaltuk is -Szintén a 14. dbran
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bemutatva-). Ezért a stabil Bcl-2 expresszios modellben a szinergikus TRAIL és PS-
gatlas egydttes hatdsa sem magyarazhato kézvetlenul a Bcl-2 szint valtozasaval, mint az

indukalt expresszio esetében.

6.1.2. A halél-receptorokon keresztil indukalt apoptézisra vald érzékenyités

proteaszOmagatlassal daganatsejtekben

Vizsgalataink soran két eltéré szerkezetli proteaszomagatlo-szert alkalmaztunk
annak érdekében, hogy az esetleges masodlagos, nem megfeleld (,,off target”)
hatasokat kiszlirhessiik az eredményeinkbdl. Mindkét alkalmazott PS-gatlonak van(nak)
nem tervezett hatésai, az LLnL-r6l ismert, hogy gatolja a p-kalpaint is (Mellgren, 1997),
hasznalt PS-gatlo, a kdzelmdltban mutattdk ki, hogy hasonld koncentracion, mint
amivel a proteaszOmat, még szamos mas szerin-protedzt is gatol: katepszin-G,
katepszint-A, kimaz, DPP-Il, HtrA2/Omi (Arastu-Kapur et al., 2011). A HtrA2 a
neuronalis sejtek tulélésében jatszik szerepet és feltételezések szerint a gétlasa
hozzajarulhat a bortezomib altal okozott periférids neuropatia mellékhatashoz. A keét
gatloszer ismerten eltéré “off-target” profilja biztositja, hogy a mindket gatloszerrel
reprodukalt eredmények valdban a proteaszéma gatlasanak tulajdonithatok.

A Bcl-2 antiapoptotikus hatasanak felfliggesztése az egyuttes (TRAIL+PS-
gatlok) kezeléssel két, egymastol eltéré modon magyarazhato: egyrészt inaktivalodhat a
Bcl-2 véd6 szerepe a mitokondrium permeabilizalddasanal, masrészt a PS gatlas
hatdsadra megvaltozhat a molekularis profil az RD sejtekben és mar nincs sziikség a
TRAIL-indukalt apoptézishoz a mitokondriumra, azaz a sejtek Il-es tipust apoptdzisrol
I-es tipusdra valtanak.

A Bcl-2 inaktivalasa tobbféleképpen torténhet. Egyreszt leirtak, hogy a kaszpaz-
3 proteolitikus hasitast végezhet a Bcl-2 fehérje amino-terminalisdhoz koézeli G.n.
rugalmas hurokban (flexible loop) 1évé 34-es pozicidju Asp aminosav mellett és ezzel
az antiapoptotikus funkcioju Bcl-2-t egy 23kD molekulastlyu proapoptotikus (Bax-
szeri) fehérjévé alakitja (Cheng et al., 1997) (32. abra). Hasonld jelenséget irtak le
késobb alfa-virusokkal fertdzott sejtvonalakban is (Grandgirard et al., 1998). A Bcl-2
fehérje tobb tucat masik, nem a Bcl-2 csaladba tartoz6 fehérjével képes
Osszekapcsolodni. A kézelmaltban a FKBP38-rél irtadk le, hogy a Bcl-2-h6z kotédve
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megakadalyozza a Bcl-2 kaszpaz-medialt hasitodasat (Choi et al., 2010). A rugalmas
hurokban a kalpain proteaz is képes hasitani a Bcl-2-t a 73 poziciéju GIn mellett, ezzel
egy 15 kD fragmentet eredményezve (Gil-Parrado et al., 2002).

BH4 BH3 BHI BH2 ™

Bcl-2
D34 TEOSTO $87

Bel-X, —fil—————- i ——_

Anti-apoptotikus

Bax —_—-— —{

Bik i = Pro-apoptotikus
Puma {1

Noxa - {1

32. dbra: A Bcl-2 géncsalad egyes tagjainak vazlatos fehérje-domén szerkezete. BH1-BH4:
Bcl-2 homolog domén, TM: transzmembran domén. A Bcl-2 esetében a BH4 és BH3 domén
k6z¢é es6 rugalmas hurokban haromszdgekkel jel6ltiik a poszttranszlacios modositési helyeket:
foszforilacio (T69-S87) és proteolitikus hasitas (D34)

Proteaszomagatlokkal (MG-132 és lactacystin) indukéalva apoptdzist szintén
kimutattak egy hasonlo, 22 kD-os Bcl-2 fragmentet, amelynek a megjelenését kaszpaz-3
gatloval meg lehetett akadalyozni (Zhang et al., 1999). Egy tiid6 carcinoma sejtvonalat
bortezomibbal kezelve két eltérd, 25 kD és 23 kD, fragmentet is kimutattak, amelyek
megjelenése korreldlt a Bcl-2 megnovekedett foszforilaltsagot jelz6 mobilitas-
valtozasaval a gélfutas soran valamint a G2/M sejtciklusban torténd akkumulacioval €s
az apoptdzissal (Ling et al., 2002).

Mi is taldltunk a blotjainkon tobb eltér6, az irodalomban leirtakhoz hasonl6
méretii Bel-2 fragmentet (14. &bra, 57. oldal). A véleménylink az, hogy ezek a
fragmentumok valészintileg nem jarultak hozza szamottevéen az RD-Bcl-2 sejtekben a
TRAIL-bortezomib kettés kezeléssel indukalt apoptdzishoz, mivel a fragmentek
intenzitdsa a teljes Bcl-2 intenzitasahoz viszonyitva jéval alacsonyabb, mint az
irodalomban bemutatott esetekben, mikozben a sejtek, 50%-aban lezajlott az apopto6zis
ez iddre.

A Bcl-2 mitokondrialis apoptézist védé hatasat megakadalyozhatja még
valamely BH3 fehérje expresszidjanak, vagy aktivitdsanak jelentds fokozodasa. Ilyen

lehet a Noxa melandma sejtvonalakban (Nikiforov et al., 2007), vagy a Bik vastagbel,
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tidé vagy ovarium sejtvonalakban (Zhu et al.,, 2005b), illetve a Bim prosztata
sejtvonalakban (Nikrad et al., 2005). Sarcoma sejtekben hasonlo jelenséget eddig nem
mutattak Ki. Sajat vizsgalataim soran azt taladltam, hogy bortezomib kezelésre a Bik
expresszioja nem valtozik 24 ora elteltével. Ez tovabb erésiti a feltételezéstinket, hogy
TRAIL+PS-gatl6 kettds kezelés megkertili a mitokondrialis apoptdzis jelpalyat.

Egy masik (még nem reprodukélt) kiserletboen az RD sejtek mitokondrium
depolarizaciojat és plazmamembran permeabilitasat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy az
RD-Bcl-2 sejtekben a mitokondrium depolarizacié gyenge az RD-GFP sejtekhez képest
TRAIL+bortezomib kezelésre, ennek megfelelden feltehetdleg a mitokondrialis ATP
termelés viszonylag stabilan megmaradhatott az apoptotikus sejtekben, ezért csak lassan
zajlott le a masodlagos nekrozis, a plazmamebran kilyukadasa. Ennek megfeleléen az
apoptotikus sejtek ardnyanal jelentésen kisebb aranya propidium jodiddal vitalisan
festddo nekrotikus sejtet detektaltunk aramléasos citometriaval. Ez a megfigyelésiink is a
mitokondrium megkeriilésének elképzelését erdsiti a kettds kezelés alkalmaval.

Hogyan valthat at egy sejtben a ll-es tipust apoptdzis I-es tipusuva? Ebben
kulcsszerepet jatszik az XIAP kaszpazgatlo fehérje (Jost et al., 2009). A TRAIL-
indukalt apoptozist képes gatolni az, ha az XIAP taltermelddik (Albeck et al., 2008;
O'Connor et al., 2008). A XIAP kaszpazgatlo funkcidja bénithaté a mitokondriumbol
kiszabadul6 Smac/Diablo fehérjével (Maas et al., 2010; Nagy et al., 2006), proteolitikus
hasitassal (kaszpaz altal) (Desplanques et al., 2009), kis molekulatomegii inhibitorokkal
(Fakler et al., 2009; Kashkar, 2010) vagy RNS csendesitéssel (Vogler et al., 2008). Ez
utobbi esetben a Bcl-2 ektopikus kifejez6désébdl adodd TRAIL rezisztenciat is sikeriilt
felfiggeszteni. Bortezomib hatasara az XIAP expresszio csokkenhet és ezzel kapcsolja
at a ll-es tipusu sejteket I-es tipustva (Kahana et al., 2011).

Sarcoma sejtekkel eddig kevés vizsgalat tortént abban a tekintetben, hogy a
TRAIL-indukalt apoptdzist milyen mechanizmuson keresztul szabalyozza a PS-gatlas.
A kozelmdltban jelent meg egy kdzlemény, amelyben 1-1 chondro- és fibrosarcoma
sejtvonal mellet egy RMS sejtvonal TRAIL-érzékenységét vizsgaltak és
megallapitottak, hogy MG132 hatasara fokozddik a DR4 és DR5 expressziéo az RMS
sejtekben (Cheong et al., 2011). Mi is vizsgaltuk a DRS5 sejtfelszini kifejez6désének
valtozasat az RD RMS sejteken, mind bortezomib mind LLnL hatasara, 6 oras kezelés

utdn méasfélszeres expresszio fokozddast tapasztaltunk (nem bemutatott adat).
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A halél-receptorok expresszidjanak novekedése feltehetéleg hozzajarul ahhoz,
hogy a gyenge DISC-képz6 képességii sejtek is (mint pl. az Rh41, 33. abra B.)

elegendd iniciator kaszpaz aktivitast generaljanak az apoptozis beinduldséhoz.

4] o
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33. dabra: Apoptozist szabdlyozo fehérjék kifejezodésének osszehasonlitisa RD és Rh41 RMS
sejtvonalakban. A: A két sejtvonal a Bcl-2 csaladba tartozé vizsgalt fehérjéket azonos
intenzitassal fejezi ki. B: A TRAIL-receptorhoz kdzvetlenul kapcsolddd (proximalis, DISC)
fehérjékbodl az Rh41 jelentdsen kevesebbet expresszal (Petak et al, 2003).

A Bcl-2 indukalt taltermelése mellett felmerilhet egy masik magyarazat is arra,
hogy miért jelenik meg tébb Bcl-2 a TRAIL-kezelt RD sejtekben és hogyan tudja ezt
csokkenteni egy PS-gatldszer az apoptozisra valé érzékenység fokozasaval. Ennek az
elképzelésnek az a kiinduldsa, hogy az azonos genommal rendelkezé sejtekben is
jelentOsen eltérhetnek az aktualis fehérjeszintek (Spencer et al., 2009).
tdmogato jellé valik. Ennek héatterében a Bcl-2 kettés funkcidja all: gatolja az
apoptdzist, ha ahhoz sziikségesek a mitokondriumbdl kiszabadul6 tamogaté molekulak,
azaz ha ll-es tipusu. Ugyanakkor gatolja az autofagia folyamatat a Beclin-1-hez
kotodésen keresztll. Az autofagia viszont altalaban tulélési folyamatként indul be és az
apoptozis lezajlasat is gatolja. Ezért ha a Bcl-2 szint a véletlenszerii expresszios eloszlas
miatt magasabb, akkor ez a sejt érzékenyebbé valhat az I-es tipusi apoptézisra. A
proteaszomagatlok tehat megakadalyozzak azoknak az RD sejteknek a kivalasztodasat,
melyek véletlenszeriien nagyobb mértékben expresszalnak Bcl-2-t azzal, hogy a TRAIL
apoptotikus jelét ll-esr6l I-es tipusira alakitjak at (emelett, a Bcl-2-t alacsonyabb

szinten kifejez0 sejteknek tulélésének kedvez a PS-gatlo kezelés, mert azokban erGsebb
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autofagias ellenallas alakulhat ki). Ezzel az elmélettel még nem taladlkoztam a

szakirodalom tanulmanyozasa soran, igy kdzvetlen kisérletes igazolasaval sem.

6. 2. A TRAIL fehérje MSC sejtekkel, mint vektorokkal val6 eljuttatdsa a

daganatsejtekhez

A disszertaciom masodik felében arr6l szamoltam be, hogy génszintézis
technikaval elkészitettlink egy izoleucin-zipzarral, erdsitett trimerizaciora alkalmas,
szekretalhatd TRAIL-t kodold vektort. Ezzel a konstrukcidval, valamint membranhoz
kotott, teljes hosszusagu TRAIL génkonstrukciokkal MSC sejteket késztettiink TRAIL
termelésre és kimutattuk, hogy 1.) a membrankotott TRAIL expresszidja kifejezettebb
és kevésbé artalmas az MSC sejtek szaméra, mint a szekretdléoddé TRAIL, 2.) a
membrankotétt TRAIL-t kifejez6 MSC sejtek gatoljak az RD rhabdomyosarcoma és
HelLa carcinoma sejtvonalak ndvekedeéset in vitro, jobbara sejt-sejt kapcsolatban atvitt
TRAIL hatdson keresztl.

6.2.1. A TRAIL termelése és hatasa a gazda MSC sejtekre

Az AD-MSC sejtekrdl kimutattuk, hogy a TRAIL DRS receptorat fejezi ki
szamottevé mertékben, mig a DR4-et nem, vagy legaldbb is az a sejtfelszinen nem
jelenik meg (28. &bra) (expresszios kontrollként HelLa sejteket hasznaltunk, melyek
mind a két receptort kifejezik a citoplazma-membranjukon, (Grisendi et al., 2010b)).
Hasonl6 eredményeket kaptak masok is kiilonbozd szovetbdl szarmazé MSC mintakat
vizsgalva. Csontveldi MSC sejtekrél kimutattak, hogy a DRS5 mellett DcR2-t is
kifejeznek a felszinlikon, illetve DcR1-et kismértékben (Menon et al., 2009).
Koldokzsindr-vérbol szarmazd6 MSC sejtek szintén a DRS pro-apoptotikus TRAIL
receptor mellett DcR1 és DcR2 expressziot mutattak (Kim et al., 2008).
Szisztematikusan Szegezdi és mtsai vizsgaltak a kiilonb6zé6 MSC sejtek (csontveldi,
embrionalis, és koldokzsindrbol szarmazo (wharton-kocsonya)) esetén a TRAIL
receptor megjelenését és DR4 illetve DR5 expresszidt is talaltak (Szegezdi et al., 2009).

Az altalunk vizsgalt BM-MSC sejtek in vitro koérilmények kozott nem
érzékenyek a kiviilr6l adott r.h. TRAIL-indukalt apoptdzisra 24 Oras kezelésnél (23. és

25. Abra). Hasonlé eredményeket kaptak masok is (Luetzkendorf et al., 2010; Menon
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et al., 2009; Szegezdi et al., 2009). Szegezdi és mtsai a TRAIL-rezisztencia hatterében a
csalétek (decoy, DcR1 és DcR2) receptorok kifejezédésén tul alacsony kaszpaz-8 és -9
expresszidt is kimutatott mindharom emlitett tipusi MSC-ben (Szegezdi et al., 2009).
Masok viszont normal kaszpaz-8 expressziot mutattak ki kdldokzsinor-vérbol szarmazo
MSC sejtekben (Gondi et al., 2010). Interleukin-2-vel aktivalt allo- és autogén NK-
sejtekrél mutattak ki, hogy sejtelhalast indukdlnak human fotalis majbol szarmazo
MSC-sejtekben TRAIL ligand hatason keresztiil, mig feln6tt csontvel6i MSC sejtekben
foleg FasL hatason keresztiil (Gotherstrom et al., 2011). Elképzelhetd, hogy nincs
feltétlentl sziikség kaszpaz 8 jelenlétére az NK sejtek hatdsédhoz, hiszen mind a TRAIL-
, mind a Fas- receptorok kaszpaz-flggetlen sejtelhalasi jelpalyakat is aktivalhatnak
(Petak et al., 2003).

Retroviralis génbevitel utan a teljes TRAIL termelése sem valtott ki szignifikans
sejtelhalast AD-MSC sejtekben 2 napos megfigyelés alatt (Grisendi et al., 2010b). Ha a
teljes TRAIL-t tartalmazo vektort nukleofekcidval juttattuk a BM-MSC sejtekbe, némi
sejtelhalas novekedést tapasztaltunk 1 nap utan (23. &bra), és valoszinilileg ennek
tudhaté be, hogy 5 napos novekedés vizsgalat soran a szignifikancia hatarat sdrol6
mertékben csokkent sejtszamot észleltiink BM-MSC-TRAIL mintainkban a BM-MSC-
GFP mintdkhoz kepest (lasd 67. oldalon a szdvegben kozolt eredményeket). A
kutatocsoportok tobbsége nem vizsgalta, hogy a transzgenikusan kifejezett TRAIL
visszahat-e autokrin vagy parakrin moédon az MSC sejtek életképességére vagy
novekedési kinetikajara. Csontveléi MSC sejteket lentiviralis TRAIL-vektorral
transzfektalva hosszu tavu névekedeési vizsgalatban (70 nap, >30 populécio-duplazodas)
nem talaltak kilonbséget a kontroll MSC sejtekhez képest (Luetzkendorf et al., 2010).

Az AD-MSC sejteknél a differencialddasi antigének expresszidja nem valtozik a
transzgenikus TRAIL termelés hatasara (Grisendi et al., 2010b). Szintén nem valtozik a
transzgenikus MSC sejtek differencidlodasi kéepessége sem, legalabbis nem
szamottevéen (Grisendi et al., 2010b). Ezeket az aspektusokat masok eddig nem
vizsgaltak.

A sejtelhalési és ndvekedést befolydsold hatason tal a TRAIL transzgén mas
tulajdonsagokat is mddosithat az MSC sejtekben.

Vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy mind az AD-MSC-TRAIL, mind a BM-
MSC-TRAIL mintainkban a feluliszéban detektalhat6 TRAIL mennyisége egy
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bizonyos (viszonylag révid, 12-24 6ra) id6 utan nem, vagy alig novekedett (22. és 27.
abrak). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy vagy a receptorain keresztul recirkulaljak,
»visszaveszik” az MSC sejtek a termelt TRAIL-t vagy az is lehetséges, hogy a
szolubilizalashoz haszndlt protedz mitkddése csokken iddvel, amit viszont valdsziniileg
szintén az autokrin TRAIL a receptorain keresztul indukal az MSC sejtekben. Egyel6re
nincs irodalmi adat arrdl, hogy pontosan melyik sejtfelszini proteaz hasitja le és igy
szolubilizalja a TRAIL-t. Korai vizsgalatok idejébol ismert, hogy a TNF-a (Scheller et
al., 2011) és a FasL (Schulte et al., 2007) esetében megismert metalloprotedzok helyett
valamilyen cisztein protedz végzi el ezt a feladatot egy gatldszer-profilt alkalmazé
vizsgalat szerint (Mariani and Krammer, 1998). Az is lehetséges, hogy a TRAIL nem
csak proteolitikus hasitassal szolubilizalodik, hanem vedléssel (shedding), ami szorosan
értelmezve azt jelenti, hogy kis membran vezikuldkon siiris6dé receptorok (patching,
majd caping) valhatnak le a sejtrél (vezikulacid). MSC sejtkultara esetében a TRAIL
feluluszdba kerllesenek kortlményeit nem vizsgaltuk (gradiens ultracentrifugalassal
elkiilonithetd lenne a vezikularis €s a Iehasitott TRAIL), és masoknal sem talaltunk erre
vonatkozo vizsgalatot. Elképzelhetonek tartom, hogy a szolubilizal6édas mindkét modja
milkodik MSC sejtek esetében: a felilluszobol készitett western-blott segitségével
kimutathaté lenne a jelenlévéo TRAIL molekulasulya. MSC sejtek esetében is leirtak
mar vezikulacids jelenségeket, az G.n. exoszoma termelést (bar nem a TRAIL kapcsan)
(Lai et al., 2010).

Giorgio Zauli kutatocsoportja leirta a TRAIL kemotaktikus hatisat nem csak
endothel és simaizom sejtekre, hanem MSC sejtekre is, kimutatva a sejtek motilitasara,
invazivitasara tett hatasat in vitro kortilmények kozott (Corallini et al., 2010; Secchiero
et al., 2008). Még nem ismert viszont, hogy in vivo kérilmények kozott milyen szerepe
lehet az MSC sejtek vandorlasaban az autokrin TRAIL vagy esetleg parakrin termelt
TRAIL-nek. Erdekes eredményt hozhatna egy olyan kisérlet, amelyben az in vivo
(egérbe) beadott TRAIL-lel transzfektalt MSC sejtekben csendesitenénk a TRAIL-

receptorokat ShRNS technoldgiaval.
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6.2.2. Az MSC sejtek transzgenikus TRAIL termelésének hatasa a daganatsejtekre

Kimutattuk, hogy az MSC sejtek altal termelt TRAIL a felel6s a daganatsejtek
apoptozisaert in vitro, mivel az anti-TRAIL ellenanyag kivédte az apoptotikus hatas
jelentés részét (29. abra). Ez fontos eredmény annak a tiikrében, hogy egyes
vizsgalatok szerint MSC sejtek dnmagukban is daganatolé hatast tudnak kifejteni
(Khakoo et al., 2006).

Olasz kollaboraciés partnereink a HelLa sejtek mellett tovabbi sejtvonalak
esetében vizsgaltdk az AD-MSC-TRAIL kozvetitette daganatellenes hatast: két TRAIL
érzékeny vonalon, pankreasz carcinoma: BxPc3, és colon adenocarcinoma: LS174T,
valamint két TRAIL-rezisztens sejtvonalon, emld carcinoma: BT549 és neuroblastoma:
IMR32 (Grisendi et al., 2010b). A szolubilis r.h. TRAIL-re rezisztens daganatsejtekben
a sejthez kotott TRAIL sem tudott javitani ezen a rezisztencidn. Masok viszont
kimutattak, hogy a sejthez kapcsolt TRAIL egyes szolUbilis TRAIL-re kevéssé érzékeny
colorectélis carcinoma sejtvonalat képes apoptozisra érzékenyiteni (Mueller et al.,
2011).

A TRAIL apoptotikus hatasat az ILZ trimerizacidra hajlamosit6 domén
hozzakapcsolaséval is fokozni probaltdk (Walczak et al., 1999). Erre az eredményre
alapozva probaltuk meg mi is olyan szekretalodé TRAIL konstrukcio létrehozasat,
amely egyben tartalmazza ezt az ILZ trimerizacios domént is. Az eldallitott
konstrukcioval csak alacsony mennyiségii TRAIL-t tudtunk termeltetni (22. abra).
Irodalmi adatok szerint ennek hatterében a nem optimalis szekrécios szignal allhat
(Mohr et al., 2010).

Nem tisztazott, hogy az ILZ pontosan milyen strukturalis hatason keresztil
fokozza a TRAIL-indukalt apoptozist, ugyanis a nativ TRAIL maga is trimerizalodik (2.
abra). Jurg Tscopp laborjabdl szarmazd eredmények szerint a csak ,.egyszeriien”
trimerizalt TRAIL, hasonléan a trimerizalt FasL-hoz altaldban nagysagrendekkel
magasabb koncentracién indukal csak apoptozist, mint az ellenanyaggal keresztkotott
(oligomerizalt) TRAIL illetve FasL (Schneider et al., 1998). FasL esetében azt is
kimutattdk, hogy elegendd dimerizaltatni a trimereket a felfokozott apoptozis
indukcidhoz ~ (Holler et al.,, 2003). Vajon a  szerkezet-vizsgalatok
(rontgenkrisztallogréfia) segitenek-e megérteni hogyan szabélyozza a halalligandumok

oligomerizécioja a receptorokat és azon keresztil a DISC szerkezetét és az iniciator
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kaszpazok aktivalddasat? A kdzelmultban sziletett egy modell, amely hozzajarulhat a
DISC miikodésének jobb megértéséhez (Scott et al., 2009), de az ILZ-TRAIL

oligomerizécios hatasat még ez az elmélet sem tudja kdzvetlentl magyarazni.
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7. KOVETKEZTETESEK

1. A szolubilis, rekombinans TRAIL[114-281] (dulanermin) RMS sejteken kifejtett

hatasairol a kovetkezoket allapithatjuk meg:

a.) A TRAIL-kezelt RD rhabdomyosarcoma sejtekben megndvekedett Bcl-2
fehérje mennyisége (akar szelekcids, akar indukciés modon is tortént a
ndvekedés) hozzéjarul a taléls sejtekben az apoptdzis gatlasahoz. Ezt tAmasztja
ald , hogy a Bcl-2 tultermel6 kisérleti rendszerben lényegében az apoptozis
teljes hianyat tapasztaltuk, rezisztenciat értiink el. Ebb6l arra kovetkeztetiink,
hogy az RD sejtvonal ll-es tipust sejt, vagyis a mitokondrialis jelpalya
aktivalodasa is szikseéges a TRAIL-receptorral kezdeményezett apoptdzis

lezajlasahoz.

b.) Sikeriilt a Bcl-2 kozvetitette apoptozis-rezisztenciat felfliggesztenink az RD
rhabdomyosarcoma sejtekben a proteaszéma magprotedzainak gatlasaval
(LLnL és bortezomib segitségével). Ennek hatterében valosziniileg nem a Bcl-
2 fehérje inaktivaldsa all (proteolitikus hasitasa), hanem az, hogy a DISC
szignalkozvetitd komplex megndvekedett aktivitdsa miatt az RD sejtek
atvaltanak Il-tipusu sejtekbdl I-es tipusira, azaz a TRAIL-receptor-indukalt
apoptozis soran az iniciator kaszpazok kozvetlenil aktivaljak a végrehajtd
kaszpéz-kaszkadot. Ezt tdmasztja ala az is, hogy a TRAIL-receptor kozeli
rezisztenciaval ~ (kaszpdz-8  expresszid6  hiany)  rendelkez6  Rh4l
rhabdomyosarcoma sejtvonal TRAIL-érzékenységét is fokozni lehet

proteaszoOmagatlassal.

2. A mesenchymalis dssejtekbe (MSC) juttatott TRAIL génkonstrukciok daganatsejt-
016 tulajdonsagairdl a kdvetkezoket allapithatjuk meg:

a.) Mind a csontvel6bol, mind a zsirszovetbdl elballitott MSC sejtek gatoljak a
daganatsejtek novekedését in vitro, ha TRAIL-t expresszalnak a
sejtfelszintkon.

b.) A nukleoporacio és a retroviralis gentranszfer is alkalmas modszer a TRAIL

MSC sejtekbe juttatdsara és funkcionalis kifejezésére.

87



c.)

d.)

DOI:10.14753/SE.2012.1760

A TRAIL-t expresszal6 MSC sejtek daganatsejt-616 tulajdonsagat jelentGsen
fokozza a célsejttel valdo kozvetlen kontaktus, amit a célsejtek TRAIL-
receptorainak oligomerizaciojaval ér el, vagy indirekt médon, mas molekularis
mechanizmussal érzékenyitve a célsejtekben a receptor-medialt apoptozis
jelpalyajat.

ProteaszOmagatlas hatasara az MSC sejtek is érzékenyebbé véalnak a TRAIL-
indukalt apoptézisra, akar bystander modon funkciondl a maguk termelte
TRAIL vagy rekombinans formaban adjuk kiviilr6l hozzajuk. Ezért a TRAIL-t
expresszald MSC sejtek és a proteaszomagatlo kezelés egylittes daganatellenes
hatékonységat tovabbi kisérletekben kell még vizsgalni.
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8. OSSZEFOGLALO

A rhabdomyosarcoma (RMS) a leggyakoribb gyermek és ifjukori
lagyrészdaganat, mindemellett disszeminalt stadiumban a gydgyulés esélyei rosszak. Uj
terapias lehetdségek kutatasa sziikseges a teriileten. Petdk és mtsai mutattak ki, hogy in
vitro korilmények kozott az RMS sejtvonalak jelent6s hanyada (7-bél 4) oligomerizalt
TRAIL-Flag kezelésre a teljes sejtpopulaciot érinté apoptozissal valaszolt. Az
ellenanyaggal oligomerizalt TRAIL a teljes membrankétott TRAIL hatasahoz hasonlo.
A Klinikai Kiprobalas alatt all6 TRAIL[114-281] (dulanermin), mar kevésbhé volt
hatékony apoptozis-induktora az RMS sejteknek. Erdsiteni kivantuk a TRAIL
apoptotikus  szignaljat ezért megvizsgéltuk, hogy 1.) proteaszOmagatlok
kombinacidjaval lekiizdhet6-e a TRAIL-rezisztencia rhabdomyosarcoma sejtekben és
hogy 2.) mesenchymalis Ossejtekbe (MSC) juttatott TRAIL transzgén konstrukciok
kdzil vajon a szekretal6do, trimerizaciora alkalmas izoleucin zipzarral ellatott TRAIL
vagy a teljes, transzmembran TRAIL kifejez6dése hatdsosabb novekedésgatloja az RMS
sejteknek. Kimutattuk, hogy 1.a.) a Bcl-2 fehérje indukalt ill. ektopikus tultermelése
késleltette az RMS sejtek TRAIL-indukalt apoptézisat. 1.b.) A proteaszoma
magproteazainak gatlasa szinergikusan fokozta a TRAIL-indukalt apoptozist mind a
Bcl-2-t taltermelé, mind a receptor kozeli szignal komponenseket alacsony szinten
kifejez6 RMS sejtekben. Kimutattuk tovabba, hogy 2.a.) a membrankotott teljes TRAIL
expresszidja kifejezettebb és kevésbé artalmas az MSC sejtek szdmara, mint az altalunk
konstrualt szekretadl6dd izoleucin-zipzar konstrukcidval ellatott TRAIL és 2.b.) a
membrankotott teljes TRAIL-t kifejezé MSC sejtek jelentés mértékben gatolni tudtak
az RD rhabdomyosarcoma és a HelLa carcinoma sejtvonalak novekedéset in vitro,
nagyobbrészt a sejt-sejt kapcsolatban atvitt TRAIL-hatdson keresztiil. Eredményeink

hozzajarulhatnak a TRAIL hatékonyabb felhasznaldsdhoz RMS terapiak esetében.
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9. SUMMARY

Rhabdomyosarcoma (RMS) is the most frequent juvenal cancer originating from
skeletal muscle, and patient survival is poor in the case of metastatic disease. New
targeted therapeutics are critically needed. A decade ago Petak and his co-workers have
shown that DR5 receptor of TRAIL was expressed on RMS cell lines and 4 out of 7
lines were highly sensitive for the oligomerized r.h.-TRAIL-induced caspase-mediated
apoptosis. The apoptotic effect of antibody-oligomerized soluble TRAIL resembles of
the membrane bound full-TRAIL. However, the soluble, non-crosslinked, recombinant
TRAIL[114-281] that is in clinical phase with the name of dulanermin, was less
effective apoptosis inducer in RMS cells. In order to enhance the TRAIL-induced
apoptosis signal, we examined 1.) if proteasome inhibitors were able to overcome
TRAIL-resistance in RMS cells and 2.) if secretable trimerized or membrane bound full
TRAIL expressed ectopically in mesenchymal stem cells (MSC) is more appropriate for
inducing apoptosis in RMS cells. Our results demonstrated that 1.a.) Induced and
ectopically expressed Bcl-2 protein delayed apoptosis in RD RMS cells exposed to
TRAIL. 1b.) Inhibitors of proteasome core proteases promoted synergistically the
TRAIL-induced apoptotsis both in Bcl-2 overexpressing cells (RD and RD-Bcl2) and in
an RMS cell line (Rh41) with death receptor proximal signal defects. We also
demonstrated that 2.a.) Membrane bound, full TRAIL expression was more robust in
MSC cells and less harmful for them than our secretable TRAIL construct. 2.b.) MSC
cells derived from bone marrow or adipose tissue and expressing ectopic membrane
bound TRAIL inhibited the growth of cell number of RD RMS and HeLa carcinoma
cells. This effect dominantly depended on the cell-cell contact of MSC and tumor cells.
Our results will help to optimize the use of TRAIL as anticancer therapeutics in case of
RMS.
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Koszonettel tartozom Prof. Kopper Laszldénak és Prof. Matolcsy Andrasnak
hogy az altaluk vezetett intézetben folytathattam PhD tanulmanyaimat.

Koszonom  témavezetémnek, Dr. Petak Istvannak hogy befogadott
munkacsoportjaba, TDK és PhD munkam évei alatt timogatta tevékenységemet.

Halas kdszonet és mély tisztelet illeti Tanaromat és konzulensemet Dr. Mihalik
Rudolfot az eredmények tételes atgondolasaban, értelmezésében és a dolgozat
megirasaban nyujtott messzemend segitségeéert.

Szintén koszonet illeti Dr. Nagy Katalint, aki elsé kisérleteimtdl nap, mint nap
melletem allt, akinek szakmai €s barati timogatasat mindvegig élvezhettem.

Az értekezésben bemutatott eredmények egy része a Modénai Egyetem
Onkoldgiai és Hematologiai Intézetében sziletett. Koszonet Massimo Dominicinek, €és
munkatarsainak, elsésorban Giulia Grisendinek értékes segitségiikeért.

Dr. Sebestyén Annanak kodszondém, hogy laboratériumaban dolgozhattam és
barmikor fordulhattam Hozza segitségért.

Barataimnak és kollégaimnak a volt Molekularis Terapia Labor minden
dolgozéjanak, koztik Dr. Imre Gergelynek, Dr. Jéri Balazsnak, Dr. Pintér Ferencnek,
Arvai Kristofnak, Kanya Melindanak koszoném a szakmai segitséget és a jo légkort.

Kdszondm Csorba Gézané Maricanak, hogy megtanitott a szOvettenyészeti
technikakra, precizitasaval és Kiterjedt figyelmével segitette mindennapi munkankat.

Laczik Cecilianak koészondm, hogy segitett a PhD tanulmanyaimmal
kapcsolatos adminisztrativ feladatok lebonyolitasaban.

Végiil tisztelet illeti Barti Karolyt tiirelméért, batoritasaért és mindenekelott

kitartd jelenlétéert.
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