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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
 

AD-MSC- adipose tissue derived mesenchymal stem cell 

BAX- BCL2-associated X protein 

BAK- BCL2-antagonist/killer 1 

BID- BH3 interacting domain death agonist 

BCL2-  B cell lymphoma protein 2 
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 2. BEVEZETÉS 
 

2.1. Rhabdomyosarcomák és molekulárisan célzott terápiás lehetőségeik. 
2.1.1. A rhabdomyosarcomák rövid jellemzése 

A rhabdomyosarcoma (RMS)  vázizomra jellemző fehérjéket kifejező daganat, a 

lágyrész-sarcomák (soft tissue sarcoma, STS) egyik típusa. Felnőttekben igen ritkán 

fordul elő, gyermek- és ifjúkorban viszont a leggyakoribb lágyrészdaganat, az esetek 

mintegy harmadát-felét teszi ki (Slater and Shipley, 2007), az összes gyermekkori 

daganat 5-8 %-át. Gyakorisága a 20 év alatti korosztályban évenként 4,3 új eset /1 

millió ember. Morfológia, klinikai lefolyás és molekuláris jellemzők szerint két fő 

típusba sorolhatók (Parham, 2001). Az embrionális RMS (ERMS) orsó alakú sejtekből 

áll, gyakran fej-nyaki területen, reproduktív és kiválasztó szervrendszerhez kötötten 

jelentkezik, ez a leggyakoribb típus, az esetek közel 60%-át teszi ki. Eredetét a vázizom 

megújulásáért felelős ú.n. szatelit sejtekhez (myocita progenitorok) kapcsolják (Hettmer 

and Wagers, 2010). Összehasonlító (komparativ) genomiális hibridizációval a 

közelmúltban mutatták ki, hogy az ERMS minták között jelentős számban (60%) fordul 

elő a 8 kromoszóma duplikációja, és ezen belül is a FGFR1 receptor amplifikációja 

(Williamson et al., 2010). A másik típus az alveoláris RMS (ARMS), amely gyakran 

apró kerek (limfoid leukémiára emlékeztető) sejtekből áll és elsősorban a törzs, a kéz és 

a láb izomzatában alakul ki. Jellegzetes kromoszómális átrendeződések találhatóak 

bennük. Az esetek 70%-ban t(2,13) (q35:q14) transzlokáció eredményeként PAX3- 

FOXO1A fúziós gén keletkezik, ritkábban, az esetek 10%-ban a FOXO1A partnere a 

kromoszómális átrendeződésben a 1. kromoszómán lévő PAX7 transzkripciós faktor 

génje.  

Az általunk használt sejtvonalak közül az RD az egyik első izolált rhabdomyo-

sarcoma sejtvonal (McAllister et al., 1969) embrionális típusba tartozik és ismert p53 

mutációt hordoz. Az Rh-41 viszont ARMS sejtvonal, mely p53 deléciós mutáns és 

rezisztens a FAS és a TRAIL indukált apoptózisra is (Petak et al., 2000; Taylor et al., 

2000). 
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2.1.2. RMS sejtvonalak és egér modellek a gyógyszercélpontok felderítéséhez 

A rhabdomysarcomak kialakulását többféle egér modellben is vizsgálják. Ezek a 

modellek azon túl, hogy megvilágíthatják az RMS kialakulásának mechanizmusát 

segíthetnek új farmakológiai célmolekulák azonosításában is a humán terápia javítása 

érdekében (Keller and Capecchi, 2005). Az egyik ilyen modellben, amelyben a PAX3-

FOXO1A fúziós transzgén mellett a p53 gén dominánsan negatív inaktivációját is 

alkalmazták, azonosítottak 7 db potenciális gyógyszercélpontot (ú.n. „drugable” 

fehérjekinázokat), köztük egy Aurora és két Polo-like kinázt (Nishijo et al., 2009). Ezek 

a spontán daganatokat növesztő egér modellek közvetlen gyógyszertesztelési 

felhasználásra egyelőre nem alkalmasak. Költséges fenntartásuk mellett nem megoldott 

a daganatok növekedésének kvantitatív értékelése sem (Nishijo et al., 2009). 

Preklinikai gyógyszertesztelési modellként néhány humán eredetű RMS 

sejtvonal egér xenograft modellje szolgál (Houghton et al., 2007). Ezeknek a 

sejtvonalaknak in vitro molekuláris vizsgálatával sikerült kimutatnia Peták István 

témavezetőmnek és munkatársainak, hogy az általuk vizsgált mind a 7 RMS 

sejtvonalban kifejeződik a TRAIL-nek a DR5 (TRAIL-R2) receptora és egy részük (4 

db) érzékeny a TRAIL-indukált apoptózisra (Petak et al., 2000). Ehhez kapcsolódóan a 

későbbiekben további eredmények születtek az RMS sejtvonalak TRAIL 

érzékenyítésével kapcsolatban (Izeradjene et al., 2004a; Izeradjene et al., 2004b; Petak 

et al., 2003). Peták és mtsai azt is kimutatták, hogy az RMS sejtvonalak TRAIL 

érzékenysége jól korrelál a kaszpáz 8 proteáz kifejeződési szintjével (Petak et al., 2000).  

Ebből kindulva Kang és mtsai egy anti-DR5 antitest (drozitumab, vagy más 

néven apomab) hatását vizsgálták 11 RMS sejtvonalon in vitro, melyek mindegyikén 

kimutatták a DR5 expressziót, (a DR4 viszont csak szórványosan fejeződött ki rajtuk), 

és hasonlóan az előzőekhez erős korrelációt találtak a kaszpáz-8 expresszió és az anti-

DR5 kezelésre való érzékenység között. Egér xenograft kísérletekben igazolták a 

drozitumab tumor ellenes hatását egy TRAIL érzékeny RMS sejtvonal esetén (Kang et 

al., 2011).  
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2. 2. A TRAIL daganatellenes hatásának mechanizmusa 
2.2.1. Bevezetés 

 A TRAIL a TNF-családba tartozó fehérje, amely receptoraihoz kötődve 

közvetlenül aktiválja az ú.n. iniciátor kaszpázokat és ezzel elindítva az apoptózis 

folyamatát. A TRAIL lehetséges klinikai alkalmazását a daganatellenes terápiában nagy 

várakozás kísérte, mert míg a normál szövetek rezisztensek voltak az apoptotizáló 

hatására, addig a daganatos sejtvonalak fele érzékenynek mutatkozott. A TRAIL 

monoterápiás kipróbálása nem hozott átütő eredményeket, de TRAIL-receptor agonista 

ellenanyagokkal helyettesítve, illetve kombinációban hagyományos daganatellenes 

szerekkel már előrehaladott klinikai fázisban próbálják kiterjeszteni az alkalmazási 

lehetőségeket. A TRAIL-receptorok által aktivált jelpályák szabályozásának kutatása 

még intenzíven folyik. A jelút részletes felderítésétől olyan molekuláris markerek 

azonosítását remélhetjük, melyek segítségével a TRAIL hatását segítő kombinációs 

szerek határozhatók meg, illetve kiválasztható a kezelésre reagáló betegcsoport.  Ehhez 

kapcsolódik a disszertációm első fele, amelyben proteaszómagátlással érzékenyítünk 

rhabdomyosarcoma sejteket TRAIL-re.  A TRAIL daganatokhoz juttatásának módjára  

is sokféle próbálkozás zajlik. A rekombináns fehérje szisztémás (i.v.) adásán túl 

adenovirális és sejt-mediált célbajuttatási módszerek is kidolgozás alatt állnak. Ez 

utóbbihoz kapcsolódik disszertációm második fele, ahol mesenchymalis őssejtekben 

kifejeződő TRAIL hatásait vizsgáltam. 

2.2.2. TRAIL és receptorai  

A TRAIL-t (TNF-related apoptosis inducing ligand) a Fas-liganddal való 

homológia alapján két biotechnológiai cég kutatói egymással versengve azonosították és 

klónozták (Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995) Az egyik csoport TRAIL-nek  a másik 

pedig APO-2 ligandnak nevezte el. A TRAIL egy II-es típusú transzmembrán fehérje, 

melyet egy (egyelőre nem azonosított) sejtfelszíni cisztein proteáz hasít le szolúbilis 

formára (Mariani and Krammer, 1998). Ennek a szolúbilis ligandnak (114-281 

aminósav), a többi halál-ligandhoz hasonlóan, az aktív formája trimerizált, amit egy 

cink atom stabilizál a 230-as pozícióban található ciszteinekhez kapcsolódva (Bodmer et 

al., 2000; Trabzuni et al., 2000). A TRAIL expresszióját sok szövetben kimutatták a 

teljes szövetből nyert RNS-ből Southern blott technikával (lép, timusz, perifériás vér, 
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prosztata, ovárium, vékony- és vastagbél, tüdő) néhányban viszont nem volt 

detektálható (agy, máj) (Wiley et al., 1995). Funkcionális kifejeződését T, B, NK, és 

myeloid sejteken mutatták ki (Hayakawa et al., 2004; Janssen et al., 2005; Kemp et al., 

2004; Lamhamedi-Cherradi et al., 2003; Simons et al., 2008). 

  A receptorok felderítéséhez a TNFR1 haláldoménjének szekvencia részletét 

használták, így találtak rá majd klónozták az első TRAIL receptort a DR4 / TRAIL-R1-

et (Pan et al., 1997b). Ezt követően párhuzamosan több csoport is adatbanki keresést 

végzett a DR4 receptor TRAIL kötő részének szekvenciájával, ennek eredményeképpen 

írták le a DR5 /TRAIL-R2-t és annak két alternatív 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).  

 
1. ábra: A TRAIL receptorainak domén szerkezete. A teljes halál-doménnel (DD) 
rendelkező receptorok, a DR4 és a DR5   képesek apoptotikus jelet közvetíteni. Az ú.n. decoy 
vagy csali receptorok közül a DcR1 nem rendelkezik citoplazmatikus doménnel, lipid horgony 
köti a membránhoz, a DcR2 pedig csak részleges haláldomént tartalmaz. A receptorokat 
extracelluláris részükön cisztein gazdag domének (CRD) építik fel, melyek közül a 
membránhoz közeli CRD2 és CRD3 felelős a ligand kötésért, az N terminális végen 
elhelyezkedő, egyedi szerkezetű CRD1 a ligand-független receptor kapcsolódásért felelős. Az 
osteoprotegerin (OPG) egy dimer szekretált receptor forma.  

Ezeken túl leírtak két csalétek (decoy, DcR) receptort melyek nem közvetítenek 

apoptotikus jelet, a DcR-1 /TRAIL-3-at, aminek hiányzik az intracelluláris doménje, 

egy glikozil-foszfatidil-inozitol horgony kapcsolja a membránhoz (Degli-Esposti et al., 

1997; Pan et al., 1997a; Schneider et al., 1997; Sheridan et al., 1997), és a DcR-2-t, 

mely hiányos trunkált haláldoménnel rendelkezik (Degli-Esposti et al., 1997; Marsters 

et al., 1997; Pan et al., 1998). A DcR2 komplexbe kapcsolódhat TRAIL hatására a DR5-
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tel és így befolyásolja annak jeltovábbítását, tehát szigorúan véve nem is csalétek-

receptor (Lalaoui et al., 2011; Merino et al., 2006). Az ötödik TRAIL receptor az 

oszteoprotegerin (OPG), mely egy dimerként szekretált forma, szerepe csontfejlődést 

szabályozó hatásán kívül nem tisztázott (Emery et al., 1998; Simonet et al., 1997).  

Nagy érdeklődést keltett a TRAIL-lel kapcsolatban az a megfigyelés, hogy 

normális sejtek nem, viszont számos tumorsejtvonal, illetve a vírussal fertőzött 

limfoblasztok érzékenyek TRAIL-indukált apoptózisra (Ashkenazi et al., 1999). A 

TRAIL ismételt intravénás beadása primáták szöveteiben és szerveiben nem bizonyult 

toxikusnak. Emellett in vitro számos tumorsejtvonalon, köztük vastagbél-, bőr-, emlő-, 

vese-, tüdőrák sejtvonalakon és egér xenograft kísérletekben is apoptózist indukált a 

tumorsejtekben (Ashkenazi et al., 1999). 

 A TRAIL tumorspecifikusságába vetett hitet megingatta az a közlemény, 

melyben hepatociták TRAIL-érzékenységét írták le (Jo et al., 2000). A kísérletekben 

exogén polihisztidin cimkét („tag”) tartalmazó TRAIL variánsokat használtak. Más 

cimkékkel ellátott TRAIL variánsok esetében is jelentkeztek problémák, az LZ-TRAIL 

keratinocitákra (Walczak et al., 1999), a Flag-TRAIL keratino- és hepatocitákra volt 

toxikus (Lawrence et al., 2001; Qin et al., 2001)  A vizsgálatok arra mutattak rá, hogy 

ezek a TRAIL-variánsok diszulfid kötéssel, oxidált formában oligomerizálódnak és nem 

az optimális konformációt biztosító cink koordinációval, mely alapvető fontosságú a 

TRAIL stabilitása és aktivitása szempontjából, illetve a címkékkel ellátott TRAIL fajták 

hajlamosak nem oldható aggregátumokat képezni (Lawrence et al., 2001). Optimalizált, 

rekombináns TRAIL-lel végzett vizsgálatok szerint nem indukál szignifikáns 

sejtelhalást normál sejtekben, sem normál humán hepatocitákban in vitro, sem 

csimpánzokban in vivo (Lawrence et al., 2001), sem keratinocitákban in vitro (Qin et al., 

2001).  

2.2.3 TRAIL és receptorai fiziológiás és patológiás funkciói 

Egyre több részletet ismerünk meg a TRAIL fiziológiás és patológiás szerepéről, 

melyek árnyalják a TRAIL daganatellenes felhasználásának lehetőségeit is. 

A TRAIL és receptorai szerepet játszanak az immunrendszer, a vírusfertőzések 

és a tumor-immunfelülegyet (tumor immunesurveillance) szabályozásában 

(Falschlehner et al., 2009). Növekszik a TRAIL kifejeződés például monocitákon és 
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makrofágokon IFN-β és LPS hatására, míg IFN-γ hatására monocitákon, dendritikus 

sejteken és NK (természetes ölő) sejteken. Az NK sejtek TRAIL expressziója 

meghatározó szerepet játszik a daganatnövekedés IFN-γ függő gátlásában (Smyth et al., 

2001). Hasonló képességet és szerepet tulajdonítanak a monocitáknak is (Griffith et al., 

1999). TRAIL hiányos egérben egy B-sejtes lymphoma sejtvonal gyorsabban 

növekedett, mint normál egérben és a májáttétek gyorsabb növekedése siettette az 

állatok pusztulását (Sedger et al., 2002). A TRAIL és TRAIL-receptor hiányos egerek 

tanulmányozása alapján úgy tűnik, hogy a lymphomák általában gyorsabban nőnek a 

génhiányos, mint a normál egérben (Zerafa et al., 2005). Ugyanakkor a sporadikus 

emésztőrendszeri daganatok növekedését nem befolyásolja a TRAIL-receptor hiánya 

(Yue et al., 2005).  

A TRAIL az antigén-specifikus T–sejtes immunválaszt is szabályozza. A Th2 

típusú T-sejtek nagyobb mértékben expresszálnak TRAIL-t, mint a Th1 típusú sejtek, 

ugyanakkor kevésbé érzékenyek a TRAIL- indukált apoptózisra is (Zhang et al., 2003). 

A TRAIL szerepe a vírusok elleni immunválaszban is jelentős. HIV-1 infekció 

során INFα és β termelődik, és ez fokozza a CD4+ T-sejtek valamint a monociták 

TRAIL expresszióját a sejtek membránjában. A HIV-1 kötödése a CD4+ sejtekhez 

fokozza ezeknek a sejteknek a DR5 expresszióját és az in vitro keletkezett apoptotikus 

sejtek számát is növeli. A humán in vitro kísérletek alapján egyelőre csak feltételezik, 

hogy a TRAIL rendszer szerepet játszik az AIDS betegségre jellemző CD4+ sejtek 

számának a csökkenésben (Herbeuval et al., 2005).  

A különböző daganatellenes terápiákban alkalmazott szerek vagy behatások (pl. 

gamma besugárzás) is részben a TRAIL-TRAIL-receptor aktiválódásán keresztül fejtik 

ki sejtölő képességüket. Erre példa, hogy TRAIL-receptor hiányos egér sejtjei kevésbé 

érzékenyek a besugárzás okozta apoptózisra, mint a normál egér sejtjei (Finnberg et al., 

2005).  

A TRAIL további patológiás funkciójára példa, hogy szerepe lehet az 

emphysema kialakulásában. A gyulladásos sejtek által termelt TRAIL feltehetőleg 

hozzájárul az alveoláris epithel és endothel sejtek pusztulásához (Morissette et al., 

2009). 
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2.2.4.  TRAIL és TRAIL-R-agonista ellenanyagok a klinikumban 

Számos biotechnológiai cég és gyógyszergyár fejlesztett termékeket TRAIL-

alapú terápiákhoz (beleértve a DR4 és DR5 receptorok elleni humanizált agonista 

ellenanyagoksat is), melyek napjainkban a klinikai kipróbálás különböző fázisaiban 

tartanak (Bellail et al., 2009).  

A rekombináns humán TRAIL fehérjék közül a Genentech és az Amgen közös 

fejlesztése az rhApo2L vagy más néven dulanermin, amely előrehaladott szolid 

daganatok estében túljutott a fázis I kipróbáláson. Ez a készítmény a TRAIL 

extracelluláris doménjét (114-281 as) tarlamazza, cinkkel stabilizált biológiailag aktív 

trimer konformációban (mi is ezt használtuk a kísérleteinkben, saját előállításban) Az 

eredmények nem utalnak a mellékhatások esetében dózistól való függésre  (0,5-30 

mg/kg, egy óra alatt intravénásan, 5 egymást követő napon, 21 napos ciklusokban). 

Hetvenegy kezelt betegből két chondrosarcomás beteg esetében tapasztaltak tartósan 

részleges választ, és két sarcomás betegnél a daganat gyors lízise okozott súlyos 

mellékhatást (Herbst et al., 2010). A monoterápiás vizsgálatok mellett számos 

kombinációs kezelésben van a dulanermin előrehaladottabb klinikai vizsgálatban 

(Shirley et al., 2011).  Nem-kissejtes tüdőcarcinomák esetében fázis I-ben 58% volt a 

reagálók aránya ha a dulanermint kombinálták paclitaxellel, carboplatinnal és 

bevacizumabbal (PCB), dulanermin nélkül viszont csak 35% (Soria et al., 2010). Fázis 

II vizsgálatban viszont már nem javított szignifikánsan a dulanermin a PCB kezelésen, 

nem szelektált betegcsoporton legalább is (Soria et al., 2011). A klinikumban fázis II-

ben próbálják ki a DR4 vagy DR5 agonista humanizált egér, vagy teljesen humán 

ellenanyagokat is. Közülük 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 rekombináns TRAIL és a monoklonális 

ellenanyagok terápiás felhasználásában az egyik jelentős különbség az eltérő plazma 

féléletidő. A TRAIL citokin esetén ez igen rövid  (t1/2~30 min) összevetve az agonista 

monoklonális ellenanyagok ~10-20 napos feleződési idejével (Oldenhuis et al., 2008). 

Klinikai felhasználását nehezíti a gyors  vese-clearance ennek ellenére a TRAIL/Apo2L 

citokin erősebb anti-tumor aktivitást mutat in vivo, mint a monoklonális ellenanyagok 

(Kelley and Ashkenazi, 2004).  
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Molekula Gyártó Cél Jellemzés Tumor típus Klinikai státusz 

Apo2L/TRAIL Amgene/ Genentech DR4/5 rh TRAIL 

CRC, O, L, M fázis I 

NHL fázis I/b 

NSCLC fázis II 
HGS-ETR1, 

( mapatumumab) Human Genome Sciences DR4 teljes humán MAb vegyes fázis I/II 

HGS-ETR2 
(lexatumumab) Human Genome Sciences DR5 teljes humán MAb szolid tumorok fázis I/II 

LBY135 Novartis DR5 humanizált MAB szolid tumorok fázis I 

CS-1008 
(TRA-8) Daiichi Sankyo DR5 humanizált MAB vegyes carcinoma fázis I 

AMG 655 Amgen DR5 teljes humán MAb CRC, P fázis I/II 

Apomab 
(drozitumab) Genentech DR5 teljes humán MAb szolid tumorok fázis I/II 

 

1. táblázat. Human rekombináns TRAIL-lel és DR4, DR5 agonista ellenanyagokkal végzett 
klinikai vizsgálatok. CRC: colorectalis carcinoma, O: ovarium, L: tüdő, M: myeloma, NHL: 
non-Hodgkin limfóma, NSCLC: nem kis sejtes tüdőrák, P: pankreasz 

 Azokra a preklinikai vizsgálatokra alapozva, melyek szerint a 

rhabdomyosarcoma (RMS) vonalak egy része rendkívül érzékeny a TRAIL-re illetve 

anti-DR5 antitestekre (drozitumab) (Kang et al., 2011; Petak et al., 2000), az RMS is 

része annak a Fázis I/II klinikai vizsgálatnak amely 2007-ben indult és gyermekkori 

sarcomak drozitumab kezelésének klinikai hatását vizsgálja 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 hatásos daganatellenes 

klinikai felhasználása érdekében meg kell ismernünk a TRAIL-R-okhoz kapcsolódó 

jelpályákat, az érzékenyítő vagy rezisztenciát okozó molekuláris elemeit, hogy 

megfelelő diagnosztikai eljárással kiválaszthatók legyenek a terápiára alkalmas  betegek 

vagy megfelelő kombinációs terápiával lehessen a rezisztenciát legyőzni. 

2.2.5. TRAIL szignál 

2.2.5.1.  A TRAIL-receptor komplex  

A TRAIL által kiváltott másodlagos jelátviteli pályákról jó összefoglaló 

elemzések készültek a közelmúltban (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 trimerizált ligand és három receptor alkotja. A 

DR5 extracelluláris doménje 3 cisztein gazdag doménből (cysteine-rich domain, CRD) 

áll, melyekben 6 cisztein 3-3 diszulfid hidat alkot. A TRAIL kötőhelyei a receptor 
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CRD2 és CRD3 doménjein helyezkednek el, a trimerizált ligand belesimul a monomer 

receptorok által képzett árokba (Hymowitz et al., 1999; Hymowitz et al., 2000).   

 

 

 

2. ábra: A TRAIL–DR5 komplex szerkezete. A TRAIL (114-281 as.) trimer ligand (szalag-
ábrázolás, kék, piros, zöld) és a DR5 receptorok extracelluláris doménjének (térkitöltéses 
megjelenítés) kapcsolódása röntgen-diffrakciós meghatározás alapján.  Egy egyedi TRAIL 
ligand két DR5 receptorhoz is kapcsolódik, a trimer szerkezetet egy központi cink (Zn) atom 
stabilizálja (Ashkenazi et al., 2008).  

  A TNFR családban a ligand indukálta receptor trimerizációs modell 

széleskörben elfogadott jelenség. Azonban mind a Fas, mind a TNFR1 és TNFR2 

receptor esetében leírtak ligand nélküli receptor trimerizációt is (Chan et al., 2000; 

Papoff et al., 1999). A megfigyelés alapján született egy alternatív modell, mely szerint 

a receptorok képesek kapcsolódni a ligandkötődés hiányában is, a ligand-független 

oligomerizációs doménen (pre-ligand assembly domain,  PLAD) keresztül. A PLAD a 

receptorok első CRD régiójában található és a monomerek kapcsolódását segíti elő. 

PLAD-függő kapcsolódást a DR4 és DR5 receptorok esetében is megfigyeltek (Clancy 

et al., 2005). Transzgenikus kísérletek eredményei szerint a DR4 és DR5 extracelluláris 

doménjei egymással és a DcR2–vel is kapcsolódhat, ami képes felbontani a DR4 és 

DR5 homotrimer struktúrákat, de ehhez hasonló heterotípiás ligand nélküli receptor-

asszociációt endogén expressziós körülmények között még nem írtak le.  

A TRAIL jelút elindulásának fontos szabályzója lehet a DR4 és DR5 receptorok 

poszttranszkripcionális módosítása glikoziláció vagy palmitoiláció révén. A DR4, DR5 

O-glikozilációja szükséges a receptorok hatékony ligand indukált aggregációjához, ami 

ezt követően a DISC összeállásához és kaszpáz-8 aktivációhoz vezet. A DR5 receptor 

az extracelluláris doménjének specifikus helyein O-glikozilálódik. Ezek a  konzervált 
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glikozilációs helyek megtalálhatók a DR4 receptoron is, de a Fas és TNFR1 

receptorokról hiányoznak, így lehet a glikozilációnak szelektív hatása a TRAIL 

szignálra (Wagner et al., 2007). A daganatos sejtek TRAIL érzékenységének fontos 

biomarkerei lehetnek a specifikus O-glikozilációs enzimek, mint a GALNT3, 

GALNT14, FUT3, FUT6. A receptor palmitoiláció szintén részt vesz a halál-receptorok 

által indukált (extrinsic) apoptózis szabályozásában. A DR4 receptorok (de a DR5 nem) 

palmitoilált állapotban vannak a receptor transzmembrán- és haláldomén régiója közötti 

ciszteineken. A palmitoiláció farmakológiai gátlásával végzett kísérletek szerint a DR4 

receptor palmitoiláció szükséges azok lipid raftokba rendeződéséhez és a ligand 

kötődést megelőző trimerek képzéséhez (Rossin et al., 2009). A DR5 receptor 

lipidáltságának hiánya részben magyarázhatja, miért szükséges a DR5-öt „erősebben” 

keresztkötni az apoptotikus jelpálya bekapcsolásához, mint a DR4-et: a lipid-tutaj (raft) 

lokalicáció hiányában a spontán receptorsűrűség alacsonyabb lehet DR5 esetében, mint 

DR4-nél és nehezebben alakul ki szolubilis TRAIL stimulusra az oligomerizált DISC 

„mező” (Scott et al., 2009), (lásd még 2.2.5.5 fejezet). 

 

2.2.5.2. Az apoptózist indukáló szignálkomplex (DISC) 

A trimer ligandok kapcsolódásával aktivált DR4, DR5 receptorok intracelluláris 

haláldoménjei és a hozzájuk kapcsolódó fehérjék nagymolekulasúlyú komplexbe 

rendeződése eredményezi az apoptózist indukáló szignálkomplex (death  initiation 

signal complex, DISC) létrejöttét.  Az Apo2L/TRAIL-indukált DISC komponensei 

mára jól ismertek, a FAS DISC-jéhez hasonlóan oligomerizált receptorok, a FADD 

adaptor molekulák, kaszpáz-8 és, vagy kaszpáz-10 iniciátor kaszpázok és esetenként  a 

c-FLIP gátlófehérjék alkotják (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 

receptorcsalád tagjaira jellemzően nem rendelkeznek enzimatikus aktivitással, viszont a 

receptorok szignálkomplexében találunk katalitikus hatású fehérjéket, proteázokat, 

kinázokat, ubikvitin ligázokat. Konzervatív homológ fehérjeszerkezetek ún. homotípiás 

asszociáció révén biztosítják a kapcsolatot a molekulák között. A ligand bekötődés 

következményeként a DR4 és DR5 a FADD adaptor fehérjéhez kapcsolódik DD (death 

domain) interakción keresztül. A FADD rendelkezik DED (death effector domain) 

fehérjedoménnel is, melyek kapcsolatot teremtenek a kaszpázok és az adaptor fehérjék 
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között. A TRAIL jelútjában a FADD-hoz DED-en keresztül a kaszpáz-8 és kaszpáz-10 

és/vagy az antiapoptotikus c-FLIP molekula kapcsolódik (ld. 3. ábra).  

A c-FLIP az egyik legfontosabb haláldomént (DD) tartalmazó reguláló molekula 

a DISC-ben. A cFLIP splice variánsai közül hármat mutattak ki humán mintákban: két 

rövid variáns a c-FLIPS és a c-FLIPR és egy hosszú variáns a c-FLIPL.  A c-FLIPS két 

tandem DED domént tartalmaz rövid C-terminális véggel és gátolja a receptor által 

közvetített apoptózist azáltal, hogy verseng a kaszpáz-8 és kaszpáz-10 molekulákkal a 

FADD-hoz kapcsolódásban. A c-FLIPR esetleges szerepe a TRAIL jelútjában még nem 

ismert. A c-FLIPL két DED domént tartalmaz az N- terminális részen és két inaktív 

kaszpáz-szerű domént is a C-terminálison. A kaszpáz-8 és kaszpáz-10 molekulákkal 

homológ szerkezetű, de az aktív centrumából hiányzik a kaszpáz működéshez szükséges 

katalitikus cisztein rész (Irmler et al., 1997; Thome et al., 1997). Ez a hosszú izoforma 

általában a kaszpáz-8-nál kisebb mennyiségben expresszálódik tumorsejtekben, a 

kaszpáz-8-cal együtt a DISC-hez kapcsolódik és gátolja az inciátor kaszpázok 

aktivációját. A kaszpáz-8 aktiváció két lépésben zajlik, előbb dimerizálódik, majd 

hasítódik. Egy kaszpáz-8 molekula egy másik kaszpáz-8 közelébe kerül a DISC-ben a 

FADD-hoz kötődve autokatalitikusan hasítódik. A c-FLIPS jelenlétében a prokaszpáz-8 

inaktív állapotban marad a DISC-ben és nem játszódik le apoptózis.  A c-FLIPL  

heterodimerizálódik a prokaszpáz-8-cal a DISC-ben, aktiválja azt, de a hasítódása nem 

következik be (Micheau et al., 2002). A c-FLIPL funkciója a DISC-ben összetett; 

túltermelése megvédi a sejteket az apoptózistól, túlélési utakat aktivál, mint az NF-κB- 

és a MAPK- szabályozta jelutak, másrészt a cFLIP-nek lehet proapoptotikus szerepe is, 

kaszpáz-8-c-FLIPL  heterodimerként, ami a kaszpáz-8 aktivációját segíti elő a DISC-ben 

(Chang et al., 2002; Micheau et al., 2002). Úgy tűnik a kettős funkció között a c-FLIPL 

kaszpáz-8-hoz viszonyított relatív szintje dönt, ha magas a szintje  a kaszpáz-8-hoz 

képest, akkor az anti-apoptotikus hatása érvényesül, a DISC-ben kompetál a kaszpáz-8 

és -10 molekulákkal, ha a relatív mennyisége alacsonyabb, akkor heterodimerizálódik a 

kaszpáz-8-cal és -10-zel és támogatja az apoptózist.  

A kaszpáz-8 poliubikvitinálódása szükséges az aggregációjához és a teljes 

aktivációhoz. A DISC-ben a kaszpáz-8 kapcsolatba kerül a CUL3/ RbxI E3 

proteaszóma ligáz enzimmel, ami a kaszpáz-8 C terminális részének 

poliubikvitinálódását katalizálja. Expressziófokozó és csendesítéses vizsgálatok 
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eredményei szerint a Cul3/RbxI E3 ligáz kaszpáz-8 ubikvitilációt és a TRAIL jelútjának 

aktivációját segíti (Jin et al., 2009). A poliubikvitinált kaszpáz-8 az ubikvitinkötő 

sequestosome/p62- fehérjével lép kapcsolatba, melynek hatására a kaszpáz-8 molekulák 

a DISC-et elhagyva intracelluláris ubikvitin-gazdag fókuszokban csoportosulnak. Ez az 

áthelyeződés növeli a kaszpáz-8 lokális koncentrációját és elősegíti a teljes aktivációját. 

A DISC-ben aktiválódott és szolúbilizált kaszpáz-8 és -10 közvetlenül proteolitikusan 

aktiválhatja a kaszpáz-3-at, ami további végrehajtó kaszpázokat aktivál, kaszpáz-6-ot és 

-7-et, melyek működésének hatására lezajlik az apoptózis.  

 

2.2.5.3. Az apoptózis I-es és II-es típusú jelútja 

Az I-es típusú sejtekben a DISC-ben elegendő mennyiségű kaszpáz-8 

aktiválódik, ami közvetlenül aktiválja a végrehajtó kaszpázokat, legyőzve az 

antiapoptotikus XIAP hatását. Egyes sejttípusokban a DR4, DR5 által iniciált 

apoptózishoz szükség van az ú.n. belső (intrinsic) apoptotikus jelpálya 

bekapcsolódására is, mely során a mitokondrium intermembrán teréből szabadulnak ki 

fontos aktiváló fehérjék. Ezeket a sejvonalakat Krammer és munkacsoportja II-es típusú 

sejteknek nevezte el és először a FAS/FASL rendszer kapcsán figyelték meg (Peter and 

Krammer, 1998; Scaffidi et al., 1998).A II-es típusú sejtekben az aktiválódó kaszpáz-8 

mennyisége nem elegendő a kaszpázaktivációs kaszkád elindításához, az XIAP 

ellenében, ezért további jelerősítő mechanizmusra, a mitokondriális út bekapcsolására 

van szükség (Jost et al., 2009; Kaufmann et al., 2012).  

Ennek során a kaszpáz-8 hasítja a Bid-et (BH3 jellegű Bcl-2 családba tartozó 

fehérje), létrehozva a tBid-et, ami ezután kapcsolódik a molekulacsalád másik 

proapoptotikus tagjához a Bax-hoz vagy Bak-hoz (Li et al., 1998) (ld. 3. ábra). A 

kapcsolódás során konformáció változás történik, ami hozzájárul a mitokondriális 

pórusok formálódásához (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization) 

(Luo et al., 1998). Fontos különbség, hogy a Bcl-2 fehérje csak a II-es típusú sejtekben 

képes gátolni a receptor által indukált sejthalált, I-es típusúakban nem. Az I-es és II-es 

típusú sejtek molekuláris eltéréseire két magyarázat is született.  
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3. ábra: A TRAIL receptorai által aktiválódó molekuláris jelpályák. A sejtfelszínen a DR4 és DR5 
receptorok trimerekbe rendeződnek a PLAD doménen keresztül. A homotimer TRAIL ligand 
kapcsolódásával a receptorok nagy molekulasúlyú komplexekbe rendeződnek. A receptorok 
intracelluláris részéhez kapcsolódik a FADD, a kaszpáz-8 és kapszpáz-10 vagy a gátló c-FLIP, 
létrehozva a DISC-et. A DISC a membránban lipid szigetekben helyezkedik el és a citoszkeletonhoz 
kapcsolódik. A kaszpáz-8-at a cullin-3/Rbx1-based E3 ubikvitin ligáz komplex ubikvitinálja, az A20 
enzim pedig deubikvitinálja. Az ubikvitin kötő p62 fehérje az ubikvitinált kaszpáz-8-hoz kötődik és azt 
intracelluláris ú.n. ubikvitin gazdag fókuszokba szállítja, ami szükséges a kaszpáz-8 intenzív 
aktivációjához (szolúbilizált tetramer). Az I-es tipusú sejtekben elegendő mennyiségű kaszpáz-8 
aktiválódik, ami közvetlenül aktiválja a kaszpáz-3, 6 és 7 végrehajtó kaszpázokat (kaszpázkaszkád) 
olyan magas intenzitással, amelyet az XIAP fehérje már nem győz megakadályozni. A II-es típusú 
sejtekben a kaszpáz-8 aktivitás alacsonyabb intenzitással próbálja begyújtani a kaszpázkaszkádot, amit 
az XIAP fehérje még képes blokkolni. Ekkor átveheti a kaszpázkaszkád begyújtásának feladatát a 
mitokondriális jelpálya. A kaszpáz-8 hasított Bid (tBid) akkumulálódik (a proteaszómális lebontása 
ellenére) a mitokondriumba transzlokálódik, ahol a Bax és Bak proapoptotikus molekulákon keresztül a 
mitokondrium külső memebránjának permeabilizációjához vezet. A mitokondriumból kiszabaduló 
fehérjék egyrészt az XIAP fehérjét semlegesítik (Smac, HTRA-2), másrészt további iniciátor kaszpáz 
aktivitást generálnak (citokróm C az apoptoszómával).  A mitokondriális úton az apoptotikus szignált a 
Bcl-2 család proapoptotikus és antiapoptotikus tagjai szabályozzák. A II-es típusú sejtekben a 
mitokondriális utat gátolva Bcl-2 vagy Bcl-XL overexpresszióval elmarad az apoptózis folyamatának 
lejátszódása. A TRAIL kapcsolódva a receptorához a kaszpázkaszkádon kívül intracelluláris 
kinázkaszkádot is elindíthat, mint az IKK, JNK, p38 MAPK, és PKB/Akt úvonalak. Ebben az esetben 
egy intracelluláris ú.n. II-es komplex jön létre, melynek alkotói a FADD, TRADD, kaszpáz-8, kaszpáz-
10, Rip1 TRAF2 és IKK-γ. Ezek pro- és anti-apoptotikus szignálokat aktiválnak. 
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Az egyik szerint a II-es típusú sejtekben a c-FLIP heterotípiás kapcsolódása a 

kaszpáz-8-cal gátolja a a kaszpáz-3 aktiváláshoz szükséges szolúbilis, proteolitikusan 

teljesen aktív kaszpáz-8 megjelenését, viszont nem akadályozza a Bid hasítását. 

A c-FLIP magas szintjét különböző daganattípusokban is leírták, vastagbél 

karcinomában, melanómában, pankreász karcinomában, Burkitt limfómában (Elnemr et 

al., 2001; Ryu et al., 2001). 

A másik elmélet szerint az antiapoptotikus XIAP-nak van döntő szerepe, a II-es 

típusú sejtekben ugyanis a XIAP fehérjék gátlás alatt tartják a végrehajtó kaszpázokat és 

az XIAP antagonista Smac fehérje mitokondriumból történő kiszabadulására van 

szükség a kaszpázkaszkád belobbanásához (Jost et al., 2009). Az elméleteket 

összegezve egy adott sejtben c-FLIP és a kaszpáz-8 illetve a XIAP és a Smac aránya 

együttesen döntheti el, hogy I-es vagy II típusú lesz a TRAIL indukálta apoptózis. 

 

2.2.5.4. Nem-apoptótikus TRAIL szignálok  

A TRAIL szignál a végrehajtó kaszpázok aktivációján túl, mely apoptózis 

lezajlásához vezet, nem apoptótikus utakat is képes elindítani, mint az NF-κB, protein 

kináz B (PKB)/ Akt, és a MAPK útvonalak (Chaudhary et al., 1997; Sheridan et al., 

1997). Míg az apoptózis molekuláris mechanizmusa mára jól ismert, annak részletei 

hogyan képes a TRAIL befolyásolni a sejt túlélését vagy proliferációját még több 

ponton kérdéses. A receptor és a ligand kapcsolódásának következtében kialakuló 

membránkötött DISC disszociál és létrejön egy második komplex, mely már nem 

tartalmazza a receptort és a ligandot (ld. 3. ábra). Erről az intracelluláris II-es 

komplexről, melynek eddig ismert alkotói a RIP-1, TRAF2, kaszpáz-8, FADD, 

TRADD, IKK-γ, indulnak el a túlélési útvonalak, melyek transzkripciós faktorokon 

keresztül fejtik ki hatásukat (Degli-Esposti et al., 1997; Jin and El-Deiry, 2006; 

Varfolomeev et al., 2005).  

TRAIL indukált NF-κB aktiváció: az NF-κB dimer formájú transzkripció faktor számos 

olyan gén transzkripcióját befolyásolja, amely az öröklött és szerzett immunválasz 

során, stresszhatásra, apoptózisban és proliferáció során aktiválódik. A TRAIL a 

TRAIL-R1, TRAIL-R2 és  érdekes módon a DcR-2 receptorokon keresztül aktiválja az 

NF-κB útvonalat (Degli-Esposti et al., 1997; MacFarlane, 2003). A DISC-ben jelenlévő 

RIP-1 aktiválja a NIK kinázt, ami az IKK1-ből és IKK2-ből álló IKK komplexet 
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foszforilálja és aktiválja (Malinin et al., 1997). Az IκB a citoplazmában tartja az NF-κB-

t, míg az IKK komplex által foszforilálódik és fokozódik a proteolitikus lebontása a 

proteaszómán keresztül. A gátlás alól felszabaduló NF-κB bejut a sejtmagba, ahol 

aktiválja célgénjeit. A TNF jelúttal ellentétben a TRAIL esetében a TRAF2 szerepe az 

NF-κB szignálban nem teljesen tisztázott. Egyrészt a TRAF2 deléciós mutáns formája 

erősen gátolja a TRAIL-R1, TRAIL-R2 és a DcR-2 indukált NF-κB aktivációt (Hu et 

al., 1999), másrészt a TRAF2 hiányos egér embrionális fibroblasztokban normális a 

TRAIL szignálja (Lin et al., 2000). A halálreceptorok működése szempontjából fontos, 

hogy az NF-κB elősegíti számos anti-apoptotikus fehérje, köztük a cIAP-1/2, XIAP, 

cFLIP, Bcl-XL expresszióját. (Wajant, 2004). Ezek közül a cFLIP-nek központi a 

szerepére már utaltam a TRAIL-indukált apoptózis szabályozásában. Proteaszómagátlók 

alkalmazása esetén az IκB nem degradálódik és inaktív állapotban tartja az NF-κB-t. Ez 

egy lehetséges módja a TRAIL rezisztens sejtek érzékenyítésének, de nem minden 

esetben elégséges az NF-κB gátlás a TRAIL-en keresztüli apoptózis lejátszódásához 

(Ganten et al., 2005). TRAIL rezisztens cholangiocarcinoma sejtek esetén TRAIL 

kezelés hatására az NF-κB jelút aktiválódott  és a tumor invázióját és áttétképzését 

segítette (Ishimura et al., 2006). Érdekes módon az NF-κB csendesítése ezekben a 

sejtekben nem állította vissza a TRAIL érzékenységet, de teljesen megszüntette a 

TRAIL által kiváltott inváziót és migrációt. A TRAIL klinikai felhasználásának 

szempontjából tehát igen fontos lenne pontosan felderíteni a TRAIL által kiváltott NF-

κB aktiváció mechanizmusát és annak hatásait.  

 

2.2.5.5.  Szolúbilis és membránkötött TRAIL 

Újabban kimutatták, hogy a DR4 és DR5 receptorok jelút aktiváló képessége 

között különbségek vannak. DR4 és DR5 specifikus ellenanyagok antigén-kötő 

fragmentumaival (Fab) végzett kísérletek szerint a DR4 receptor mind a szolúbilis, 

mind a membránkötött liganddal aktiválható, a DR5 receptor ezzel szemben csak a 

membránkötött vagy ellenanyaggal másodlagosan keresztkötött szolúbilis formával 

aktiválható (Wajant et al., 2001). 

Emellett különbségek vannak a DR4 és DR5 receptorok és azokon keresztül a 

TRAIL szolúbilis, ellenanyaggal keresztkötött szolúbilis illetve membránkötött 

változatának aktiváló képessége között.  A szolúbilis TRAIL azoknak a sejtvonalaknak 
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az apoptózis indukciójához elég, melyekben a DR4 és a DR5 specifikus ellenanyag is 

hatásos. Ezekben a sejtvonalakban az IL-6 szekréció és az NF-κB aktiváció kiváltható 

keresztkötött, nem keresztkötött TRAIL-lel és mindkét receptor specifikus 

ellenanyagával is. Azonban a keresztkötött szolúbilis TRAIL azoknak a sejtvonalaknak 

az apoptózis indukciójához szükséges, melyekben csak a DR5 specifikus ellenanyag 

okoz sejthalált.  A c-Jun N-terminal kináz (JNK) aktiváció pedig csak keresztkötött 

szolúbilis TRAIL vagy anti-DR5 ellenanyag használatakor figyeltek meg.  

Összességében elmondható, hogy a DR4 a keresztkötött és nem-keresztkötött 

szolúbilis TRAIL hatására aktiválja az apoptózist és az NF-κB jelutat ezzel szemben a 

DR5 receptor esetén az apoptózis, az NF-κB és a JNK jelút aktiválódhat a keresztkötött 

vagy membránkötött TRAIL jelenlétében (Muhlenbeck et al., 2000). 

 

2.2.6. A TRAIL jelpálya érzékenyítése proteaszómagátlással  

Az ubikvitin-proteaszóma rendszer alapvető és igen sokrétű szerepet tölt be a 

sejt biokémiai folyamataiban. A proteaszóma gátlása minden sejttípusban erős stresszt 

okoz (ezáltal chaperon fehérjék termelését indukálja) (Nagy et al., 2005). A 

daganatsejtek különösen érzékenyen reagálhatnak a proteaszómális fehérje lebontás 

csökkenésére. Ennek a hátterében is, a TRAIL-érzékenységhez hasonlóan, a 

transzformáció során kialakuló molekuláris változások állhatnak. Melanómákban 

például proteaszómagátlás (bortezomib) hatására jelentősen emelkedett a c-Myc fehérje 

mennyisége. A c-Myc domináns transzkripciós szabályozó faktora a Bcl-2 családba 

tartozó Noxa génnek. A Noxa, mint BH3 típusú fehérje a mitokondrium permeabilitását 

idézi elő olyan sejtekben, ahol az Mcl-1 az elsődleges gátlója a Bak aktivitásának 

(Fennell et al., 2008). 

A proteaszómagátlásnak (rhabdomyo)sarcoma sejtekre kifejtett hatásáról csak 

nagyon szorványos adatok állnak rendelkezésre.  Metasztatikus sarcomásokkal végzett 

bortezomib kezelés fázis II vizsgálata szerint minimális specifikus hatást értek el, 25 

betegből 1 reagált részlegesen (leomyosarcoma) (Maki et al., 2005). Egy preklinikai in 

vitro és in vivo vizsgálat szerint RMS sejtvonalakban alacsony (13-26 nM) 

koncentrációjú bortezomib kaszpáz-mediált apoptózist és növekedésgátlást indukált 

(Bersani et al., 2008). 
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 Cél Proteaszóma gátló Tumor típus Szerző 

Bik, Bim PS-341 prosztata (4) és emlő (1) carcinoma (Nikrad et al., 2005) 

Bik, PS-341, MG132 vastagbél carcinoma(2) (Zhu et al., 2005a) 

Bax PS-341 B sejtes lymphoma (4) (Liu et al., 2008) 

smac EPO, MG132, PS-341 vastagbél carcinoma (RKO) (Nagy et al., 2006) 

Bcl-2 Mcl-1 EPO, MG132 PS-341 T sejtes lymphoma (Jurkat) (Nencioni et al., 2005) 

Bcl-2, Bcl-xl 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 et al., 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) 

kaszpáz-8 PS-341 prosztata carcinoma (Thorpe et al., 2008) 

XIAP MG-115  (primer) (Leverkus et al., 2003) 

XIAP MG 115, MG132 hepatocelluláris 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 pankreász carcinoma (2) (Khanbolooki et al., 2006) 

DR5 MG-132 rhabdomyo- (1), fibro - (1), chondro- (1),  
synovialsarcoma (1) (Cheong et al., 2011) 

- PS-341 Ewing's  sarcoma (5) (Lu et al., 2008) 

- MG-132 Ewing's  sarcoma (8) (Van Valen et al., 2000) 
 
2. táblázat: Proteaszómagátlás érzékenyítő hatása a TRAIL-indukált apoptózisra. A leírt 
célmolekulák és a vizsgált daganatos elváltozások listája. A táblázatban szereplő vizsgálatok in 
vitro történtek, a tumor típusa a felhasznált sejtvonal eredetét jeltzi (Fulda 2011, alapján). 

Az első klinikumban is használatos proteaszómagátló a peptid-boronátok közé 

tartozó bortezomib (PS341/Velcade),  melyet az FDA (Food and Drug Administration, 

USA) regisztrált myeloma multiplex és a köpenysejtes limfóma kemoterápiás 

kezelésére (Kane et al., 2003). A bortezomib előnye a korábban használt gátlószerekhez 

képest, hogy nagymértékben specifikus és reverzibilis, így a citotoxikus hatásai 

mérsékeltebbek (Richardson and Mitsiades, 2005). Számos vizsgálat támasztja alá a 

bortezomib tumorellenes hatását elsősorban hematológiai daganatokban (Orlowski and 

Zeger, 2006) és bizonyos szolid tumorok kezelésében (Ludwig et al., 2005) önmagában 

és kemoterápiás szerekkel kombinációban.  
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 .  

4. ábra: Proteaszómagátlás hatása a TRAIL apoptotikus jelpályáira. A kiemelt proteinek 
proteaszómagátlás miatti mennyiségi változásai érzékenyítik a sejteket a TRAIL-indukált 
apoptózisra: a baloldalon kiemelt proteinek mennyisége növekedhet (nyíl), a jobboldalon 
kiemelt proteinek mennyisége csökkenhet (ütközőjel) bortezomib hatására  (Mahalingam et al, 
2009). 

 Ha a bortezomib daganatellenes hatása lassú is vagy nem kifejezett, olyan 

változásokat eredményezhet a sejtek molekuláris összetételében, amelyek növelni 

tudják más daganat ellenes szerek hatékonyságát, többek között TRAIL-ét is, 

kombinációban használva. A TRAIL és a bortezomib együttes daganatellenes hatása, 

több szinten, az apoptózis külső halálreceptor mediált útján és a belső mitokondriális 

úton is érvényesül ((Fulda, 2011) (ld. 4. ábra, 2. táblázat). A bortezomib hatását a 

mitokondriális útra eddigi ismeretek szerint a Bim és/vagy Bik fehérjék akkumulációján 

(Nikrad et al., 2005; Zhu et al., 2005a), a Bax lebomlásának gátlásán (Liu et al., 2008), a 

Smac mitokondriumból citoszólba áramlásán (Nagy et al., 2006) és a tBid stabilitásának 

növelésén (Fulda, 2011) keresztül fejti ki.   
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A bortezomib használatakor, önmagában vagy TRAIL-el kombinációban, 

bizonyos anti-apoptotikus fehérjék, mint a Bcl-2, Bcl-XL vagy az Mcl-1 hasítódnak 

vagy termelődésük gátlódik (Conticello et al., 2007; Nencioni et al., 2005). A 

proapoptotikus Noxa, melynek szintjét, ahogy már említettem, növeli a bortezomib 

transzkripció útján, egyes esetekben csak az apoptózis kinetikáját gyorsítja fel TRAIL 

használata mellett, nem az érzékeny sejtek arányát növeli (Naumann et al., 2011). 

 A bortezomib a DR4 és DR5 receptor számának növelésével (Hetschko et al., 2008; 

Kandasamy and Kraft, 2008; Liu et al., 2007; Voortman et al., 2007), a DISC 

kialakulásának elősegítésével (Koschny et al., 2007), a c-FLIP molekula 

expressziójának csökkentésével (Sayers et al., 2003; Zhao et al., 2008) és a kaszpáz-8 

bomlásának gátlásával (Thorpe et al., 2008) hat az apoptózis külső útjára.  Emellett a 

bortezomib gátolja az NF-κB túlélési faktor aktivációját, ezen keresztül pedig a XIAP 

termelődését csökkenti, így is érzékenyítve a TRAIL indukált apoptózisra (Kashkar et 

al., 2007; Voortman et al., 2007)  

A TRAIL és a proteaszómagátlás szinergizmusáról sarcoma sejtekben három 

vizsgálat született. Két közlemény számol be Ewing sarcoma sejtvonalakról  (Lu et al., 

2008; Van Valen et al., 2000) és a közelmúltban egy közlemény jelent meg más 

sarcoma vonalak mellett egy RMS sejtvonal felhasználásával (Cheong et al., 2011) 

A proteaszómagátlás tehát vagy tucatnyi molekuláris komponens 

megváltozatásán keresztül érzékenyítheti a különböző daganat-sejttípusokat TRAIL-

indukált apoptózisra. A szinergia molekuláris mechanizmusa erősen függ(het) a 

daganattípusoktól illetve a transzformáció molekuláris hátterétől és valószínű, hogy 

számos esetben több összetevője is lehet.  
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2. 3. A mesenchymalis őssejt (MSC) daganatellenes hatásai 

2.3.1. Bevezető  

A mesenchymalis őssejteket vagy más néven multipotenciális strómasejteket 

(mesenchymal/multipotential stem/stromal cells, röviden MSC sejtek) ma már 

felhasználják a regeneratív orvoslásban köszönhetően annak, hogy multipotens 

differenciálódási képességgel rendelkeznek, viszonylag könnyen hozzáférhetőek és in 

vitro kultúrában egyszerűen szaporíthatóak (Charbord, 2010; Nombela-Arrieta et al., 

2011; Tolar et al., 2010). Az a tulajdonságuk, hogy képesek a tumorba illetve annak 

környezetébe vándorolni, felveti annak a lehetőségét, hogy ezeket a sejteket genetikai 

módosításuk után tumorellenes molekulák célbajuttatására használjuk (Ciavarella et al., 

2011; Grisendi et al., 2011). Korábban az MSC sejtek regenerációs hasznosulását abban 

látták, hogy azok a sérült szövetbe vándorolnak (homing), tartósan megtelepednek és 

megfelelő szöveti sejtté differenciálódnak. Mostanra kiderült az is, hogy a közvetlen 

betelepedés mellett (vagy helyett) az MSC sejtek akár távoli szövetekből is képesek 

egyfajta karmesterként, főleg a citokin szekréciós profiljukon keresztül irányítani, 

fokozni a szövetek, a szervezet saját regenerációs képességét, illetve befolyásolni a 

daganatok progresszióját is  (Kiss et al., 2008; Lee et al., 2009; Prockop et al., 2010).  

Ebben az irodalmi áttekintésben az MSC sejtek rövid jellemzése után a 

daganatellenes terápiában felmerülő lehetséges szerepüket elemzem az irodalom 

áttekintésével (a regeneratív hatást csak érintve) arra keresve a választ, hogy milyen 

szoros kapcsolatba (távoli humorális, közeli parakrin vagy sejt-sejt kontaktus) kell 

kerülnie az MSC sejteknek a daganat sejtekkel (szövettel), hogy daganatellenes 

hatásukat kifejtsék. 

2.3.2. A mesenchymalis őssejtek alapjellemzői  

A mesenchymális őssejteket Friedenstein és mtsai írták le először az 1960-as 

években, mint csontvelőből izolálható és in vitro kultúrában tenyészthető, fibroblaszt-

szerű morfológiát mutató kolóniaképző sejteket (Friedenstein et al., 1966). Mára 

kiderült, hogy a csontvelő mellett számos magzati és felnőtt szervben előfordulnak 

hasonló tulajdonságú sejtek, így magzatburokban, magzatvízben és magzati 

szövetekben (Campagnoli et al., 2001; in 't Anker et al., 2003), izomban (da Silva 

Meirelles et al., 2006; Hegyi et al., 2010), szívben, zsírszövetben, perifériás vérben 
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(Zvaifler et al., 2000), bőrben (Toma et al., 2001) kötőszövetekben (De Bari et al., 

2001). Úgy tűnik gyakorlatilag minden szerv, ami tartalmaz kötőszövetet, MSC-ket is 

tartalmaz. Gyakoriságukat a csontvelőben 1: 105- 1: 106-ra becsülik. 

A mesenchymalis őssejtek nem képesek korlátlan számú önfenntartó osztódásra, 

az osztódások során öregszenek, a plaszticitásuk lecsökken, majd nagyjából 40 osztódás 

után szeneszcenssé válnak, leáll a szaporodásuk. Mesenchymalis őssejtek több forrásból 

nyerhetőek, legjobb hatékonysággal csontvelő aspirátumból izolálhatók. Zsírszövetből 

és köldökzsinórból friss köldökzsinór vérből 30-63%-os hatékonysággal, lényegesen 

kisebb hatékonysággal (19,5%) fagyasztással konzervált köldökzsinórvérből , (Kern et 

al., 2006; Rebelatto et al., 2008) (Bieback et al., 2004) A szöveti őssejtek között a 

legtöbbet vizsgált és legjobban karakterizált csoport. Általában elmondható, hogy az 

őssejtek azonosítása nem köthető egyetlen vagy kisszámú felszíni marker 

megjelenéséhez. Valójában igen nehéz meghatározni, milyen sejteket nevezünk 

mesenchymalis őssejteknek és hogyan tudjuk őket megkülönböztetni a belőlük 

származó fibroblastoktól és pericitáktól. A human MSC pozitív a következőkre: CD10, 

CD13, CD29 (β1-integrin), CD44, CD49e (α5-integrin), CD54 (ICAM-1), CD58, 

CD71, CD73 (SH3), CD90 (Thy-1), CD105 (SH2/endoglin), CD146, CD166, CD271, 

vimentin. Gyengén expresszálják: HLA I osztályú antigéneket, CD123-mat. Emelett 

negatív az alábbiakra: CD14, CD34, CD45 hematopoetikus markerek, CD31 

(endotheliális markerek), CD40, CD80, CD86, human leukocyta antigén (HLA)-DR, és 

más HLA II osztályú antigének. A mesenchymális őssejtekkel foglalkozó 

munkacsoportok különböző markereket tartanak fontosnak és egymástól eltérő egyéb 

kritériumokat állítottak föl az izolált és tenyészetett sejtek karakterizálásához. Ezért 

szükség volt egységes definíció felállítására, így 2006-ban az International Society for 

Cellular Therapy ajánlást tett közzé mely szerint mesenchymális őssejt az, ami 

egyidejűleg megfelel az alábbi három kritériumnak (Dominici et al., 2006):  

• Adherensek 

• ≥95%-ban expresszálnak MSC specifikus markereket (CD105, CD73, 

CD90) és hiányoznak róluk (≤ 2 % pozitív) a hematopoetikus/ 

endotheliális markerek 

• Csont-, porc- és zsírsejtekké egyaránt képesek differenciálódni 
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5. ábra: MSC: mesenchymalis őssejtek avagy multipotenciális strómasejtek. Számos szövetből 
kinyert adherens sejtfrakció tartalmaz stromális progenitor sejteket, melyek fibroblaszt-szerű 
morfológiával rendelkező kolóniákat (CFU-F) alkotnak. Ezek a klónok huzamos ideig 
tenyészthetőek anélkül, hogy elveszítenék multipotenciális képességüket. Klasszikusan ezeket a 
sejttenyészeteket nevezik MSC-nek. Ezek a sejtek megfelelő körülmények között 
differenciálódhatnak specifikus mesenchymalis sejttípusok irányába, illetve egyes eredmények 
szerint más típusú: izom, endotél, neuronális irányba (még vita tárgya, hogy ezeknek a 
progenitorai azonosak–e tripotenciális klasszikus MSC sejtekkel) (Nombela-Arrieta et al., 2011) 

 A mesenchymalis őssejtek gyakorlatban könnyen hozzáférhetőek, izolálhatóak 

majd szövettenyészetben könnyen fenntarthatóak. Izolálásuk ma is adherenciájukon 

alapszik. A kultúrából a nem adherens vérképző sejtek mosással egyszerűen 

eltávolíthatóak, a megmaradt sejtek fibroblaszt-szerű morfológiával rendelkező 

kolóniákat (CFU-F) képeznek. A morfológiailag többé-kevéssé homogénnek tűnő, 

exponenciálisan növekedő sejttenyészetet, ami már nem tartalmaz vérképző elemeket, 
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tekintjük MSC sejtkultúrának. Az ilyen tenyészetekben mindig történik spontán 

differenciáció is, így egy heterogén, mesenchymalis őssejtekből és a belőlük képződött 

tri- bi- és unipotens elődsejtek keverékéből álló sejtkultúrát kapunk (Baksh et al., 2004).  

2.3.3. Az MSC sejtek célzott vándorlása, „homingja” 

Az MSC sejteknek ismert tulajdonsága, hogy képesek in vitro transwell 

migrációs esszében tumorsejtekhez, in vivo állat modellekben pedig primer és 

metasztatikus tumorba vándorolni (Khakoo et al., 2006; Kim et al., 2008; Loebinger et 

al., 2009; Menon et al., 2007; Nakamizo et al., 2005). Ennek körülményei még nem 

teljesen tisztázottak, legerőteljesebb hatásnak a daganatok mikrokörnyezetében 

felszabaduló kemotaktikus anyagok csalogató hatása látszik. A daganatok számos olyan 

kemokint és citokint termelnek, melyek receptorai a mesenchymalis őssejtek felszínén 

megtalálhatók, ezek között az epidermális növekedési faktort (EGF), vaszkuláris 

endotheliális növekedési faktor-A (VEGF-A), stómális növekedési faktor (stromal-

derived growth factor-1α/SDF-1-α/CXCL12), IL-8, IL-6, granulocita-macrofág kolónia 

stimuláló faktor, Ang1, monocita kemoattraktáns protein-1 (CCL2), hemopoetikus 

növekedési faktor, transzformáló növekedési faktor β-1 (TGF-β) és az urokináz tipusú 

plazminogén aktivátor (Feng and Chen, 2009; Studeny et al., 2004; Wels et al., 2008).  

A tumorhoz vándorlás szabályozása az MSC sejtek esetében hasonló lehet a leukociták 

migrációjához. Mind a P-szelektin, mind a vaszkuláris adhéziós molekula-1 is 

meghatározza az MSC sejtek endothéliumhoz kapcsolódását (Ruster et al., 2006). A 

leukociták migrációjában fontos molekulákat, integrineket, szelektineket, kemokin 

receptorokat (CCR1, CCR4, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR4, CXCR5, CXCR6, 

CXCR1) az MSC-k is expresszálnak felszínükön (Ringe et al., 2007; Von Luttichau et 

al., 2005). A haematopoetikus sejtek migrációjában fontos CXCL12 – CXCR4 ligand- 

receptor páros szerepét MSC-k esetében még nem tisztázták. Wynn és kollégái (Wynn 

et al., 2004) megnövekedett CXCR4 expresszióról számolnak be, inkább 

intacellulárisan, mint sejtfelszínen, mások nem tudtak CXCR4 exprsessziót detektálni 

MSC-ken (Von Luttichau et al., 2005), illetve a CXCR4 blokkolása nem volt hatással az 

MSC-k migrációjára. Nehezíti a specifikus migráció részletes megismerését az a 

megfigyelés, hogy in vitro kultúrában tartva az MSC sejteket, azokon csökkenhet a 
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kemokin receptor expresszió, a vizsgálatban 2 ill 12-16 passzázson átesett MSC-k 

kemokin receptor expresszióit hasonlították össze (Honczarenko et al., 2006). 

2.3.4. Mesenchymális őssejtek hatása a daganatok növekedésre, progressziójára 

A terápiás céllal a szervezetbe juttatott MSC sejtek növekedésgátló és stimuláló 

hatással is lehetnek a már meglévő daganatokra. Általánosan használt modell szerint 

humán MSC sejtek keresik a kapcsolatot az egérben növő humán daganatokkal. Az 

MSC sejteket a tumor környékére (intra vagy peritumorálisan) vagy szisztémásan 

(intravénásan, i.v.) injektálják az egérbe. Egyes vizsgálatok szerint az i.v. bejuttatáskor 

az MSC sejtek túlnyomó többsége (>90%-a) az egér tüdő alveoláris kisereiben kitapad, 

illetve beszorul a sejtek nagysága miatt. A sejteknek csupán néhány százaléka kerül 

kemotaktikus hatásra a sérült vagy daganatos szövetbe (Lee et al., 2009).  A bejuttatott 

és tüdőben kitapadt, megrekedt MSC sejtek parakrin módon, egy gyulladásgátló citokin 

termelésén (TSG-6) keresztül is képesekek távoli gyulladásokat megfékezni (pl. 

infarktus után a szívizom károsodását csökkenteni (Prockop and Youn Oh, 2012), vagy 

corneában a gátolni a szövetkárosodást (Roddy et al., 2011). Az MSC sejtek szervezetbe 

juttatásával kapcsolatban is felmerül a kérdés, hogy az MSC sejtek daganatellenes vagy 

a daganattámogató hatásukat az egér modellekben vajon szintén parakrin módon fejtik 

ki, vagy közvetlenebb, sejt-sejt kontaktust igényel-e valamelyik hatás. 

Khakoo és mtsai vizsgálatai szerint in vivo Kaposi szarkóma modellben az 

intravenasan beadott csontvelői eredetű hMSC letelepszik a tumorban ill. környezetében 

és közvetlen sejt-sejt interakción keresztül gátolja annak növekedését (Khakoo et al., 

2006). Szintén az MSC-k közvetlen sejtkontaktust igénylő hatását írtak le B16 

melanoma modell esetén a tumor növekedésének gátlásakor. A modellben az MSC 

sejtek daganatellenes funkciójához rés-kapcsolat (gap junction) szükséges a célsejttel 

(Otsu et al., 2009). Ugyanakkor szolúbilis faktor-mediált daganatgátlást figyeltek meg 

pankreász tumor modellben, ahol a zsírszövet eredetű MSC parakrin módon fejtette ki 

hatását. Az MSC sejtek és az MSC-vel kondícionált médium egyaránt csökkentette a 

tumorsejtek viabilitását és proliferációját. A szolúbilis faktor megfelelő hatásának 

eléréséhez ebben az esetben is az MSC-ket közvetlenül a daganatba kellett beadni 

(Cousin et al., 2009). 
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  Másrészről a mesenchymalis őssejteknek stimuláló hatása is lehet a daganat 

növekedésére, amit a leírások szerint az MSC elsősorban parakrin módon fejt ki. A 

daganatok növekedését segítheti az MSC-k szolúbilis faktorokon keresztül kiváltott 

immunszupresszáns hatása (Djouad et al., 2003), proliferáció serkentő (Zhu et al., 2006) 

vagy apoptózist gátló (Shinagawa et al., 2010; Yu et al., 2008), érképződés serkentő 

hatása (Galie et al., 2008; Muehlberg et al., 2009), valamint leírtak CCL5 kemokin 

termelést MSC-kben, ami elősegítette emlőrák-sejtek metasztázis képzését (Karnoub et 

al., 2007). 

Klopp én mtsai összefoglalójukban arra mutatnak rá, hogy azoknak a 

modelleknek többségében, ahol tumor segítő hatást írtak le magasabb az MSC - tumor 

sejtek aránya, mint a tumor növekedést gátló esetekben. A daganatnövekedést illetve a 

progressziót kimutató közleményekben gyakrabban fordul elő, hogy a szerzők 

zsírszövetből származó MSC sejteket alkalmaznak, mint a daganatgátlást felmutatók 

esetében. Az epidemiológiailag alátámasztott adatok szerint elhízással kapcsolatba 

hozható a daganatok progressziója és egy elmélet ennek hátterében a zsírszövetből 

kivándorló mesenchymalis strómasejtekre hívja fel a figyelmet (Zhang et al., 2010).  

2.3.5. Klinikai felhasználás szempontjai és a géntranszfer módjai MSC-be 

Őssejtterápiás próbálkozások kapcsán mindig felmerül a daganat keletkezés 

veszélye. Felkeltette a figyelmet néhány megfigyelés, melyek szerint a hosszabb ideig 

szövettenyészetben tartott és stressznek kitett MSC-k a transzformáció jeleit mutatták 

(Rubio et al., 2005). Több esetben is fény derült azonban arra, hogy az MSC 

transzformációra vezető kísérletekben valódi daganatsejtekkel átfertőzött MSC 

kultúrákból indultak ki és az eddigi klinikai gyakorlat sem igazolja az aggodalmakat 

(Torsvik et al., 2010). 

Állatkíséréetek és klinikai vizsgálatok igazolják, hogy az MSC-k allogén (a faj 

genetikailag eltérő másik egyede) esetenként xenogén (másik faj egyede) recipiensbe 

oltva sem váltanak ki immunválaszt (hipoimmunogének) (Mansilla et al., 2005). In vitro 

és in vivo is megfigyelhető immunszupresszív hatással rendelkeznek. Izolált majd 

szövettenyészetben tartott MSC-k az immunválaszban fontos szerepet játszó sejtek 

mindegyikét, T- és B-lymphocyták, hivatásos antigén bemutató sejtek (APC) és az NK-

sejtek funkcióját is gátolják in vitro (Kiss et al., 2008). 
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 Másik sarkalatos kérdés a biztonságos klinikai felhasználást illetően, hogy a 

transzfektált gén hatására vagy a bevitel módjának hatására kialakul-e nem kívánt 

genetikai változás a gazdaszervezetben. A mesenchymalis őssejtek in vitro genetikai 

manipulációja virális és nem virális módon történhet. A primer sejtek így a 

mesenchymalis őssejtek is nehezen transzfektálhatók a klasszikus nem-virális 

módszerekkel, mint a kalcium foszfát precipitáció, mikroinjektálás, lipofekció, és az 

elektroporáció. Ezek a módszerek lassan osztódó sejteknél nehezen használhatóak, 

magas a sejtek mortalitása, így kevésbé hatékonyak, mint a virális módszerek. Vírus 

eredetű rekombináns vektorokat elterjedten használják primer sejteknél célzott gén 

transzfer esetén. Jelenleg az adenovírus, lentivírus, retrovírus rendszerek a 

leggyakrabban használtak. A vírus vektorok előnye a velük elérhető nagy transzfekciós 

hatékonyság, akár nem osztódó sejtek esetén is, hátránya, hogy időigényes a vektor 

előállítása, magas biztonsági előírásokat kell betartani különösen humán sejtek esetén, 

rekombináns lentivírus használatakor limitált a bevihető inzert mérete, és a klinikai 

felhasználás során immunreakció alakulhat ki (Thomas et al., 2003). A retrovírus 

transzfekció klinikai felhasználásának nagy veszélye a gazdaszervezetben kialakuló 

genetikai változás, az onkogenetikus hatás a vektor beépülése során. Rekombináns 

retrovírusok használatát követően leírtak a gazdaszervezetben lezajló onkogén 

folyamatokat (Nair, 2008).  A retrovírus vektor kiválasztásánál, mint elsődleges 

veszélyforrást, fontos figyelembe venni a vektor beépülési helyét.  

Az általunk is használt nukleofekció egy új nem-virális transzfekciós technika 

primer sejtek és nehezen transzfektálható sejtek számára. Az elektroporációt kombinálja 

a kémiai transzfekció módszerével, a plazmid DNS-t vagy oligonukleotidot (siRNA) 

sejttípus függő pufferoldattal és pulzusparaméterrel juttatja közvetlenül a sejtmagba.  Ez 

a transzfekciós eljárás nem igényel sejtosztódást, így magas transzfekciós 

hatékonyságot biztosít primer sejtek esetén is. A technikát sikeresen alkalmazták NK- és 

monocyta sejtvonalak esetében (Maasho et al., 2004; Martinet et al., 2003) , embrionális 

őssejteken, csontvelői és zsírszövet eredetű-mesenchymalis őssejteken is 

(Lakshmipathy et al., 2004; Zaragosi et al., 2007). A módszer hátránya a magasabb 

költségek (nukleofektor készülék és a specifikus kit, pufferoldattal és küvettával) és a 

nukleofekció során indukált sejtpusztulás. 
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2.3.6. Mesenchymális őssejtek, mint vektor sejtek, daganatölő gének hordozói 

lehetnek  

Annak ellenére, hogy a génterápia alkalmazása daganatos megbetegedésekben 

számos előnnyel járhat, ez máig alig kiaknázott terület.  A klinikai felhasználás két fő 

akadályba ütközik, egyrészt a megoldatlan a vektor tumorhoz juttatása, másrészt a 

kiváltott immunválasz szab határt az alkalmazásnak. A mesenchymalis őssejtek, az 

előzőkben leírtak szerint mindkét problémára megoldást kínálhatnak, így az MSC 

sejteket módosítva daganatellenes anyagok szállítására lehetnek alkalmasak. 

  

3. táblázat: MSC, mint daganatellenes vektor sejt. Különböző transzgenikusan expresszált 
terápiás molekulák szállítására alkalmas MSC-k daganatellenes hatásának in vivo vizsgálatai. 
(BM-MSC: bone marrow mesenchymal stromal cell, AD-MSC: adipose tissue derived 
mesenchymal stem cell, CD-UPRT: Cytosine deaminase-uracil phosphoribosyl transferase, TK: 
tirozin kináz, i.v.: intravénás, i.t.: intratumorális) 

Szerző Tumor modell MSC forrása Terápiás molekula Bejuttatás 

(Studeny et al., 2002) Melanóma BM-MSC INF-beta i.v. 

(Studeny et al., 2004) emlő carcinoma BM-MSC INF-beta i.v. 

(Ren et al., 2008b) Prosztata c., tüdő metasztázis BM-MSC INF-beta i.v. 

(Ren et al., 2008a) Melanóma, tüdő metasztázis BM-MSC INF-alfa i.v. 

(Cavarretta et al., 2010) Glioblasztóma AD-MSC CD-UPRT i.v. 

(Matuskova et al., 
2010) 

Glioblasztóma AD-MSC TK i.t. és i.v. 

(Kucerova et al., 2008) Melanóma AD-MSC CD-UPRT i.v. 

(Kucerova et al., 2007) Vastagbél carcinoma AD-MSC CD-UPRT i.v. 

(Zischek et al., 2009) Pankreász carcinoma BM-MSC TK i.v. 

(You et al., 2009) Gyomor carcinoma BM-MSC CD-UPRT i.v. 

(Gao et al., 2010) Vese carcinoma BM-MSC IL-12 i.v. 

(Duan et al., 2009) Ewing sarcoma egér BM-MSC IL-12 i.v. 

(Elzaouk et al., 2006) Melanóma BM-MSC IL-12 i.v. 

(Yuan et al., 2006) Glióma BM-MSC IL-23 i.v. 

(Nakamura et al., 2004) Glióma BM-MSC IL-2 i.t. 
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 Az MSC-k szállítósejtekként való felhasználása olyan gének alkalmazását is 

lehetővé teszi, melyekről expresszálódó termékek egyértelműen daganatellenes 

hatásúak, viszont szisztémás adásukat megakadályozza a toxicitásuk vagy rövid 

féléletidejük. Az alábbi táblázatban foglalom össze az elmúlt évek számos 

próbálkozását, melyben az MSC sejteket daganat ellenes gén expressziójára. 

Számos állatmodellben, gliómában, metasztatikus melanómaban, mell- és 

prosztata rákban az IFNβ-t termelő MSC gátolta a tumorsejt növekedést, csökkentette a 

tumor méretét és növelte az állat túlélését (Nakamizo et al., 2005), míg a megemelt 

szisztémás IFNβ szint nem volt hatásos. Az IL-12 szekretáló MSC–kel is szignifikáns 

terápiás hatást értek el és hasonlóan az előzőhöz ez is csak lokális termelés esetén 

teljesült (Eliopoulos et al., 2008). Az IL-2 és IL-12-t termelő MSC-k immunválszt 

képesek kiváltani és növelik a tumorszövetet infiltráló gyulladásos sejtek számát. 

 

Szerző Tumor típus MSC forrása TRAIL-típusa Bejuttatás 

Kim SM 2008 Glióma Ucb-MSC szekretálódó trimer TRAIL i.t. 

Sasportas LS 2009 Glióma BM-MSC szekretálódó trimer TRAIL i.t. 

Menon LG 2009  Glióma BM-MSC szekretálódó trimer TRAIL i.c. 

Mohr A  2010 Pankreász tumor egér BM-MSC szekretálódó trimer TRAIL i.v. 

Yang B 2009 Glióma BM-MSC teljes-TRAIL i.t. 

Loebinger ML 2009 Emlő rák tüdő meta BM-MSC teljes-TRAIL i.v. 

Choi SA 2011 Glióma AD-MSC teljes-TRAIL  i.t. 

Mueller LP 2011 Vastagbélrák BM-MSC teljes-TRAIL  s.c. 

4. táblázat: TRAIL-t hordozó MSC sejtmodellek in vivo.  Szekretálodó és teljes-TRAIL-t 
kifejező MSC sejteket juttattak a jelzett módon (i.v.: intravénásan, s.c.: bőr alá 
(peritumorálisan), i.t: intratumorálisan, i.c:intracraniálisan) humán xenotranszplantált 
daganattípust hordozó egerekbe. 

TRAIL halálligandot expresszáló MSC-ket is használtak már tüdő-, emlő-, 

vastagbélrák, és glióma modellben, ahol szignifikáns in vivo daganatellenes hatást értek 

el vele. TRAIL esetében az is kérdés, hogy transzgénként vajon a teljes (full)-TRAIL 

daganatba juttatása hatásosabb terápia vagy az extracelluláris, lehasított rész (114-281 

as) szekretálható formája. A szekretálódó TRAIL esetében az az általános eljárás, hogy 

az extracelluláris részt kibővítik egy trimerizációra alkalmas ILZ doménnel (Kim et al., 

2008; Menon et al., 2009; Sasportas et al., 2009). Ezt a formát gyakran alkalmazzák in 
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vivo glióma modellekben. Más in vivo szoliddaganat- modellekben viszont inkább a 

teljes-TRAIL szekvenciát juttatják be a daganatokba MSC sejtekbe csomagolva 

(Grisendi et al., 2010b; Loebinger et al., 2009; Mohr et al., 2008; Mueller et al., 2011). 

Egyelőre nem született szisztematikus összehasonlító tanulmány arról, hogy a két 

TRAIL változat mekkora eltérést okozna, ha szállítóként MSC sejteket használnánk 

Viszont már történt egy összehasonlító vizsgálat, ahol adenovírussal juttatták be 

a két formát glióma sejtekbe in vitro, majd nem fertőzött glióma sejtekkel együtt 

transzplantálva egérben figyelték meg a daganat növekedését. Mindkét TRAIL változat 

regressziót okozott, de a szolúbilis TRAIL hatásosabbnak mutatkozott (Kim et al., 

2006). Egy másik kutatócsoport viszont azt találta, hogy szolúbilis, rekombináns (ILZ 

domén nélküli) TRAIL-re rezisztens colorectális daganatok egy csoportja apoptotikusan 

érzékeny az MSC-vel felkínált teljes-TRAIL-re (Mueller et al., 2011). Lehetséges, hogy 

glióma sejtek esetében az elegendő mennyiségben rendelkezésre álló szolúbilis TRAIL 

is képes megfelelően oligomerizálni és aktiválni a TRAIL receptorait. Más típusú 

daganat modellekben, mind rhabdomyosarcomák, viszont érdemes elvégezni ilyen 

összehasonlító vizsgálatokat. 
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3. CÉLKITŰZÉSEK 

1. Rhabdomyosarcoma sejtvonalak estén a szolúbilis TRAIL[114-281] 

(dulanermin) hatásának javítását szeretnénk elérni a rezisztencia lehetséges 

mechanizmusainak feltárásával és a rezisztencia felfüggesztését eredményező 

kombinációs kezelések alkalmazásával. 

a.) Észrevettük, hogy a TRAIL-nek ellenállóbb RD rhabdomyosarcoma 

sejtekben emelkedett a Bcl-2 protein kifejeződése. Azt kérdeztük, hogy vajon 

az RD sejtek esetében Bcl-2 termelődése valóban rezisztencia tényező-e. 

b.)  A proteaszóma magproteázainak gátlásával lehetséges-e a Bcl-2 

közvetítette apoptózis-rezisztencia felfüggesztése rhabdomyosarcoma 

sejtekben? 

c.)  Másfajta, TRAIL-receptor közeli rezisztenciával rendelkező 

rhabdomyosarcoma sejtvonalak TRAIL-érzékenységét is fokozni lehet-e 

proteaszómagátlással?  

 

2. TRAIL expresszáló mesenchymalis őssejtek (MSC-TRAIL) hatásának 

vizsgálata daganatos MSC sejtek előállítása csontvelőből és zsírszövetből. 

a.)  A trimerizációs doménnel rendelkező szekretálódó és a teljes TRAIL 

génkonstrukciók elkészítése. 

b.)  Nukleoporációs technika alkalmazása MSC sejtek esetén és a bevitt 

TRAIL gén expressziójának vizsgálata. 

c.)  A TRAIL- expresszió apoptotikus hatása az MSC sejtekre és a velük 

közös sejtkultúrában tartott daganatsejtekre (RD rhabdomysarcoma és HeLa 

carcinoma).  

d.)  Proteaszómagátlás hatása az MSC sejtekre a maga termelte és a kívülről 

adott rekombináns TRAIL jelenlétében. 

e.)  Az MSC-TRAIL sejtek daganatellenes hatása sejtkontaktus nélkül 

(transwell kísérletekben). 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK  

4. 1. Vegyszerek 

N-acetyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-norleucinal (LLnL) proteaszómagátló szert a 

Sigmától rendeltük a bortezomib (PS-341 vagy velcade) Millenieum Inc. (Cambridge, 

USA) ajándéka volt. Kaszpáz proteázok gátlására z-Val-Asp-fluoromethylketone-t (z-

VD.fmk; Bachem, Svájc) használtunk. A felsorolt vegyszerek mindegyikéből dimethyl-

sulfoxide-ban (DMSO, Sigma-Aldrich) készítettük el a törzsoldatot, amelyeket -20ºC-

on tároltunk, majd a kezeléseknél tenyésztőmédiumban a megfelelő végkoncentrációra 

higítottunk úgy, hogy a DMSO mértéke nem haladta meg a 0.1%-ot. A rekombináns 

TRAIL (aa.114-281) előállítását bakteriális rekombináns fehérje expressziós rendszerrel 

végeztük (Petak et al., 2003). Az általunk használt műanyagáruk Sarstedt, Corning és 

Eppendorf termékek voltak.  

A primereket és a génkonstrukció készítésére szánt oligonukleotidokat az 

Invitrogentől rendeltük, a reakciókhoz a Platinum Pfx és Platinum Taq DNS polimeráz 

(Invitrogen) enzimet használtuk. A PCR termékek gélelektroforéziséhez az agarózt és 

az ethidium-bromide-ot a Sigmától rendeltük, BlueJuice mintafelvivő puffert 

(Invitrogen) és 100 bp DNS létrát (Invitrogen) használtunk. A PCR termékek tisztítása a 

Montage PCR kitettel (Millipore) történt. A kész PCR termékeket klónozásához Zero 

Blunt Topo klónozós kitet (Invitrogen), a termeltetéshez pcDNA™3.1⁄V5-His TOPO® 

TA expressziós kitet (Invitrogen) használtunk. A transzformációt TOP10 E.Coli törzzsel 

végeztük (Chemically Competent Cells; Invitrogen), a klónokat tartalmazó baktériumok 

szelekciójához ampicillin vagy kanamycin (Sigma) antibiotikumot használtunk. 

4. 2. Felhasznált vektorok  

pCR-Blunt II-TOPO vektor (Invitrogen) 

A pCR-BluntII-TOPO plazmid vektor tompa végű PCR termékek klónozására 

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

linearizált vektor topoizomeráz enzimekkel asszociált formában található. A vaccinia 

vírusból származó topoizomeráz I specifikusan köti a kettősszálú DNS-t, és egy szálon 

hasítja minden 5’-CCCTT felismerő motívum után. A foszfodiészter kötés hasítása 

során felszabaduló energia a 3’ foszfátcsoport és a topoizomeráz I 274-es helyzetű 
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tirozinja közti kovalens kötésben konzerválódik. Ezt a kötést támadja meg a ligálás 

során az inszert DNS 5’ hidroxil csoportja, leszorítja a topoizomerázt a vektorról, és 

bekötődik a helyére A vektor tartalmazza az E.coli ccdB letális génjét a LacZα 

fragmenthez fűzve. A tompa végű PCR termék beépülése megszakítja LacZα- ccdB 

fúziós gén átíródását, így közvetlen pozitív szelekciót biztosít a rekombináns 

klónoknak. A vektor tartalmaz még kanamycin antibiotikum rezisztencia gént a vektort 

tartalmazó baktériumok szelekciójához valamint M13 reverse és forward szekvenáló 

primerhelyeket a beépült PCR termék szekvenciájának ellenőrzéséhez. 

pcDNA™3.1/V5-His TOPO vektor (Invitrogen) 

A pcDNA™3.1/V5-His TOPO® emlős expressziós vektorba nagy 

hatékonysággal lehet TA túlnyúló véggel rendelkező (Taq DNS polimerázzal 

amplifikált) PCR termékeket egy lépésben klónozni 

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ pcdna3.1topota_man.pdf). A vektor az 

előzőhöz hasonlóan lienarizált és I típusú Topoizomerázzal aktivált. A klónozandó PCR 

terméknek tartalmaznia kell a Kozak konszenzus szekvenciát, mert a vektor nem 

tartalmazza az ATG start kodont. CMV promóter biztosítja a magas szintű, konstitutív 

expressziót. A vektorba beépítették a V5 epitop és a polihisztidin jelölő szekvenciáit, 

melyek a peptidhez fűződve annak detektálását és tisztítását könnyítik meg. Esetünkben 

erre nincs szükség, ezért a PCR termékbe stop kodont is beépítettünk. A vektor 

ampicillin rezisztencia gént tartalmaz a baktériumok szelekciójához. 

pORF-hTRAIL vektor 

A pORF-hTRAIL (InvivoGen) egy készen kapható expressziós vektor, mely 

tartalmazza a humán TRAIL gén intron-mentes ORF (open reading frame) 

szekvenciáját, ATG kodontól stop kodonig (843 bp) (http://www.invivogen.com 

/PDF/pORF-hTRAIL_02C22.pdf). A vektor felhasználható újraklónozásra (a humán TRAIL 

gén NcoI és NheI restrikciós endonukleáz enzimekkel hasítható ki a vektorból) és emlős 

sejtekben tranziens transzfekcióval közvetlen génexpresszióra is. A vektorba EF-1α / 

HTLV hibrid promótert építettek, mely tartalmazza az elongációs faktor-1α (EF-1α) 

promótert és a human T-sejtes leukémia vírus (HTLV) 5’ nem átíródó régióját. Az 

ampicillin rezisztencia gén lehetővé teszi a pORF plazmidot tartalmazó baktériumok 

szelekcióját. 
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pmaxGFP vektor 

A vektor része a nukleofekcióhoz felhasznált Amaxa kitnek (http://labs.idi. 

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

fluoreszcencia fehérje génjét CMV promóter hajtja meg. Kanamycin rezisztencia 

biztosítja a szelekciós igények kielégítését. 

pMSCV-Bcl-2-GFP és pMSCV-I-GFP 

Murine stem cell virus (MSCV) eredetű retrovirális expressziós vektor, mellyel 

hatékonyan fertőzhetők emlős sejtek. Két gént szimultán kifejező (bicistronic) vektor, 

melybe egy belső riboszómális belépési hely (IRES) szekvenciával elválasztva szerepel 

a két gén (Wen et al., 2001). A vektorban található még a gazdasejt genomjába való 

beépülését biztosító 5’ és 3’ Long Terminal Repeat (LTR) szekvencia, klónozó hely 

(multicloning site vagy MCS) egyedi restrikciós endonukleáz hasítási helyekkel, zöld 

fluoreszcens protein GFP-t szekvencia és ampicillin rezisztencia gén. A sejtvonal stabil 

fertőzéséhez (transzfekciójához) a GFP szekvenciát tartalmazó alap vektort (pMSCV-I-

GFP) és a Bcl-2 és GFP szekvenciát is tartalmazó pMSCV-Bcl-2-GFP vektort 

használtuk. 

pMIGR-TRAIL-GFP és pMIGR-GFP 

A pMIGR a pPRIG (plasmid Polylinker Retroviral IRES GFP) családba tartozó 

retrovírus vektor (Albagli-Curiel et al., 2007). Szintén két-génes (bicistronic), egy belső 

riboszómális belépési hely (IRES) választja el a klónozó helyre beépíthető szekvenciát a 

GFP szekvenciájától. A családra jellemző CMV promóter helyett MSCV eredetű LTR 

szekvenciát tartalmaz, ezért kevésbé alkalmas tranziens expresszióra. Az alap vektorba 

a teljes humán TRAIL cDNS szekvencia került beépítésre, így a kész vektor a pMIGR-

TRAIL-GFP jelölést kapta, a kontrollként használt üres vektor pedig a pMIRG-GFP. 
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4. 3. hGHss-Furin-ILZ-TRAIL génkonstrukció készítése 

A teljes TRAIL fehérje membrán proteázok hatása következtében 

szolúbilizálódik. Mesterségesen azonban közvetlenül tervezhető egy szekrécióra 

alkalmas TRAIL génkonstrukció is. Ennek a lépései következnek az alábbiakban.  

A szintetikus gén tervezése 

  A génkonstrukció szekréciót és homotrimerizációt biztosító hGHss-FurinCV-

ILZ részét szintézissel hoztuk létre, míg a TRAIL extracelluláris részét a pORF-h 

TRAIL vektorból újraklónoztuk a konstrukciónkat tartalmazó vektorba (pCR-BluntII-

TOPO). A konstrukció 5’ végén (8-85 nukleotid pozícióban) humán növekedési hormon 

szekréciós szignál (hGHss) található, ami exogén szekréciós szignálként biztosítja a 

TRAIL fehérje megfelelő endoszómális transzportját (Blam et al., 1988). Mivel a 

hGHss esetleg interferálhat az ILZ-TRAIL oligomerizációjával ezért a szekréciós 

szignál (hGHss) és az ILZ-TRAIL közé beépítünk egy furin endopeptidáz konszenzusos 

hasítási szekvenciát (92-118 nukleotid pozicióban), így a Golgiban lokalizált furin 

proteáz lehasíthatja szekréció előtt a szekréciós szignál peptidet (Hosaka et al., 1991). 

Az izoleucin zipper (ILZ) a TRAIL amino-terminálisához fűzve annak trimerizációját 

segíti elő (119-214 pozícióban) (Walczak et al., 1999; Watzl, 2006) (6. ábra).  

 

 
6. ábra: A hGHss-FurinCV-ILZ (GF-ILZ) szintetikus génkonstrukció sémája és a tervezett 
konstrukció szekvenciája az egyes génszakaszok feltüntetésével. 

Első lépésben adatbázisból kikerestük a hGH-ss, FurinCV, ILZ peptidek 

aminosav szekvenciáját és természetes nukleotid szekvenciáját. A szekvencián kodon 
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optimalizálást végeztünk 20 nukleotid cseréjével, a PCR-hez előnyösebb AT/GC arány 

elérése érdekében a fehérje szekvencia megtartása mellett. A megtervezett 223 bp 

hosszúságú szekvenciában az AT/GC arány 48% lett. Az egyes szekvenciákat 

restrikciós enzim hasítási helyek választják el, ami az egyes „kazetták” könnyebb 

mozgatását teszi lehetővé klónozási lépések során, ha esetleg később más 

génkombinációban szeretnénk felhasználni őket. 

Oligonukleotid tervezés 

A génszintézisnek két technológiai korlátja van. Az egyik, hogy csak 120 

nukleotidig vállalnak megrendelést a szállítok. A másik, hogy minél hosszabb az oligo, 

annál gyakoribbak a szintézis során ejtett hibák. A 100 nt-nál hosszabb oligok esetén a 

mutációval rendelkező oligók aránya az 50%-ot is elérheti (Young and Dong, 2004). 

A „rövidebb szintetizált oligonukleotidokban kevesebb a mutáció” elve alapján a 

223 bázis hosszú DNS szakaszt 25-29 nukleotidos egységekre bontottuk fel (7. ábra). 

Az általunk tervezett 18 darab (9 forward, 9 reverse), oligonukleotid lefedte a teljes 

szekvenciát úgy, hogy a szomszédos oligok 5’ 3’ végei egymással 10 nukleotid 

átfedésben voltak. 

                                
7. ábra: A GF-ILZ konstrukció előállításához használt szintetikus oligonukleotidok szekvenciái. 
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A duális-aszimmetrikus (dual-asymmetrical) PCR (DA-PCR) 

A DA-PCR reakcióban maguk a tervezett oligonukleotidok funkcionálnak 

templátként (8. ábra). A DA-PCR-t összesen 8 reakcióban végeztük el, reakciónként 4-

4 szomszédos oligonukleotidot egyesítettünk. A reakció kezdeti ciklusai alatt alacsony 

anellációs hőmérsékleten az átfedő szekvenciákat tartalmazó 25 nt hosszú 

oligonukleotidok páronként hibridizálnak. Abban az esetben, ha a két belső primer 

hibridizál az 5’ végüknél, nincsen DNS szintézis, azaz PCR termék sem keletkezik. 

Amennyiben egy külső primer kapcsolódik össze egy belső primerrel, a két 

oligonukleotid megfelelő orientációban hibridizált, megvalósulhat az 5’→3’irányú DNS 

szintézis és keletkezik PCR termék. A reakcióban a két szélső oligonulleotidot 5x 

koncentrációban alkalmaztuk. A reakciót 50μl végtérfogatban raktuk össze (1μl (F1, R2 

10uM, F2, R1 2uM) primer, 0,5 μl Platinum Pfx DNS polimeráz, 5μl (10x) Pfx puffer 

1,5μl dNTP mix (10 mM), 1 μl MgSO4 (50mM), , Ultra Pure H2O) a következő ciklus 

paramétereket alkalmaztuk:  

aktiváció: 94 oC, 1:00; ciklus (30x): [94 oC, 0:20; 55 oC, 0.15; 68 oC, 1:00]; termináció: 

68 oC, 10:00. 

 
 

8. ábra: A duális aszimmetrikus PRC elve és alkalmazása a génkonstrukciónk létrehozásában 
(Young and Dong, 2004). 

 
Átfedéssel-növekvő (overlap-extension) PCR reakció (OE-PCR). 

 Az első lépésben előállított 8 darab DA-PCR reakció termékeiből egyenlő 

mennyiségeket (5μl) összemértünk és egyenlő mennyiségű fenol-kloroform-izoamil 

(25:24:1 arányú) keverékével extraháltuk, majd alkoholos kicsapással tisztítottuk meg a 

terméket a reakcióban maradt oligonukleotidoktól. A termékeket egy átfedéssel-

növekvő PCR reakcióban egyesítettük, mely során 10 mM dNTP mixet, és Platinum Pfx 
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polimerázt használtunk. A reakció paraméterei: aktiváció: 94 oC, 1:00; ciklus (15x): [94 

oC, 0:20; 55 oC, 0.15; 68 oC, 1:00]; termináció: 68 oC, 10:00. 

 Ez a reakció abban különbözik az átlagostól, hogy az elegy nem tartalmaz 

primereket, csupán az előzőleg megszintetizált 8 darab duplaszálú DNS szakaszt (9. 

ábra). A denaturációs fázis során szétválnak a duplaszálú DNS szakaszok, de mivel 

minden szomszédos 60 nt hosszú oligonuklotid 10 nt hosszú szakaszon átfed egymással, 

ezért a következő anellációs fázisban tudnak bázispárosodni egymással, így az OE-PCR 

reakció végére összeáll a 223 bp hosszú rekombináns génszakasz, a hGH-ss-FurinCV-

ILZ. 

A génszintézis befejező lépése: a teljes-hosszúságú terméket amplifikáló (full-length 

product amplification) PCR (FA-PCR). 

Ez a befejező lépés a már kész szintetikus konstrukció felerősítése egy 

hagyományos PCR reakcióban, ahol a templát DNS az OE-PCR reakcióban szintetizált 

PCR termék és primerként az F1 és R9 jelölésű oligonukleotidokat használtuk fel újra. 

Az OE-PCR reakció termék 1 μl-éhez adtunk 5 U Platinum Pfx  polimerázt, 10X Pfx 

puffert, 1,5 l 10 mM dNTP mixet, 1 l 50 mM MgSO4-t. A primereket (F1, R9) a 

nyolcadik ciklus után adtuk a reakcióhoz. (Aktiválás: 94 oC, 2:00; ciklus: [94 oC , 0:30; 

55 oC, 0.30; 72 oC, 1:00]; termináció: 72 oC, 10:00) 

 

9. ábra: Az átfedéssel-növekvő és a teljes-hosszúságú terméket amplifikáló PCR-ek elvei 

Gélelektroforézis 

A PCR termékek szétválasztása a méretüktől függően 0,8-2 %-os agarózos 

gélben, TAE pufferrel történt. A PCR minták feltöltéséhez 10X BlueJuice puffert 

(Invitrogen), a méretük meghatározásához 100 bp DNS létrát (Invitrogen) használtunk. 

A géleket utólag festettük 0,5 µg/mL-es ethidium-bromide oldatban (10 mg/mL EtBr 
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solution, Sigma) 15 percig, majd Eagle-Eye gél dokumentációs rendszerrel (Stratagene) 

fotóztuk. 

hGH-SS-FurinCV-ILZ (GF-ILZ) klónozása pCR-BluntII-TOPO vektorba 

Az elkészült hGH-SS-FurinCV-ILZ terméket pCR Blunt II TOPO (Invitrogen) 

vektorba klónoztuk a Zero Blunt Topo klónozó kittet használva. A kész vektorokkal E. 

coli kémiailag kompetens sejteket (One Shot TOP10 Chemically Competent Cells, 

Invitrogen) transzformáltunk. A baktériumokat S.O.C oldatban 1 órát 37 °C-os 

rázótermosztátban növesztettük, majd kanamycint (0,1 mg/mL) (Sigma) tartalmazó 

LuriaBroth (Sigma) tápagarra szélesztettük. A transzformált baktériumokat egy 

éjszakén át 37 °C-os termosztátban növesztettük. A kinőtt, transzformált baktérium 

telepekből néhányat 0,1 mg/mL végkoncentrációban kanamycin tartalmazó LB 

tápoldatba oltottunk át, majd 37 °C-os termosztátban tovább növesztettük. Plazmid 

DNS izolálást S.N.A.P. Miniprep Kit-tel (Invitrogen) végeztük. Az izolált plazmid DNS 

mennyiségét és tisztaságát spektrofotométer segítségével állapítottuk meg. 

A TRAIL sejtfelszíni doménjét kódoló szekvencia felszaporítása 

A következő lépésként a TRAIL extracelluláris (114-281 as) doménjét kódoló 

cDNS szakaszt amplifikáltuk a teljes humán TRAIL cDNS szekvenciáját tartalmazó 

pORF-hTRAIL (Invivogen) vektort használva templátként. A reakcióhoz olyan forward 

primert terveztünk melyeknek 5’ végét kiegészítettük a hGH-SS-FurinCV-ILZ 

szekvencia utolsó 9 nukleotidjával (szürke háttérrel jelölve). A PCR termék mérete, így 

525 bp lesz. 

 TRAIL-BglII F: 5’- AGATCTGCAGTGAGAGAAAGAGGTCCTC 

TRAIL-BglII R: 5’- ACGAGATCTTTAGCCAACTAAAAAGGCCC 

A szintetikus hGH-SS-FurinCV-ILZ génkonstrukciót és a TRAIL konstrukció 

egyesítése 

A két konstrukció átfedő részét kihasználva, egy újabb átfedéssel növekvő PCR-

rel egyesítettük ezeket (10. ábra).  
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10. ábra: A hGHss-FurinCV-ILZ konstrukció és az extracelluláris TRAIL szekvencia 
egyesítése átfedéssel-növekvő és a teljes-hosszúságú terméket amplifikáló PCR technikával.  

A kezdeti 4 alacsony anellációs hőmérsékletű ciklus után a teljes szekvencia 

szélső primereit adtuk a reakcióhoz, hogy az összeépült terméket erősítsük ki PCR-rel a 

következők szerint: aktiválás I: 94 oC, 2:00; ciklus I (4x) [94 oC, 0:20; 45 oC,  0:30; 68 

oC, 0:50] 1-1 μl F1 és TRAIL R primer hozzáadása, Ciklus II (25x): [94 oC, 0:30; 55 oC 

0:30; 68 oC, 0:50]; termináció: 68 oC, 1:00 

Az ILZ-TRAIL és a teljes TRAIL szekvencia klónozása pcDNA™3.1/V5-His 

TOPO-TA expressziós vektorba 

 A hGH-SS-FurinCV-ILZ-TRAIL terméket az ILZ F1 és TRAIL R primereket 

és Taq DNS polimerázt használva (adenin túlnyúló véget épít a szekvenciához, ami a 

lehetővé teszi, hogy a szekvencia klónozható legyen a pcDNA™3.1/V5-His TOPO-TA 

vektorba) a következő paraméterekkel erősítettük ki : aktiváció: 94 oC, 2:00; ciklus 

(22x): [94 oC, 0:30; 55 oC, 0:30; 72 oC, 0:30]; termináció: 72 oC, 10:00.  

 A TRAIL teljes szekvenciáját pORF-hTRAIL vektorból amplifikáltuk szintén 

Taq polimerázzal a vektorhoz tervezett primerekkel: aktiváció: 94 oC, 2:00; ciklus 

(20x): [94 oC, 0:30; 55 oC, 0:30; 72 oC, 1:00]; termináció: 72 oC, 10:00. 

pORF F:  5’- AGCTGAGATCACCGGCGAAG 

PORF R: 5’- GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATC 

A termékeket pcDNA™3.1⁄V5-His TOPO® TA Expressziós kit (Invitrogen) 

használatával a vektorba klónoztuk. A kész vektorokkal E. coli kémiailag kompetens 

sejteket (One Shot TOP10 Chemically Competent Cells, Invitrogen) transzformáltunk, 

az E. coli klónokat az előzőekhez hasonlóan növesztettük fel, ebben az esetben 

ampicillin (0,1 mg/mL) (Sigma) antibiotikumot használva. Plazmid DNS izolálást 

S.N.A.P. Miniprep Kit-tel (Invitrogen) végeztük. Az izolált plazmid DNS mennyiségét 

és tisztaságát spektrofotométer segítségével állapítottuk meg. 
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DNS szekvenálás, szekvencia analízis 

 Az általunk kiválasztott klónokat ABI Prism 310 genetikai analizátor, automata 

kapilláris szekvenáló készülék segítségével, univerzális M13 (Invitrogen, 10 μM) 

forward és reverse (pCR-Blunt II-TOPO vektor) vagy T7 és BGH (pcDNA-TOPO) 

primereket használva mindkét irányból szekvenáltuk. A DNS szekvenálási reakciót a 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) alkalmazásával 

végeztük. A reakcióelegyet (1μl Big Dye terminator mix, 1μl Big Dye puffer, 1 μl 

templát, 1 μl M13 R vagy M13F primer, 1 μl Ultra Pure H2O) összemérve a következő 

ciklus paramétereket alkalmaztuk: aktiválás:95 °C, 2:00, (25x): [94 oC, 0:30; 56 oC, 

0:15; 68 oC, 4:00].  

 A termék tisztítása DyeEx 2.0 spin kittel (Qiagen) történt. A futtatás előtt a 

szekvenálási reakciók tisztított termékeit 20 μl TSR (template suppresion reagent) 

reagensben vettük fel és 95 °C-on másfél percig denaturáltuk, majd azonnal jégre 

helyeztük. A nyers adatok értékeléséhez a BioEdit programot használtunk. 

4. 4. Sejttenyésztés és a kezelések menete 

Az RD rhabdomyosarcoma sejtvonalat (Houghton et al., 1981) az ATCC-től 

vásároltuk, ebből retrovírus transzfekcióval RD-GFP és RD-Bcl-2 sejtvonalat hoztunk 

létre (Petak et al., 2003). Retrovírus expressziós vektorként pMSCV-I-GFP (GFP-t 

expresszál) és pMSCV-Bcl-2-GFP (humán Bcl-2-t és GFP-t expresszál), dajkasejtként 

293T sejtvonalat használtunk fel, melyet 4500 mg/L glukózt tartalmazó DMEM-ben 

10% FCS (Sigma) jelenlétében tenyésztettük. Az RD sejteket RPMI 1640 médium és a 

retrovírus felülúszó 1:1 arányú keverékében inkubáltuk, melyhez 6 μl/mL 

koncentrációban polybrene-t adunk. A vírus-transzdukált sejteket GFP expresszió 

alapján különítettük el áramlásos citometriával és szelektáltuk. A Bcl-2 expressziót 

western-blot technikával igazoltuk. Az RD, RD-GFP, RD-Bcl2 és Rh41 sejtvonalat L-

gutamint tartalmazó RPMI-1640 (Sigma) tápfolyadékban tenyésztettünk, amelyet 10% 

FBS-sel (Sigma) egészítettünk ki. A HeLa sejtvonalat DMEM (Life Technologies) 

tápfolyadékban tenyésztettük, melyhez a következőket adtuk: 10 % FBS (HyClone), 1% 

glutamin (200 mmol/L) és 1% penicillin-streptomycin (Euriclone). A tenyészeteket 37 
oC-os, 5% CO2-ot tartalmazó inkubátorban neveltük. 
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A sejtek kezelése 24 lyukú tálcán történt, az RD, RD-GFP, RD-Bcl-2 és Rh41 

sejtvonalak estén 1x105, az MSC esetén 5x104 sejt/lyuk sejtszámmal. A sejteket 1 mL 

médiumban inkubáltuk majd 24 óra elteltével médiumcserét végeztünk a kezelések 

előtt, hogy a le nem tapadt, elhalt sejteket eltávolítsuk. A sejtekre 900 μl médiumot 

mértünk, amit a kezeléskor médiumban megfelelően hígított szerek oldataival 

egészítettünk ki 1 mL-re. TRAIL és LLnL ill Bzb együttes használatakor a 

proteaszómagátló szerrel előkezelést végeztünk, az LLnL esetén 60 percig a bortezomib 

esetén 30 percig. A kísérletekben, ahol kaszpázgátlót is használtunk, 30 perces 

zVD.fmk kaszpázgátló kezelés előzte meg a bortezomib kezelést. 

4. 5. Citocentrifugával készült sejtkenetek festése hematoxilin-eozinnal 

A kezelések végeztével a mintákból 100.000 sejtet citocentrifugával 

tárgylemezre vittünk fel (400 fordulat, 4 perc), majd fél perc szárítás után -20oC-os, 

80%-os metanolban fixáltuk 10 percig. 10 perc hematoxilin (a kromatin festődését 

eredményezi) festést követően a preparátumokat csapvízzel mostuk, majd legalább 10 

percre vízbe helyeztük (kékítés). Ezt követően eozinnal festettük a sejteket 2 percig 

(citoplazma festés). A víztelenítés fázisában a mintákat felszálló alkoholsorban és 

xilolban mostuk, majd a preparátumokat kanadabalzsammal fedtük le. 

4. 6. MSC izolálás 

A karakterizált csontvelő és zsírszövet eredetű mesenchymális őssejteket a 

modena-i onkológiai központban (Olaszország) preparáltuk, illetve csontvelőből 

izoláltuk. A heparinos, 4 °C-on tárolt mintákat 1:1 arányban hígítottuk Ca2+/Mg2+ 

mentes foszfát pufferben (phosphate-buffered salin, PBS) oldattal, majd sűrűség 

gradiens centrifugálással szeparáltuk, (Ficoll-Hystopaque 1,077 g/mL; Sigma), 625 g, 

25 perc szoba-hőmérsékleten. A mononukleáris sejtfrakciót összegyűjtöttük és kétszer 

mostuk Hank’s pufferelt sóoldatban (HBSS). A sejteket megszámoltuk és 800 000 

sejt/cm2 sűrűségben szélesztettük tenyésztő flaskákba és 10% FBS-sel (HyClone) 

kiegészített DMEM (1000 mg/l glukóz) vagy szérummentes Quantum 333 (PAA 

Laboratories) médiumban, 37 oC-on, 5%-os CO2 inkubátorban tartottuk. A felülúszót és 

a még le nem tapadt sejteket 24 óra elteltével leöntöttük, az adherens sejtréteget pedig 

alaposan megmostuk HBSS-ben. A médiumot 2-3 naponta cseréltük, ezzel a le nem 

tapadt sejteket folyamatosan eltávolítottuk. A megmaradt adherens sejteket 80%-os 
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konfluens állapotig növesztettük (kettőződési idő 4-5 nap). Passzáláskor a sejteket 

megszámoltuk és 5000 sejt/cm2 sűrűségben tettük tenyésztő flaskába.  

4. 7. MSC sejtek differenciálódási potenciáljának vizsgálata 

 A felnövesztett MSC sejtkultúrák csont-, zsír- és porcsejt irányú differenciáló-

dási potenciálját a következőképpen határoztuk meg (a külön nem jelzett vegyszerek a 

Sigmától származtak (Grisendi et al., 2010a). 

MSC sejteket széleztünk csontsejté differenciáló médiumba, amely a következő-

ket tartalmazta: DMEM (Euroclone), 10% FBS (Hyclone), penicillin-sztreptomicin (100 

IU és 100 µg/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, Olaszország). Két hét indukciós periódus 

leteltével a sejteket alazarin red-S (0,5% v/v kétszer desztillált vízben oldva) festékkel 

festettük meg. 

MSC sejteket zsírsejt (adipocyta) irányba a következő összetételű médiumban 

differenciáltattuk: DMEM, 10% nyúlszérum (Euroclone) és 5% lószérum (Hyclone), 

penicillin-sztreptomicin, dexamethasone (1 mM), indomethacin (60 mM), rekombináns 

humán inzulin (10 mM), isobutylmethylxantine (0.5 mM). A sejteket 10 napig tartottuk 

a differenciáltató médiumban, majd Oil-Red-O festékkel festettük meg a mintákat. 

MSC sejteket porcsejtté (kondrocitává) differenciáltatása a következő össze-

tételű médiumban zajlott: DMEM (magas cukor tartalmú), 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 (2x106) egy kónuszos 15 mL-es csőben tenyésztettük úgy, hogy 

lecentrifugáltuk őket a kónuszba és másodnaponta cseréltük a médiumot a pelletet 

sértetlenül hagyva. A 21 napos differenciálódási periódus után a pelletet formalinban 

fixáltuk, parafinba ágyaztuk, és a metszeteket végül alcián-kékben (1%) festettük. 
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4. 8. MSC sejtek tranziens transzfekciója nukleofektor technológiával 

TRAIL konstrukciók MSC sejtekbe juttatása Amaxa-Nucleofector 

technológiával történt (Lonza), mely egy igen hatékony géntranszferre irányuló nem-

virális módszer primer sejtek esetén, mely ötvözi a kémiai transzfekciót az 

elektroporációval (Gresch et al., 2004). A transzfekcióra szánt MSC sejtkultúrának a 

következő kritériumoknak ajánlott megfelelnie: a passzázsszáma legyen kisebb, mint 8, 

a konfluenciája 85% körüli legyen és az utolsó passzálás és a transzfekció között teljen 

el legalább 6 nap. A sejteket tripszin-EDTA-s kezelés után összegyűjtöttük, 

megszámoltuk és szétosztottuk az egy transzfekcióhoz szükséges 5x105sejtes adagokra. 

A sejteket 7 perc 1300 rpm fordulatszámmal centrifugáltuk, és a felülúszó alapos 

eltávolítása után 100 µl mesenchymalis őssejtekre optimalizált Human MSC 

Nucleofector (Amaxa) oldatban vettük fel. Ehhez adtuk hozzá a pORF-TRAIL 

(InVivoGen), pcDNA-TOPO-ILZ-TRAIL vagy pcDNA-TOPO-full-TRAIL vektort, 2 

µg DNS tartalmú és maximum 10 µl térfogatú oldatban. A kontroll mintában 

ugyanilyen koncentrációjú pmaxGFP vektort használtunk. A transzfekciót a 

Nucleofector (Amaxa) készülék U-23-as programjával végeztük. A sejteket 2 mL 

médiumban mostuk át 6-os tálcára, 24 óra elteltével médiumot cseréltünk, mellyel 

eltávolítottuk az elpusztult sejteket. A transzfekció hatékonyságát a pmaxGFP kontroll 

vektorral transzfektált mintában fluoreszcens mikroszkóppal és áramlásos citometirával 

ellenőrizzük, a transzfekció után 24 órával, esetenként 8 és 168 óra elteltével is. 

4. 9. BM-MSC és RD daganatsejtek együtt-tenyésztése 

A kísérletekhez BM-MSC sejteket használtunk a 6-8 passzázsban. 

Nukleofektáltunk őket 2 µg pORF-TRAIL vagy pmaxGFP (kontroll) vektorral, majd 

ezekből 2.5x105 sejtet szélesztettünk mintánként 6 lyukú tálcára. Másnap az elhalt MSC 

sejtek leöntése és médium csere után 105 RD rhabdomysarcoma sejtet szélesztettünk 

hozzájuk és 2 mL vegyes médiumban (1:1 [RPMI-1640 + 10 % FBS]: Quantum 333) 

tenyésztettük együtt. A sejteket 5 nap elteltével Bürker kamrával számoltuk meg. 

Áteresztő (transwell) tálcás (Transwell permeable support, poliester membrane, 

pore size: 0,4 µm, Corning) együtt-tenyésztést is végeztünk. Az MSC sejteket 4 µg 

pcDNA-TOPO-ILZ-TRAIL, pcDNA-TOPO-full-TRAIL vagy pmaxGFP (kontroll) 

vektorral nukleofektáltuk és ezekből 2,5x105 sejtet szélesztettünk mintánként a 
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transwell tálca aljára. A kosárkákba, egy másik tenyésztőtálcára áttéve, mintánként 105 

RD rhabdomysarcoma sejtet szélesztettünk, majd másnap a sejtek letapadása és médium 

csere után a sejteket 1-1 mL saját médiumban egymás fölé helyeztük. 24 óra elteltével a 

sejteket a tálca aljáról ill a kosárka membránjának mindkét oldaláról tripszin-EDTA 

(0.25%) oldattal felszedtük és meghatároztuk az apoptotikus subG1 sejtek arányát. 

4. 10. AD-MSC és HeLa sejtek együtt-tenyésztése 

HeLa sejteket tenyésztő tálcára szélesztettük, majd 12 óra elteltével AD-MSC-

TRAIL vagy AD-MSC-GFP sejteket adtunk hozzá különböző tumor-effektor arányban 

(1:1, 1:2, és 1:5). A Hela sejtek pusztulását PI festéssel határoztuk meg a GFP negatív 

sejtpopuláción áramlási citometriával. Pozitív kontrollként szolúbilis r. TRAIL (20 

µg/mL, PeproTech) kezelést alkalmaztunk. 

A HeLa sejteket AD-MSC-TRAIL vagy AD-MSC-GFP sejtekkel tenyésztettük 

együtt áteresztő, szeparált tenyésztőtálcán (Transwell permeable support, poliester 

membrane, pore size: 0,4 µm, Corning) 1:1, 1:2, vagy 1:5 tumor/effektor arányban 

(T:E). 

HeLa és AD-MSC-TRAIL sejteket tenyészettük együtt 1:1 arányban, anti-

humán-TRAIL neutralizáló ellenanyaggal jelenlétében (0.8, 1.6, 3.2, és 6.4 µg/mL, 

PeproTech). A pusztult sejtek arányát PI festés után áramlásos citometriával határoztuk 

meg. 

4. 11. Apoptotikus DNS-fragmentáció vizsgálata áramlásos citometriával 

Az apoptózis során a DNS nukleoszomális fragmentációja figyelhető meg. Az 

alkoholban fixált mintákból ez a fragmentált DNS egy extrahálási eljárással 

eltávolítható, így az apoptótikus sejtek DNS tartalma alacsonyabb lesz, mint a normál 

sejteké (Darzynkiewicz et al., 1992; Gong et al., 1994). A mérést zavaró RNS-t RN-áz 

kezeléssel emésztettük el. A minták DNS tartalmát egy floureszcens DNS interkaláló 

festék az propídium-jodid segítségével mértük. 

A kezeléseket követően, a következőképpen készítettük elő a mintákat. A 

sejteket tripszin-EDTA (0.25%) oldattal segítségével összegyűjtöttük, majd 

centrifugáltuk (200 g/ 3 perc) és a pelletet 1 mL 70 %-os -20ºC-os etanolban vettük fel. 

A mintákat 30 percig szobahőmérsékleten, majd legalább 1 órát -20 ºC -on fixáltuk. A 

fixált mintákat ismét centrifugáltuk (200 g/ 3 perc) és 750 μl/minta alkalikus extrakciós 
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pufferben (200mM Na2HPO4/citromsav (pH=7,8) és frissen adott 100 µg/mL RNáz A 

(Sigma)) vettük fel a pelleteket, majd 20 percig szobahőmérsékleten inkubáltuk. (Az 

enyhén alkalikus és hipertóniás extrakciós pufferben könnyebben szolubilizálódnak a 

rövidebb, főleg az apoptózis során keletkező polinukleoszómális kromatin darabok. Az 

RNáz emésztés csökkenti az inhomogén RNS tartalom okozta ribonukleinsav festés 

háttér intenzitását. Végül a minták DNS tartalmát 10 μg/mL végkoncentrációban 

propídium-jodiddal (PI; Sigma) festettük és további 15 percig inkubáltuk. A mintákat 

áramlásos citométerrel vizsgáltuk (FACSCalibur, Becton Dickinson), a sejttörmeléket 

az [FSC, FL2] diagramon kikapuztuk, majd a sejteket az FL2 logaritmikus skálájú 

diagrammon analizáltuk Celquest (BD) vagy Winlist (Verity House) szoftverrel. 

Fragmentált DNS-ű sejtnek tekintettük azokat, amelyek DNS tartalma a kontroll, 

kezeletlen mintáink G1 sejtciklusban lévő sejtek PI-festési intenzitásánál alacsonyabbak 

voltak (sub-G1 sejtek) (Mihalik et al., 1996). A sejtciklus megoszlást a G1-S-G2/M 

populációk határára helyezett markerekkel határoztuk meg.  

4. 12. Viabilitás vizsgálat áramlásos citometriával 

Vitalitás festéshez a sejteket egysejtes szuszpenzióba gyűjtöttük fel a tenyésztő 

edényből és propidium jodiddal (PI; 5 ug/mL, Sigma) festettük őket 10 percig szoba 

hőmérsékleten. A mintákat azonnal lemértük áramlásos citoméren (FACSCalibur, BD) 

és a PI festékkel jelzett sejteket (a FL2 fluoreszcencia csatornában) tekintettük 

pusztultaknak. 

Az MSC (GFP jelzett) és Hela sejtek együttes kezelése során a HeLa sejtek 

pusztulását PI festéssel határoztuk meg a GFP negatív sejtpopuláción áramlásos 

citometriával.  

4. 13. Az immunfenotipizálás 

AD-MSC sejtek az alábbi monoklonális antitestekkel lettek jelölve (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 transzfekció 

után 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 izotípus kontroll (Becton 

Dickinson) antitesteket használtak. MSC sejtben az intracelluláris festéseket BD 

Cytofix/Cytoperm kittel (Becton Dickinson) és PE-anti-TRAIL ellenanyag 

DOI:10.14753/SE.2012.1760



51 
 

használatával végeztük. A méréshezFacsCalibur áramlásos citométert használtak (BD), 

az analízishez CellQuest (BD) program segítségével történt. 

4. 14. Western-blot analízis 

RD, RDGFP és RD Bcl-2 sejtekből szövettenyésztő petricsészére (d=100mm) 1 

millió sejtet raktunk ki. A sejteket 24 óra elteltével 60 percig előinkubáltuk 

proteaszómagátló szerrel (bortezomib / LLnL), majd 8, illetve 24 órát kezeltük TRAIL-

lel. Az MSC sejtek esetén 1,5 millió pORF-TRAIL vagy kontrollként pmaxGFP 

vektorral nukleofektált sejtet raktunk ki, majd 24 órát növesztettük. A letapadt sejteket 

tripszin-EDTA (0.25%) oldattal felszedtük a flaskáról, megmostuk PBS-sel, majd 250 

µl lízis pufferben vettük fel [3 mM TRIS, 150 mM NaCl, 1% TRITON-X 100, 10% 

glicerol, 1 mM PMSF és proteázgátló koktél (Sigma)]. A minták fehérjetartalmát 

Bradford-módszerrel (Protein-assay, Bio-Rad) határoztuk meg, majd 2x Laemmli 

pufferben (Bio-Rad) 5 percig forralással denaturáltuk. Akrilamid gélen (12%-os) 5 vagy 

10 µg fehérjét futtattunk az RD sejtek esetében és 15 µg-ot a nukleofektált MSC 

estében, majd PVDF membránra (Immobilon-P, Millipore) helyeztük át félszáraz-

blottoló készülékben. Az általunk használt anti-humán ellenanyagok a következők 

voltak: anti-Bcl-2 (Dako) anti-aktin (Sigma-Aldrich) anti-human TRAIL (MBL). Az 

előhíváshoz Vectastain ABC Kit-et és ECL Plus kemilumineszcens szubsztrátot 

(Amersham) használtunk. 

4. 15. Denzitometrálás 

A blotok fényintenzitását EagleEye II (Stratagene) géldokumentációs rendszerrel 

detektáltuk és a TIFF formátumú képeket ImageJ (NIH, Bethesda, rsb.info.hih.gov/ij/ 

verzió 1.37a) szofverrel értékeltük ki, azonos téglalap alakú területtel lefedve a kontroll 

és TRAIL kezelt minták csíkjait, valamint egy reprezentatívnak választott 

háttérterületet. A csíkintenzitások értékeit súlyozott normálással alakítottuk át a 

következők szerint: az átmenő fény intenzitását egy adott területen fényelnyelési értékké 

alakítottuk a háttér átmenő intenzitásból kivonva a csík átmenő intenzitását. A blotra 

kerülő fehérje mennyiség illetve a blotról-blotra változó háttér intenzitás szórásnövelő 

hatását úgy kompenzáltuk, hogy a kontroll és TRAIL kezelt minták csíkjai fényelnyelés 

értékeinek összegét egy közös, állandó értékre arányítottuk (súlyozott intenzitás). Ezt 

követően normáltuk a Bcl-2 blotok csíkjainak intenzitását a béta aktin csíkjaiéval. A 
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kontroll minták átlagát 1-nek választottuk és ehhez arányítottuk a csíkok normált 

értékeit a kontroll és TRAIL kezelt egyedi minták esetében is. 

4. 16. ELISA 

A nukleofektált MSC tenyészet által termelt, majd a médiumban szolúbilis 

formában megjelent TRAIL kimutatásához human TRAIL/TNFSF10 ELISA 

(DuoSet,R&D Systems) kitet használtunk. Az MSC sejteket a pcDNA-TOPO-ILZ-

TRAIL, pcDNA-TOPO-full-TRAIL vektorral vagy vektor nélkül nukleofektáltuk, majd 

2.5x105 sejtet raktunk ki 6 lyukú tenyésztő tálcára (kontroll, nem nukleoporált MSC 

kíséretében). A sejteket 1 napig hagytuk letapadni, majd médium csere után 4 napig 

tenyésztettük. Két párhuzamos mintán 24 óránként médiumot cseréltünk, centrifugáltuk 

a felülúszókat (1000g 10 perc) és a sejtmentes részt  -80 oC-on tároltuk az ELISA mérés 

elvégzéséig. Két párhuzamos mintán pedig csak a 4 nap elteltével szedtük le a 

médiumot. Az így eltett médiumokból 100-100 µl-t használtuk az ELISA teszt 

elvégzésekor.  

4. 17. Matematikai és statisztikai analízisek 

A sejtelhalás tekintetében a kombinált farmakon kezelések szinergiáját jellemző 

egyszerű szinergia faktor (SF) számítása a következő képlet szerint zajlott:  

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

ahol a ko: az oldószerrel kezelt minta, XY: az X és Y kezelés kombinációja az egyedi 

kezelések koncentrációján. A függvény X-re és Y-ra szimmetrikus. Úgy 

gondolkodtunk, hogy additívnak tekintjük a két kezelés kombinációját, ha SF=1, azaz 

ha a kombinált érték (XY’) egyenlő az egyik kezelést (X’) összegezve a másik kezelés 

értékével (Y’), de úgy, hogy az egyik kezelésnél a „megmaradt viabilitásra” (100-X’) 

vetítettük a másik kezelés értékét (a ’ jelzés a kontrollal korrigált értékekre utal). 

Átalakítva: SF= XY’/(X’+Y’-X’*Y’/100). 

A statisztikai kiértékeléshez a Student-féle t próbát alkalmaztunk (Excel 

program, MS Office 2007). Párhuzamos mintavételeink miatt általában nem 

használtunk párosított tesztet, hanem hasonló szórás értékek mellet homcedasztikus-, 

míg a jelentősen eltérő szórású minták összehasonlításához nem-homocedasztikus 

kétszárnyú t-próbát alkalmaztunk és p<0.05 értéknél tekintettük az eltéréseket 

szignifikánsnak. 
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5. EREDMÉNYEK  

5. 1. Szinergikus apoptózis-indukció rhabdomysarcoma sejtekben a TRAIL 

és bortezomib kombinált alkalmazásával. 

5.1.1. A TRAIL-kezelést túlélő RD rhabdomyosarcoma sejtekben megnő az 

endogén Bcl-2 fehérje szintje, amit proteszóma gátlással meg lehetett akadályozni 

RD sejtek apoptotikus érzékenységét vizsgáltuk TRAIL hatására, 24 órás 

rekombináns humán TRAIL(114-281 as) kezelést követően. A TRAIL 50%-ban hatásos 

koncentrációja, EC50 ≈25 ng/ml volt és az RD sejtek túlnyomó többsége (~90%) elhalt 

200 ng/ml feletti TRAIL-től (11. ábra A).  

 

11. ábra: A TRAIL-kezelést túlélő RD sejtekben a Bcl-2 fehérje expressziós szintje 
megnő. Az RD sejteket r.h. TRAIL-lel kezeltük (a feltüntetett vagy 25 ng/ml koncentrációban) 
24 órán keresztül. A: Az apoptózis mértékét a nukleoszómális DNS-fragmentáció áramlásos 
citometriai (FACS) vizsgálatával állapítottuk meg. Két kísérlet, n=2-4 minta átlaga és szórása. 
B: Bcl-2 és a β-actin fehérjék mennyiségét western blot technikával mutattuk ki. C: A Bcl-2 
fehérjetermelés denzitometriás értékei. n=6 minta átlaga és szórása, szignifikancia meghatározás 
két szárnyú, párosított t-teszttel. 

Amint azt elemeztük az irodalmi áttekintésben, a TRAIL receporok komplex 

jeltovábbító tulajdonságokkal rendelkeznek, pro-és anti-apoptotikus szignálkomponen-

seket egyaránt aktiválnak. Ezért felmerül a kérdés, hogy a TRAIL alacsonyabb 

koncentrációi esetében a kevésbé hatékony sejtölés csupán az elégtelen pro-apoptotikus 
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jelaktivitásnak tulajdonítható (passzív rezisztencia) vagy szerepet kap benne valamelyik 

anti-apoptotikus jelpálya aktivitása is (aktív rezisztencia). A Bcl-2 fehérje expresszióját 

western-blot technikával vizsgálva az RD sejtekben észrevettük, hogy az alacsonyabb 

koncentrációjú (25 ng/mL) TRAIL kezelést túlélő sejtekben a Bcl-2 fehérje aránya 

megemelkedett (11. ábra B). Denzitometriás kiértékelésünk szerint a Bcl-2 aránya a 

béta-aktinhoz képest duplájára növekedett a 24 órát túlélt RD sejtekben (11. ábra C). 

Számos sejttípus esetében ismert, hogy a proteaszómagátló szerek képesek 

érzékenyíteni a daganatsejteket a TRAIL indukálta apoptózisra (Fulda, 2011), részben a 

TRAIL receptorok által mediált NF-κB aktiválódás gátlásán keresztül(Khanbolooki et 

al., 2006). Továbbá ismert, hogy NF-κB szabályozza a Bcl-2 fehérjecsalád tagjainak 

termelődését is (Turco et al., 2004). Feltételeztük, hogy amennyiben a TRAIL kezelés 

hatására bekövetkező Bcl-2 expressziófokozódás NF-κB mediált, akkor a 

proteaszómagátlás ezt felfüggeszti.  

 

 

12. ábra: A TRAIL rezisztencia RD sejtekben legyőzhető proteaszómagátlók 
használatával. Az RD sejteket r.h. TRAIL-lel (25 ng/ml) kezeltük 24 órán keresztül 
kombinációban A, C: 20 μM LLnL, vagy B, D: 1 μM bortezomib proteaszómagátlóval. A, B: 
Az apoptotizált sejtek arányát subG1 áramlásos citometriai módszerrel állapítottuk meg. Két-két 
kísérlet, n=4 minta átlaga és szórása. C, D: A Bcl-2 és a β-actin fehérjéket western-blot 
technikával mutattuk ki. Reprezentatív ábrák három kísérlet alapján. 
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Az RD sejteket tehát proteaszómagátló LLnL-lel vagy bortezomibbal kezeltük, 

kombinációban TRAIL-lel. A bortezomibot az NF-κB teljes gátlásához szükséges µM-

os koncentrációjában alkalmaztuk (Palombella et al., 1998). Mindkét proteaszómagátló 

szer magában is kisebb-nagyobb arányban apoptózist indukált az RD sejtvonalon (12. 

ábra A, B). Kombinációban TRAIL-lel, a hatásuk a sejtelhalás tekintetében additív, 

vagy szingergikus volt (LLnL esetében a szinergia faktor SFLLnL=1.01, bortezomib 

esetében SFBzb=1.22) (12. ábra A, B). A proteaszómagátló szerek, proapoptotikus 

hatásuk mellett, valóban gátolták a spontán és a TRAIL-indukálta Bcl-2 kifejeződést is, 

mind az LLnL (12. ábra C), mind a bortezomib (12. ábra D) esetében. 

Eredményeink szerint a TRAIL-indukálta Bcl-2 expresszió fokozódás túlélési 

előnyt jelenthet az RD rhabdomyosarcoma sejtek számára (indukált rezisztencia). Ezt a 

Bcl-2 túltermelődést proteaszómagátlókkal meg lehet akadályozni. 

 

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

ez a rezisztencia is kivédhető proteaszómagátlókkal 

A TRAIL-indukált apoptózissal szemben kialakuló rezisztencia folyamatában a 

Bcl-2 fehérje szerepének vizsgálatához egy olyan Bcl-2-t stabilan túltermelő sejtvonalat 

használtunk fel, amelybe a humán Bcl-2 transzgént retrovirálisan juttattuk be (RD-Bcl-

2) (Petak et al., 2003).  

 

13. ábra: Bcl-2 túltermelő RD sejtvonal jellemzése. RD sejteket GFP fehérjét kódoló 
(pMSCV-I-GFP→RD-GFP), illetve humán Bcl-2 és GFP szekvenciáját is tartalmazó (pMSCV-
Bcl-2→RD-Bcl-2) retrovírus vektorral transzfektáltuk. A: A GFP expresszió áramlásos 
citometriai kimutatása. B: Bcl-2 és β-actin fehérjék kimutatása western-blot technikával.  

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

belépési helyű GFP szekvenciát is, ezért a kontroll vektorral transzdukált sejtvonal (RD-
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GFP) is kifejezi a zölden fluoreszkáló fehérjét (GFP) (13. ábra A). Az RD-Bcl-2 

sejtvonal túltermeli a Bcl-2 fehérjét a kontroll vektort tartalmazó RD-GFP sejtvonalhoz 

képest (13. ábra B). 

Az RD-Bcl-2 sejtvonalban TRAIL hatására nem változott a Bcl-2 expresszió 

(14. ábra A), és csak elenyésző arányban indukálodott apoptózis (14. ábra B, C). 

Következő vizsgálataink arra irányultak, hogy a proteaszómagátlóval történő kezelés 

képes-e legyőzni a stabil Bcl-2 túltermelés okozta TRAIL-rezisztenciát, hasonlóan a 

kiindulási sejtvonalban az indukált TRAIL-rezisztenciájához. 

 

14. ábra: A Bcl-2 túltermelés okozta TRAIL rezisztencia legyőzhető RD sejtekben 
proteaszómagátlók használatával. Az RD-GFP és RD-Bcl-2 sejteket TRAIL-lel (25 ng/ml) 
kezeltük önmagában (A), és kombinációban 20 μM LLnL gátlószerrel (B,C) vagy 1 μM 
bortezomibbal (D) 24 órán keresztül. A, C: A Bcl-2 és a β-actin fehérjék mennyiségét western-
blot technikával mutattuk ki. * Bcl-2 hasítási termékek. B, D: Az apoptotikus sejtek arányát 
subG1 módszerrel határoztuk meg. Két-két kísérlet, n=4 minta átlaga és szórása. 

DOI:10.14753/SE.2012.1760



57 
 

Mindkét proteaszómagátló, az LLnL és a bortezomib is, csak alacsony arányban váltott 

ki apoptózist (14. ábra B, C). A TRAIL és a proteszómagátlók kombinációja azonban 

ismét jelentős arányú apoptózis indukált, amely a külön-külön kezelések hatásának 

alacsony értéke miatt magas szinergia faktor értéket adott: LLnL esetében SFLLnL=2.4, 

míg bortezomib esetében SFBzb=14.9.  

A Bcl-2 expresszióját vizsgálva western-blottal, a kontroll RD-GFP sejtvonal 

esetében az eredeti RD sejtvonalhoz hasonlóan, TRAIL kezelésre az életben maradt 

sejtekben megnőtt a Bcl-2 fehérjeszintje, amit LLnL-lel ki tudtunk védeni (14. ábra D). 

Az RD-Bcl-2 sejtvonal esetében a proteaszómagátló nem befolyásolta a transzgén 

fehérjeszintű kifejeződését. Ugyanakkor, ha hosszabb expoziciós idővel detektáljuk a 

fehérjék kimutatásához kapcsolódó kemilumineszcenciát, a teljes hosszúságú Bcl-2 csík 

alatt megjelentek kisebb molekulasúlyú, kis intenzitású csíkok, amelyek valószínűleg a 

Bcl-2 fehérje hasított formái (14. ábra D) (Cheng et al., 1997) 

A NF-κB teljes gátlásához szükséges bortezomib koncentráció (1-5 μM) nem 

érhető el betegekben klinikai körülmények között súlyos toxikus mellékhatások nélkül 

(Argyriou et al., 2008; Delforge et al., 2010). Ezért először megvizsgáltuk, hogy 

alacsonyabb koncentrációkon alkalmazva kiválthatunk-e bortezomibbal a magasabb 

koncentrációhoz hasonló hatásokat. Bortezomib hígításaival kezelve RD-GFP és RD-

Bcl-2 sejteket, 30 nM-os koncentrációban már az 1 µM-os koncentrációval egyező 

arányú az apoptózis indukáló hatása (15. ábra).  

                                 

15. ábra: A bortezomib koncentráció függő apoptotikus hatása. RD sejteket kezeltünk 
24 órán át a jelzett koncentrációjú bortezomibbal (Bzb) és az apoptotikus sejtek arányát subG1 
módszerrel határoztuk meg. Két kísérlet, n=4 minta átlaga és szórása. 

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

nM bortezomibbal, még mindig jelentős szinergikus hatás mutatkozott sejtelhalás 
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tekintetében (RD-GFP-re SFBzb=1.48±0.22 (n=5 kísérlet), RD-Bcl-2-re 

SFBzb=4.56±3.03 (n=4 kísérlet). Alacsonyabb koncentráción alkalmazva a 

bortezomibot (10 nM) már jelentősen csökkent mind a sejtelhalást indukáló hatása, 

mind a TRAIL-kezeléssel való szinergizáló képessége (15. ábra és be nem mutatott 

adat).  

Ismert, hogy a daganat sejtvonalak többségében a proteaszóma gátlása együtt jár 

a sejtciklus G2 fázisban történő késleltetésével (Brignole et al., 2006), ami részben a 

sejtciklust szabályozó kinázokat reguláló ciklinek lebontásának késedelme miatt 

alakulhat ki (van Leuken et al., 2008). Bortezomibbal (30 nM) kezelve az RD-GFP és 

az RD-Bcl2 sejtekben is jelentős akkumuláció mutatható ki a G2/M sejtciklus fázisban 

áramlásos citometriai méréssel (16. ábra A, B). Ez is alátámasztja, hogy a 30 nM 

bortezomib koncentráció elegendő az RD sejtvonalak esetében a proteaszómához 

köthető funkciók jelentős gátlásához. 
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16. ábra: A TRAIL és bortezomib kombinációja kaszpáz-vezérelt apoptózist indukál az 
RD sejtvonalakban. A: RD-GFP és B: RD-Bcl-2 sejtvonalakat kezeltünk r.h. TRAIL-lel (25 
ng/mL), bortezomib proteaszómagátlóval (30 nM) és z-VD.fmk kaszpázgátlóval (5 μM) 24 órán 
át. Felső oszlopdiagramok: fragmentált DNS-sel rendelkező apoptotikus sejtek arányát (SubG1 
populáció) áramlásos citometriával határoztuk meg (4-5 kísérletben n=8-10 meghatározás 
végeztünk, az eltérések statisztikai szignifikaciáját t-próbával határoztuk meg. * p<104, ** 
p<1010) Középen: áramlásos citometriával mért reprezentatív DNS hisztogramok (a 
számértékek a subG1 sejtek arányát mutatják). Alul: r.h. TRAIL (25 ng/mL) és LLnL (20µM) 
kezelés után citocentrifugált mintákon hematoxilin-eosin festett morfológiai felvételek 
(nyilakkal jelöltük az apoptotikus morfológiával rendelkező sejteket) 
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5.1.3. A bortezomib és a TRAIL kombinációja kaszpáz-függő apoptózis 

indukcióval kerüli meg a Bcl-2 gátló hatását. 

A Bcl-2 a mitokondrium mediált kaszpázaktiváció ismert gátlója (Kelly and 

Strasser, 2011). Mivel az RD sejtekben a TRAIL apoptotikus szignálját gátolja a Bcl-2 

transzgenikus túltermelése, ezért feltételezhetjük, hogy az RD sejtekben szükség van a 

mitokondriumból kiszabadítható molekuláris komponensekre a TRAIL által indukált 

apoptózishoz, azaz az RD sejtek ú.n. II-es típusú halál-receptor jelpályával működnek. 

TRAIL azonban nekrotikus jelpályát is aktiválhat, elsősorban kaszpázgátolt 

körülmények között (Holler et al., 2000). Ezért a sejtelhalásban szinergikus 

proteaszómagátlók és TRAIL tekintetében, hatásuk feltérképezéséhez az első, 

kérdésünk az volt, hogy vajon kaszpáz-függő apoptózis vagy esetleg kaszpáz-független 

nekroptózis indukciójával (Dunai et al., 2011) kerülik-e meg az RD-Bcl-2 sejtek a Bcl-2 

sejtelhalást gátló hatását. 

zVD.fmk általános kaszpázgátlót alkalmazva a DNS fragmentációval 

jellemezhető szinergikus sejtelhalás elmaradt bortezomib és TRAIL kombinációra nem 

csak az RD-GFP, de az RD-Bcl-2 sejtekben is (16. ábra A, B). A zVD.fmk viszont nem 

akadályozza meg a bortezomib G2/M sejtciklusgátló hatását, vagyis nem antagonistája a 

proteszómagátlásnak (16. ábra A, B). Hematoxilin-eosin festéssel vizsgálva a sejtek 

morfológiai változásait, a sejtek képe megerősíti, hogy a kombinációs kezelés hatására 

az RD-Bcl-2 sejtekben a hasonló morfológiai átalakulások zajlottak le (sejtzsugorodás, 

DNS kondenzáció és karyorhexis - sejtmagfragmentálódás), mint az RD-GFP sejtekben 

TRAIL vagy bortezomib kezelésekre magukban, vagy kombinációban (16. ábra A, B). 

Ezek alapján kijelenthetjük, hogy az RD-Bcl-2 sejtekben kaszpáz-mediált 

apoptózis zajlott le a kombinációs kezelés hatására. 

5.1.4. A TRAIL-rezisztens Rh41 alveoláris rhabdomyosarcoma sejtvonal is 

érzékenyíthető proteaszóma gátlással a TRAIL-indukált apoptózisra. 

A TRAIL rezisztens Rh41 sejtvonal hasonló fehérjeszintű expressziós profilt 

mutat, mint az RD sejtek a Bcl-2 géncsalád tekintetében (33. ábra A, a Megbeszélés 

fejezetben) ám jelentős eltérést, hiányt mutat a receptor-közeli (proximális), DISC-hez 

kapcsolódó fehérjék, köztük is a kiemelten fontos proapoptotikus iniciátor kaszpáz-8 

expressziójában (33.ábra B) (Petak et al., 2000). Alacsony koncentrációjú bortezomib 
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előkezelést alkalmazva a TRAIL-érzékenység szinergikusan fokozható a Rh41 

sejtekben, hasonlóan az RD és RD-Bcl2 sejtvonalakhoz (17. ábra). A 30 nM-os 

bortezomib kezelés szinergia faktora a TRAIL-lel: SF=1.78±0.33 (n=4 kísérlet). 

Érdekes továbbá, hogy magasabb koncentrációban maga a bortezomib is jelentős arányú 

sejtelhalást képes kiváltani az Rh41 sejtvonalban. 

 

17. ábra:A bortezomib klinikailag releváns koncentráción szinergikusan érzékenyíti 
az Rh41 rhabdomyosarcoma sejteket a TRAIL-indukált apoptózisra. Rh41 kezeltünk a 
jelzett koncentrációban bortezomibbal, majd fél óra elteltével TRAIL-t (50 ng/mL) adtunk 
további 24 órára. A sejtpusztulást sub-G1 módszerrel áramlásos citométeren detektáltuk. Négy 
kísérlet, n=8 minta átlaga és szórása. A kontroll és TRAIL kezelt minták eltérését 
homocedasztikus t-teszttel határoztuk meg. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ****: 
p<0.0001. 
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5. 2. TRAIL szekvenciákat tartalmazó vektor konstrukciók készítése és 

funkcionális összehasonlítása MSC sejtekben. 

A TRAIL daganatellenes hatását nagyban gyengítheti, hogy i.v. bejuttatásakor 

nagyon rövid, fél óránál rövidebb a fél-életideje a keringésben. A szisztémás terápiás 

alkalmazásnál felléphetnek mellékhatások is, elsősorban az immunsejtek működésének 

szabályozásában. Ezeknek a problémáknak a megkerülését, feloldását jelentené, ha a 

daganatban (beleértve a metasztázisokat is) lokálisan zajlana le a TRAIL termelődése. 

Erre jelenthet egyfajta megoldást MSC sejtekkel juttatni ((homingoltatni)) 

daganatkörnyezetbe a TRAIL gént. Különböző vektor-konstukciók tartalmazhatnák a 

TRAIL eredeti, sejtmembrán-integráns, teljes szekvenciáját, vagy akár egy mesterséges, 

szekretált formáját is. 

5. 2. 1. TRAIL vektorok létrehozása 

A TRAIL sejtölő hatékonyságát fokozni lehet, ha membránhoz kötötten 

kapcsolódik receptoraihoz (Muhlenbeck et al., 2000; Wajant et al., 2001), vagy ha a 

szolúbilis formája stabilabban oligomerizálódik (trimerizálódik) (Walczak et al., 1999; 

Watzl, 2006). A daganat-specificitást pedig a megfelelő TRAIL konstrukció MSC 

sejtekkel történő célba juttatásával érhetjük el (Grisendi et al., 2010b; Sasportas et al., 

2009). Elkészítettünk tehát két vektor konstrukciót, amelyek a human TRAIL génből 

származó szekvenciákat tartalmaznak. Nukleoporáció segítségével MSC sejtekbe 

juttattuk és vizsgáltuk a fehérje termék megjelenését és a tranziens expresszió hatásait 

az MSC sejtek életképességére. Az egyik konstrukció a teljes (membránhoz kötött, vad 

típusú) TRAIL-t tartalmazta, míg a másik egy speciális szekretálódó, szolúbilizált 

TRAIL-t. Ez az utóbbi konstrukció a TRAIL extracelluláris részéből (114-281 

aminósavak), valamint egy génszintézis technológiával létrehozott 223 nukleotid 

hosszúságú szekvenciából áll, (a felépítését az Anyagok és Módszerek fejezetben 

részletesen leírtuk). Ennek építőelemei a humán növekedési hormon szekréciós 

szignálja (hGHss), egy konszenzusos furin proteáz hasítási hely, valamint egy 

trimerizációra hajlamos izoleucin zipper (ILZ) szekvencia. A génszintézis lépésinek 

megfelelően (Anyagok és Módszerek) a szintetikus oligonukleotidokkal elvégeztük a 

duális aszimmetrikus PCR-t (18. ábra A) majd az átfedéssel növekvő és a teljes 
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hosszúságú terméket amplifikáló PCR reakcióban előállítottuk a hGHss-FurinCV-ILZ 

(röviden: GF-ILZ) konstrukciót (18. ábra B). 

 

18. ábra: GF-ILZ konstrukció megalkotása duális aszimmetrikus (A) és a teljes 
hosszúságú terméket amplifikáló (B) PCR felhasználásával. 

 A GF-ILZ terméket pCR-Blunt II-TOPO klónozó vektorva inzertáltuk és E. coli 

TOP10 recipiens sejtekbe transzformáltuk. 24 db klónt szekvenáltunk, amik között 

találtunk hibátlan terméket. 

 

19. ábra: A vektorokban felhasznált, TRAIL-t tartalmazó konstrukciók létrehozása. A: 
A TRAIL extracelluláris doménjét kódoló szekvencia (TRAIL (114-281) PCR amplifikátuma. 
B: Az ILZ-TRAIL (114-281) előállítása a mesterséges hGHss-FurinCV-ILZ (GF-ILZ) 
konstrukciót egyesítve a TRAIL (114-281) szekvenciával duális aszimmetrikus PCR módszer 
segítségével. C: Az ILZ-TRAIL (114-284) konstrukció PCR amplifikátuma, D: A teljes 
hosszúságú TRAIL (full-TRAIL) PCR amplifikátuma.  

A megvásárolt pORF-hTRAIL vektorból PCR amplifikáltuk az extracelluláris 

szekvenciát (114-281 as, 525 nukleotid) (19. ábra A), a mutáció mentes inzertet 

tartalmazó pCR-Blunt II-TOPO-GF-ILZ vektorból a GF-ILZ szekvenciát, majd a két 

nukleotid szekvenciát egy átfedéssel növekvő és a teljes hosszúságú terméket 

amplifikáló PCR reakcióban egyesítettük (739 nukleotid) (19. ábra B, C). 
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Az így létrejött ILZ-TRAIL (114-281) terméket pcDNA-TOPO expressziós 

vektorba inzertáltuk, TOP10 E. coli törzset transzformáltuk és 12 db klónt 

szekvenáltunk. Az összes klónban szerepelt egy nukleotid eltérés az eredetileg 

megtervezett szekvenciától a GF-ILZ és a TRAIL(114-281) határán lévő Bgl II 

restrikciós hasítási helyen, amely Ser71Pro aminosav cserét eredményezett a létrejött 

termékben.     

 
20. ábra: A kísérletekhez felhasznált ILZ-TRAIL(114-281) klón szekvenciája. 

Kutatásainknak ebben a fázisában a BgI II hasítási hely megtartása már nem volt 

prioritás (ez a restrikciós hely az GF-ILZ konstrukciónk egyszerű mozgatását tette volna 
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lehetővé és kombinálását más géntermékekkel, mint pl. az IFN-gammával). Mivel az 

aminosavcsere semmilyen belátható káros következménnyel nem járt ezen a kapcsolódó 

(linker) szekvencián, ezért ezt a klónt használtuk fel a további kísérleteinkben (20. 

ábra).  

A teljes TRAIL szekvenciát (full-TRAIL) a pORF-hTRAIL vektorhoz tervezett 

primerekkel amplifikáltuk (19. ábra D) és ezt is a pcDNA-TOPO vektorba klónoztuk.  

 

5. 2. 2. Csontvelői mesenchymális őssejtek nukleofektálhatósága. 

 MSC tenyészetek transzfektálhatóságát vizsgáltuk nukleoporációs technikával 

(nukleofekció) kontrollként zöld fluoreszcencia jelző fehérjét (GFP) kódoló pmaxGFP 

vektorral. Az alkalmazott nukleoporációs protokoll az MSC sejtek közel ötöd részében, 

(17±9 %-ában, n=6 kísérlet) okoz sejtpusztuláshoz vezető károsodást (21. ábra B). 

Ugyanakkor a viabilis sejtek magas arányában (52±17%, n=6 kísérlet) már 1 nap 

elteltével is intenzív GFP expressziót tudtunk detektálni mind konfokális mikroszkóppal 

(21. ábra A) mind áramlásos citometriával (21. ábra B).  

 
21. ábra. MSC sejtek hatékonyan nukleofektálhatók GFP-t tartalmazó vektorral. A: 
Konfokális mikroszkóppal készített reprezentatív felvételek. B: Áramlásos citometriával 
detektált GFP fluoreszcencia intenzitás kombinálva PI vitális festéssel. Inzertek: A 
nukleofekcitól eltelt idő, illetve a hisztogramrégiókban található sejtek %-os aránya. 
 

A transzfekció tranziens jellege miatt 6-7 nap után a sejtek jelentős részében 

csökkent a GFP jelenléte. Ez minden bizonnyal a nuleofektált vektorok számának 

kihigulására vezethető vissza, jelezve a sejtek proliferációs képességét nukleoporáció 
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után is. A sejtek egy kisebb csoportja viszont megőrzi az intenzív GFP kifejeződést (21. 

ábra B). 

5. 2. 3. A TRAIL vektorokkal nukleofektált MSC sejtek funkcionális jellemzése 

Ezt követően a teljes TRAIL szekvenciát (full-TRAIL) és az ILZ-TRAIL(114-

281) konstrukciót tartalmazó pcDNA3-TOPO vektorral nukleofektáltunk csontvelői 

MSC sejteket és ELISA módszerrel határoztuk meg a sejtek felülúszójában a szolúbilis 

TRAIL koncentrációját. A nem-transzfektált MSC sejtek felülúszójában a teszt 

érzékenységének határán levő (2 pg/ml) mennyiségű TRAIL-t tudtunk csupán 

kimutatni. A teljes TRAIL szekvenciát kifejező MSC sejtek a második naptól, napi 6-8 

ng/ml TRAIL-t szolúbilizáltak (22. ábra A). Meglepő módon a szekréciós ILZ-

TRAIL(114-281) konstrukciónkkal 2 nagyságrenddel kisebb TRAIL termelést (112 

pg/ml S[zumma]4 nap) tudtunk csak kimutatni (22. ábra B). 

 

 

22. ábra: Szolúbilizált TRAIL koncentráció meghatározása MSC sejtek 
felülúszójából. Csontvelői MSC sejteket nukleoporáltunk full-TRAIL-t (A) vagy ILZ-
TRAIL(114-281)-et (B) tartalmazó pcDNA-TOPO vektorral. 1 nap letapadás után egyes 
mintákon naponta frissítettük a tenyésztő médiumot (1.-4.nap) másokon 4 napig nem cseréltünk 
(S4 nap). A felülúszókból ELISA módszerrel határoztuk meg a szolúbilis TRAIL mennyiségét. 
Két kísérlet, n=4 minta átlaga és szórása. 

A naponta termelt TRAIL mennyisége alig marad el a 4 nap után a kultúrában 

talált mennyiségtől. Ez a TRAIL termelés és lebontás egyensúlyára utaló eredmény.  
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23. ábra: A TRAIL transzfekció apoptotikus hatása a gazda MSC (A) és a célzott RD 
daganatsejtekre (B). A: Az MSC sejteket transzfektáltuk a jelzett vektorral és 1 nap után 
subG1 áramlásos citometriai módszerrel detektáltuk az elhalt sejteket (három kísérlet, n=4 
mintájának átlaga és szórása, *: p<0.001, **: p<1x10-5, t-test) B: A A transz-well kísérletekben 
a  transzwell tálcák aljára 2,5 105 kontroll vagy vektorral transzfektált MSC sejtet, míg a tálcák 
kosárkáiba 105 RD rhabdomyosarcoma sejtet széleztünk. 1 nap letapadás után egyesítettük a 
tálcákat és további 1 nap után az elhalt RD sejtek arányát subG1 áramlásos citometriai 
módszerrel detektáltuk (Két kísérlet, n=4 minta átlaga és szorása). 

A szekréciós konstrukcióval transzfektált MSC sejtjeinket nem sikerült tartósan 

fenntartani, a sejtek fokozatosan néhány nap alatt apoptózissal kipusztultak. Ezt 

alátámasztandó, az ILZ-TRAIL(114-281) konstrukcióval történő transzfekció után 1 

nappal vizsgálva, a fragmentálódott DNS-sel rendelkező sejtek arányának fokozódását 

mutattuk ki. (23. ábra A). A két konstrukcióval nukleofektált MSC sejtek által 

szolúbilizált, termelt TRAIL daganatölő hatását is összehasonlítottuk transz-well 

kísérletekben RD sejteket és a transzfektált MSC sejteket együtt növesztve oly módon, 

hogy az ölősejt–célsejt közvetlen kontaktusát elkerüljük. Az MSC sejtek magukban, 

illetve a rajtuk végzett nukleoporációval szignifikáns, de csak kismértékű (5% körüli) 

RD daganatsejt pusztulást eredményeztek. (Említésre méltó, hogy a nukleoporáció a 

gazda MSC sejtek egy részének pusztulásához vezet (23. ábra A). A nukleoporáció 

hatásától már nem tért el szignifikánsan sem az egyik, sem a másik TRAIL konstrukciót 

kifejező MSC kultúra hatása az RD sejtekre (23. ábra B). 
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Összefoglalva azt állapítottuk meg, hogy az általunk tervezett ILZ-TRAIL(114-

281) konstrukció nem váltotta be a hozzá fűzött reményeinket, vagyis nem sikerült a 

vele nukleoporációval transzfektált MSC sejteket fenntartható, hatékony (daganatölésre 

alkalmas koncentrációjú) TRAIL termelésére késztetnünk. A teljes TRAIL konstrukciót 

hordozó MSC sejtek két nagyságrenddel több mobilizált szolúbilis TRAIL előállítására 

alkalmasak. Ráadásul a sejtfelszínen, a membránhoz kötötten maradt TRAIL további 

daganatellenes hatást eredményezhet. Ezért a további daganatsejt-MSC együtt-

tenyésztéses (co-kultúra) vizsgálatokban a teljes TRAIL-t tartalmazó vektor 

alkalmazására szorítkoztunk. 
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5. 3. A teljes TRAIL–t kifejező csontvelői és zsírszöveti eredetű 

mesenchymalis stróma/ős-sejtek (MSC) hatása daganatsejtekre in vitro. 

5.3.1. TRAIL-termelő csontvelői eredetű mesenchymalis őssejtek (BM-MSC-

TRAIL) gátolják az RD rhabdomyosarcoma sejtek számának növekedését. 

A teljes (full) TRAIL-t transzgenikusan kifejező csontvelői mesenchymalis 

őssejtek daganatellenes hatását két speciális, nem daganatos donorból izolált 

sejtvonallal vizsgáltuk. A két MSC sejttenyészet izolálását, kialakítását és 

immunfenotípusának jellemzését olaszországi kollaborációs partnereink végezték 

(Grisendi et al., 2010a). A 6. és 8. passzázs között használtunk fel ezekből az MSC 

tenyészetekből a mi kísérleteinkben, amelyekben a teljes-TRAIL-t tartalmazó vektorral 

nukleofektáltunk a sejteket. A alkalmazott MSC sejtek a 8. passzázsban is megtartották 

mesenchymalis morfológiájukat (24. ábra). 

 
24. ábra: Human csontvelő eredetű mesenchymalis strómasejtek (BM-MSC) a 8. 
passzázsban. Fordított sugármenetű fénymikroszkópos fáziskontraszt felvétel a tenyésztő 
flaska aljáról. 

A sejtkultúrákat a 4. passzázs után jellemezték partnereink sejtfelszíni fehérje 

expressziós mintázatuk alapján (Grisendi et al., 2010a) és 98%-ban CD45, CD34 és 

CD14 negatívak voltak, viszont magas arányban mutatták a bevezetőben ismertetett 

mesenchymalis őssejtekre is jellemző fenotípust (CD90+, CD105+, CD73+, CD146+, 

GD2+, CD140-, CD200-). Továbbá, rendelkeztek a mesenchymalis őssejtekre jellemző 

indukálható differenciálódási potenciállal (Grisendi et al., 2010a). Az így nyert MSC 

sejteket r.h. TRAIL(114-281) citokinnel kezelve nem tudtunk bennük apoptózist 

kiváltani (25. ábra A). Bortezomib (1 μM) viszont érzékenyítette a TRAIL-indukálta 

apoptózisra az MSC sejteket hasonlóan a rhabdomyosarcoma sejtekhez (25. ábra B). 
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 A               .B.       

 

25. ábra: BM-MSC sejtek nem érzékenyek a szolúbilis TRAIL-indukálta 

apoptózisra de érzékenyíthetők proteaszómagátlással. BM-MSC sejteket kezeltünk A: a 

jelzett mennyiségű vagy B: 100 ng/ml koncentrációjú r.h. TRAIL(114-281) citokinnel illetve 

bortezomibbal (Bzb, 1 μM) és 24 óra elteltével a sejtek apoptotikus elhalását detektáltuk sub-G1 

módszerrel. Két-két kísérlet, n=2 minta átlaga és szórása. 
 

 A teljes TRAIL-t tartalmazó vektorral nukleofektált MSC sejtekben western-

blot technika alkalmazásával kimutattuk a TRAIL expresszióját (26. ábra A). A sejt-

sejt interakciót megengedő együtt-tenyésztéses vizsgálatokhoz a BM-MSC sejteket 

nukleofektáltunk teljes-TRAIL-lel, majd önmagukban szélesztettük ki őket, hogy 1 nap 

elteltével a nukleofekciótól illetve a TRAIL termelésétől sérült, pusztult sejteket 

kimoshassuk. Ezek után szélesztettük hozzájuk az RD rhabdomyosarcoma sejteket és 5 

nap elteltével vizsgáltuk a sejtszám növekedést. A TRAIL-transzfektált MSC sejtek 

jelentős mértékben (84%-ban) gátolták az RD sejteket is tartalmazó tenyészetek 

növekedését az alkalmazott effektor-target aránynál (E:T=1:4) (26. ábra B). 

Tendenciájában a kontroll, pmaxGFP vektorral nukleofektált, MSC sejtek is 

eredményeztek egy kismértékű növekedésgátlást az RD sejtek számában, főleg, ha 

figyelembe vesszük azt is, hogy az önállóan tenyésztett kontroll MSC kultúrák az 5. nap 

végére 38,000±3000 sejt/well (n=4) sejtszámmal rendelkeztek, és feltehetőleg közel 

ekkora számú MSC sejt lehetett az együtt-tenyésztett kultúrákban is (az MSC sejtek 

nagyobb mérete alapján a vizuális megfigyelés legalább is ezt a feltevést erősítette 

meg). A BM-MSC-TRAIL sejtek a szignifikancia határán (p=0.053) lévő mértékben 

kevésbé növekedtek, illetve erőteljesebben pusztultak (26,000±9000 sejt/well, n=4) az 

önálló tenyészetben, mint a kontroll MSC-GFP sejtek, jelezve, hogy a nukleofekcióval 
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elérhető TRAIL termelés intenzitása auto- illetve parakrín módon visszahathat az MSC 

sejtekre is.  

 

26. ábra: BM-MSC-TRAIL sejtek gátolják az RD rhabdomyosarcoma sejtek 
számának növekedését. BM-MSC sejteket nukleofektáltunk pORF-TRAIL, vagy pmax-GFP 
(kontroll) vektorokkal. A: A transzgenikus teljes TRAIL kifejeződését western-blot segítségével 
mutattuk ki. B: 6 lyukú tálcára 0.5*105 sejtet szélesztettünk lyukanként. Másnapi médium csere 
után 105 RD rhabdomysarcoma sejtet szélesztettünk hozzájuk és 5 nap után megszámoltuk a 
sejteket Bürker kamrában. Két, nem-tumoros donortól származó BM-MSC sejttenyészetet 
használtunk két kísérletben, (n=4 minta átlaga és szórása). A kiértékeléshez homocedasztikus, 
kétszárnyú t-tesztet alkalmaztunk. 

 

5.3.2. Zsírszövet-eredetű, retrovirálisan TRAIL transzfektált mesenchymalis 

őssejtek (AD-MSC-TRAIL) sejtelhalást indukálnak HeLa carcinoma sejtekben. 

Kollaborációs partnereink Olaszországban szépészeti műtétek során nyert 

zsírszövetekből izoláltak adherens mesenchymalis sejteket és igazolták, hogy ezek 

rendelkeznek a mesenchymalis őssejtek fenotipusával (sejtfelszíni differenciálódási 

antigének és differenciálódási képesség) (Grisendi et al., 2010b). Ezeket az AD-MSC 

sejteket a humán teljes TRAIL gént tartalmazó pMIGR retrovirus konstrukcióval 

(Albagli-Curiel et al., 2007) transzfekáltuk, és vizsgáltuk az így keletkezett sejtek 

TRAIL expresszióját. Immunfestéssel kimutattuk, hogy csak a TRAIL-t tartalmazó 

vírussal transzfektált sejtek fejezték ki a TRAIL-t, akár a sejtfelszínen, akár 

intracellulárisan (27. ábra A) Hasonlóképpen, a tenyésztő médiumban is kimutattuk a 
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szolúbilis TRAIL jelenlétét (27. ábra B). Érdekes módon az AD-MSC-TRAIL sejtek 

szolúbilis TRAIL termelése is eléri a maximális értéket már 12 órára (≈300 pg/ml) de a 

termelés intenzitása közel egy nagyságrenddel elmaradt a pcDNA3.1-TRAIL vektorral 

nukleofektált BM-MSC sejtek termelésétől (6-8 ng/ml) (22. ábra). 

 

27. ábra: TRAIL termelés AD-MSC sejtekben. AD-MSC sejteket transfektáltunk 
TRAIL+GFP vagy GFP gént tartlamazó retrovirus vektorral. A: TRAIL kifejeződést detektáltuk 
áramlásos citométerrel sejtfelszíni vagy intracitoplazmatikus anti-TRAIL ellenanyag festéssel. 
B: A felülúszóban jelenlévő TRAIL-t detektáltuk ELISA módszerrel (médium csere nélkül) a 
jelzett időpontokban vett mintákban (mintaszám n=3, átlag és szórás). Reprezentatív ábrák 
három kísérlet alapján. 

.  

28. ábra: TRAIL-R-ok kifejeződése AD-MSC sejteken. AD-MSC sejteket EDTA 
segítségével szüreteltünk és a szuszpenzióban lévő sejteket festettük anti-TRAIL-R1 (DR4) és 
anti-TRAIL-R2 (DR5) ellenanyagokkal és detektáltuk áramlásos citométerrel. A halvány 
kontúrú hisztogram az izotípus kontroll. Reprezentatív ábra három kísérlet alapján. 

Az AD-MSC sejtek nem fejezik ki TRAIL-R1-et (DR4) de a TRAIL-R2-t (DR5) 

viszont igen (28. ábra). Ez alátámasztja annak a lehetőséget, hogy az MSC sejtek 
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reagálhatnak az auto- ill. parakrin TRAIL transzgén termelésre a saját DR5 

receptoraikon keresztül. 

HeLa sejtekben 100 ng/mL r.h. TRAIL(114-281) jelentős, közel 40% 

sejtelhalást tudott indukálni (29. ábra A). AD-MSC-TRAIL sejtekkel együttes 

sejtkultúrába téve, a HeLa sejtekben még ennél is jelentősebb arányú daganatsejt-

elhalást értünk el (62%), 1:5 célsejt-effektorsejt arány esetében (29. ábra A).  

29. ábra: Sejtelhalás HeLa carcinomasejtekben AD-MSC-TRAIL sejtek hatására. 
HeLa sejteket (3x104), mint célsejtet szélesztettünk 6 lyukú tálcára. Másnap AD-MSC-TRAIL 
vagy AD-MSC-GFP sejteket adtunk hozzájuk effektorként, a jelzett arányban (target:effektor, 
T:E) és 24 óra  után mértük a target sejtek elhalását áramlásos citometriával PI festés után a 
GFP negatív sejtek tartományában. A: HeLa sejtelhalás különböző T:E áránynál. r.h. TRAIL: 
100 ng/mL. Két kísérlet, n=4 minta átlaga és szórása. B: HeLa sejtelhalás T:E=1:1 mellett, 
különböző koncentrációjú TRAIL neutralizáló ellenanyag jelenlétében. Három kísérlet, n=3 
minta átlaga és szórása. 

A HeLa sejtek pusztulásában a TRAIL ligand termelése direkt vagy indirekt 

módon biztosan részt vesz, mert TRAIL antagonista ellenanyaggal az elhaló HeLa 

sejtek arányát jelentősen csökkenteni lehetett (29. ábra B).  

Hasonlóan a BM-MSC-TRAIL sejtek esetéhez, a retrovírus transzdukált AD-

MSC-TRAIL sejtek esetében is felmerült a kérdés, hogy a detektált relatíve alacsony 

(≈300 pg/ml) szolúbilis TRAIL, illetve valamilyen más távolra is hatni képes szolúbilis 

faktor képes-e transz-well kísérletekben reprodukálni a sejt-sejt kontaktus során 

tapasztalt nagyarányú HeLa sejtelhalást. Transz-well kísérleteink eredményei szerint 

(30. ábra) a magasabb effektorsejt arányoknál ha csupán alacsony mértékben is, de 

szignifikánsan növekedett az elhalt HeLa sejtek aránya a szolúbilis faktorok hatására, 

bár az elhalás mértéke még a lemagasabb célsejt-effektorsejt aránynál (1:5) sem éri el a 
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direkt kontaktus során tapasztalt HeLa sejtelhalás mértékének egyharmadát (29. ábra A 

és 30. ábra). 

 

30. ábra: AD-MSC sejtek által termelt szolúbilis faktorok hatása HeLa sejtek 
elhalására. A 29. ábrának megfelelő sejtszámokkal szélesztetük AD-MSC és HeLa sejteket az 
alsó illetve a felső transz-well edénybe, és 24 órán át külön tenyésztettük őket, majd 
összeillesztettük a transz-well tálcát. További egy nap elteltéwell a mobilis wellbe helyezett 
HeLa sejtek elhalását detektáltuk vitális PI festéssel és áramlásos citométerrel. Két kísérlet, n=4 
minta, átlaga és szórása. * p<0.5, ** p<0.001 a hasonló arányú AD-MSC-GFP-hez viszonyítva. 

  

31. ábra: Proteaszóma gátlás hatása AD-MSC sejtekre. A feltüntetett különböző AD-
MSC sejteket 50 nM bortezomibbal kezeltük a jelzett ideig és a A: TRAIL-R2 (DR5) 
sejtfelszíni expresszióját detektáltuk anti-DR5 immunfestéssel. Reprezentatív ábrák két 
kísérletből. B: vagy 24 óra elteltével a sejtek elhalását határoztuk meg vitális PI festéssel, 
áramlásos citometria segítségével. Két kísérlet, n=4 minta átlaga és szórása. A szignifikancia 
értékeket homocedasztiku t-teszttel határoztuk meg. 

 Mint azt megmutattuk rhabdomyosarcoma sejtvonalak esetében is, a TRAIL 

rezisztens daganatsejtek gyakran érzékenyíthetőek a sejtelhalásra bortezomibbal. A 
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proteaszómagátlás az AD-MSC sejtekben esetében is befolyásolhatja a rezisztentiát a 

transzgenikus autokrin TRAIL-re. Ezt vizsgálva AD-MSC sejteket kezeltünk 50 nM 

bortezomibbal, és a TRAIL-R2 (DR5) expressziójuk fokozódását tapasztaltuk (31. ábra 

A). Ez jelzi, hogy az AD-MSC sejtek is hasonlóan működnek, mint általában a 

daganatos sejtvonalak, azaz proteaszóma gátlás hatására fokozódik a DR5 expressziójuk 

(Johnson et al., 2003). A bortezomib indukálta sejtelhalást vizsgálva, az AD-MSC-

TRAIL sejtvonal esetében a vitális festéssel detektált elhaló sejtek aránya szignifikánsan 

emelkedett (31. ábra B), bár relatíve kis mértékben, összevetve a BM-MSC sejtekhez 

kívülről adott TRAIL és Bzb esetéhez (lásd 25. ábra B). 

 Összefoglalva, az BM- és AD-MSC sejtek többféle eljárással is alkalmassá 

tehetők TRAIL hordozására és kifejezésére (nukleofekció illetve adenovirus) és a 

daganatellenes hatás (növekedésgátlás illetve sejtelhalás indukció) kifejtésére. A 

membrán proteázok hatására szolúbilizálódó TRAIL valószínűleg csak kis részét tudja 

magyarázni ennek a daganatellenes hatásnak, annak ellenére, hogy az eltérő 

transzfekciós módszerek jelentős TRAIL expressziós különbségeket eredményeztek. Így 

feltehetőleg az MSC sejtek membránjába integrálódott TRAIL az elsőszámú effektor 

molekula a daganatsejtek apoptózisának indukciójában. 
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6. MEGBESZÉLÉS 

6. 1. A TRAIL indukált apoptózis elleni rezisztencia vizsgálata és a rezisztencia 

kialakulásának megakadályozása proteaszómagátlókkal rhabdomyosarcoma 

(RMS) sejtekben: 

 A disszertációm első felében RMS sejtek apoptózis érzékenységét vizsgáltam 

szolúbilis humán rekombináns TRAIL hatására. Kimutattuk, hogy 1.) az indukált és 

ektopikusan expresszált Bcl-2 fehérje gátolja a TRAIL apoptotikus hatását és ezt a 

gátlást proteaszóma-inhibitorokkal le lehet törni, 2.) proteaszómagátlással még azt a 

rhabdomyosarcoma sejtvonalat (Rh41) is érzékenyíteni lehet a TRAIL-indukált 

apoptózisra, amelyben a receptor közeli jeltovábbító molekulák fontos csoportja csak 

alacsony szinten íródik át. 

6.1.1. A Bcl-2 szerepe a rhabdomysarcoma sejtek életében 

 A Bcl-2 fehérje fontos szerepet játszik a normál harántcsíkolt izomsejtek érése, 

differenciálódása során. Egér modellek szerint a Bcl-2 a myogenikus érés korai 

fázisában expresszálódik, még a myoblast elköteleződés előtti állapotban lévő izom 

ősejtekben (az összes izomsejt mindössze 1-4%-ában) majd az expressziója megszűnik 

a myoblast elköteleződést követően (MyoD, myogenin expresszió) (Dominov et al., 

1998). A differenciálódás során a Bcl-XL és Bcl-W gének kifejeződése biztosítja az 

izomsejtek túlélését (Dominov et al., 2001). Szintén egér modellek és gén-expressziós 

mintázat alapján azt feltételezik, hogy a rhabdomyosarcomák egy csoportja (az 

alveoláris RMS egy fajtája) ilyen korai, még nem elköteleződött mezodermális őssejtből 

eredhet (Hettmer and Wagers, 2010). Ennek is megfelelően a Bcl-2 fehérje magas szintű 

expressziója jellemző az RMS sejtekre. Ptch1 hiányos egerekben sporadikus 

rhabdomyosarcoma fejlődik ki, amelyek erősen kifejezik a Bcl-2 fehérjét (Kappler et 

al., 2003). Humán betegminták vizsgálata szerint mind az alveoláris, mind az 

embrionális RMS esetek 10%-ban jelentős (az RMS sejtek >75%-ban megjelenő) Bcl-2 

kifejeződést mutattak ki immunhisztokémiai festéssel, 26%-ában átmeneti intenzitású 

(az RMS sejtek 25-75% megjelenő) festődést találtak (Boman et al., 1997). Egy másik 

tanulmányban az RMS esetek 40%-ban találtak Bcl-2 kifejeződést 

immunhisztokémiával, ámbár a betegek túlélése a kezelések hatására (overall survival) 
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nem volt kapcsolható a Bcl-2 expresszióhoz (Armistead et al., 2007). Egy hasonló 

vizsgálatban szintén az esetek közel 40%-ban találtak erős Bcl-2 expressziót az RMS 

sejtekben, de itt szignifikáns túlélési előnyt találtak a Bcl-2 hiányos esetekben 

(Heerema-McKenney et al., 2008). A Bcl-2 okozta apoptózis rezisztencia legyőzése 

tehát fontos összetevője lehet az RMS terápiás kezelésének. 

Mint azt az irodalmi áttekintésben bemutattam, a TRAIL a receptorain keresztül 

nem csupán közvetlenül az apoptózist iniciálni képes kaszpázokat aktiválja, hanem más 

szignálpályákat is elindíthat, köztük az NF-κB transkripciós faktorét, amelyet az IKK 

kináz az intracitoplazmatikus II-es DISC komplexen keresztül kapcsolhat be. Az NF-κB 

fontos szabályozó szerepet játszik az antiapoptotikus gének átíródásában, köztük a Bcl-

2 géncsaládéban is (Turco et al., 2004). A Bcl-2 gén promoterében patkánynál 

kimutatták az NF-κB kötödését (Li et al., 2007), míg humán emlődaganatok esetében a 

RelB által indukált Bcl-2 hatást igazolták (Wang et al., 2007). Humán neuronális sejtek 

esetében TNF-α stimulusra mutatták ki, hogy a Bcl-2 expresszióját az NF-κB vezérli 

(Tamatani et al., 1999). Ez felveti annak a lehetőségét, hogy az általunk megfigyelt Bcl-

2 fokozott kifejeződése a r.h. TRAIL kezelés hatására beinduló NF-κB aktivitásnak 

tudható be. Ebben az esetben a proteaszóma fehérje-lebontást végző magproteázainak 

gátlásával megakadályozható az IκB gátlófehérje lebontása, annak foszforiláltsága 

ellenére is, és ezzel megakadályozhatjuk az NF-κB transkripciós aktiválódását és a Bcl-

2 gén fokozott kifejeződését. Ez vezethet a TRAIL és a proteaszómagátlók együttes 

kezelése során tapasztalt szinergikus hatáshoz. Az irodalmi áttekintésben bemuttatuk (2. 

táblázat, 22. oldal) hogy, a proteaszóma gátlás tucatnyi fehérje expressziós szintjét 

változtathatja meg pro-apoptotikus irányba, az NF-kB indukált Bcl-2 ebből az egyik 

lehetőség. Ennek akkor lehet jelentősége a TRAIL-indukált apoptózis esetében, ha az 

RD RMS sejtvonal II-típusú halál-receptor mediált jelpályával jellemezhető, azaz a 

mitokondriumból kiszabaduló molekulákra is szükség van az apoptózis lezajlásához. 

Ezt kívántuk megvizsgálni a retrovírus transzfekciócióval létrehozott RD-Bcl-2 

sejtvonallal. Ha ugyanis az RD sejtek II-es típusúak a fentiek szerint, akkor a stabilan, 

TRAIL stimulustól függetlenül kifejeződő Bcl-2 megakadályozhatja a TRAIL-indukált 

apoptózist. Azt tapasztaltuk, hogy, valóban ez történt (14. ábra, 56. oldal). A Bcl-2 

stabil expressziója esetében a proteszómagátlás feltehetőleg már nem fogja jelentősen 

befolyásolni a Bcl-2 kifejeződést (mint ahogy azt tapasztaltuk is -szintén a 14. ábrán 
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bemutatva-). Ezért a stabil Bcl-2 expressziós modellben a szinergikus TRAIL és PS-

gátlás együttes hatása sem magyarázható közvetlenül a Bcl-2 szint változásával, mint az 

indukált expresszió esetében.  

 

6.1.2. A halál-receptorokon keresztül indukált apoptózisra való érzékenyítés 

proteaszómagátlással daganatsejtekben 

Vizsgálataink során két eltérő szerkezetű proteaszómagátló-szert alkalmaztunk 

annak érdekében, hogy az esetleges másodlagos, nem megfelelő („off  target”)  

hatásokat kiszűrhessük az eredményeinkből. Mindkét alkalmazott PS-gátlónak van(nak) 

nem tervezett hatásai, az LLnL-ről ismert, hogy gátolja a µ-kalpaint is (Mellgren, 1997), 

míg a bortezomibról, amely a myeloma multiplex terápiájában a klinikumban is 

használt PS-gátló, a közelmúltban mutatták ki, hogy hasonló koncentráción, mint 

amivel a  proteaszómát, még számos más szerin-proteázt is gátol: katepszin-G, 

katepszint-A, kimáz, DPP-II, HtrA2/Omi (Arastu-Kapur et al., 2011). A HtrA2 a 

neuronális sejtek túlélésében játszik szerepet és feltételezések szerint a gátlása 

hozzájárulhat a bortezomib által okozott perifériás neuropátia mellékhatáshoz. A két 

gátlószer ismerten eltérő ”off-target” profilja biztosítja, hogy a mindkét gátlószerrel 

reprodukált eredmények valóban a proteaszóma gátlásának tulajdoníthatók. 

A Bcl-2 antiapoptotikus hatásának felfüggesztése az együttes (TRAIL+PS-

gátlók) kezeléssel két, egymástól eltérő módon magyarázható: egyrészt inaktiválódhat a 

Bcl-2 védő szerepe a mitokondrium permeabilizálódásánál, másrészt a PS gátlás 

hatására megváltozhat a molekuláris profil az RD sejtekben és már nincs szükség a 

TRAIL-indukált apoptózishoz a mitokondriumra, azaz a sejtek II-es típusú apoptózisról 

I-es típusúra váltanak. 

A Bcl-2 inaktiválása többféleképpen történhet. Egyrészt leírták, hogy a kaszpáz-

3 proteolitikus hasítást végezhet a Bcl-2 fehérje amino-terminálisához közeli ú.n. 

rugalmas hurokban (flexible loop) lévő 34-es poziciójú Asp aminosav mellett és ezzel 

az antiapoptotikus funkciójú Bcl-2-t egy 23kD molekulasúlyú proapoptotikus (Bax-

szerű) fehérjévé alakítja (Cheng et al., 1997) (32. ábra). Hasonló jelenséget írtak le 

később alfa-vírusokkal fertőzött sejtvonalakban is (Grandgirard et al., 1998). A Bcl-2 

fehérje több tucat másik, nem a Bcl-2 családba tartozó fehérjével képes 

összekapcsolódni. A közelmúltban a FKBP38-ról írták le, hogy a Bcl-2-höz kötődve 
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megakadályozza a Bcl-2 kaszpáz-mediált hasítódását (Choi et al., 2010). A rugalmas 

hurokban a kalpain proteáz is képes hasítani a Bcl-2-t a 73 poziciójú Gln mellett, ezzel 

egy 15 kD fragmentet eredményezve (Gil-Parrado et al., 2002). 

 
32. ábra: A Bcl-2 géncsalád egyes tagjainak vázlatos fehérje-domén szerkezete. BH1-BH4: 
Bcl-2 homolog domén, TM: transzmembrán domén. A Bcl-2 esetében a BH4 és BH3 domén 
közé eső rugalmas hurokban háromszögekkel jelöltük a poszttranszlációs módosítási helyeket: 
foszforiláció (T69-S87) és proteolitikus hasítás (D34) 

 

Proteaszómagátlókkal (MG-132 és lactacystin) indukálva apoptózist szintén 

kimutattak egy hasonló, 22 kD-os Bcl-2 fragmentet, amelynek a megjelenését kaszpáz-3 

gátlóval meg lehetett akadályozni (Zhang et al., 1999). Egy tüdő carcinoma sejtvonalat 

bortezomibbal kezelve két eltérő, 25 kD és 23 kD, fragmentet is kimutattak, amelyek 

megjelenése korrelált a Bcl-2 megnövekedett foszforiláltságot jelző mobilitás-

változásával a gélfutás során valamint a G2/M sejtciklusban történő akkumulációval és 

az apoptózissal (Ling et al., 2002).  

Mi is találtunk a blotjainkon több eltérő, az irodalomban leírtakhoz hasonló 

méretű Bcl-2 fragmentet (14. ábra, 57. oldal). A véleményünk az, hogy ezek a 

fragmentumok valószínűleg nem járultak hozzá számottevően az RD-Bcl-2 sejtekben a 

TRAIL-bortezomib kettős kezeléssel indukált apoptózishoz, mivel a fragmentek 

intenzitása a teljes Bcl-2 intenzitásához viszonyítva jóval alacsonyabb, mint az 

irodalomban bemutatott esetekben, miközben a sejtek, 50%-ában lezajlott az apoptózis 

ez időre. 

A Bcl-2 mitokondriális apoptózist védő hatását megakadályozhatja még 

valamely BH3 fehérje expressziójának, vagy aktivitásának jelentős fokozódása. Ilyen 

lehet a Noxa melanóma sejtvonalakban (Nikiforov et al., 2007), vagy a Bik vastagbél, 
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tüdő vagy ovárium sejtvonalakban (Zhu et al., 2005b), illetve a Bim prosztata 

sejtvonalakban (Nikrad et al., 2005). Sarcoma sejtekben hasonló jelenséget eddig nem 

mutattak ki. Saját vizsgálataim során azt találtam, hogy bortezomib kezelésre a Bik 

expressziója nem változik 24 óra elteltével. Ez tovább erősíti a feltételezésünket, hogy 

TRAIL+PS-gátló kettős kezelés megkerüli a mitokondriális apoptózis jelpályát.  

Egy másik (még nem reprodukált) kísérletben az RD sejtek mitokondrium 

depolarizációját és plazmamembrán permeabilitását vizsgáltuk. Azt találtuk, hogy az 

RD-Bcl-2 sejtekben a mitokondrium depolarizáció gyenge az RD-GFP sejtekhez képest 

TRAIL+bortezomib kezelésre, ennek megfelelően feltehetőleg a mitokondriális ATP 

termelés viszonylag stabilan megmaradhatott az apoptotikus sejtekben, ezért csak lassan 

zajlott le a másodlagos nekrózis, a plazmamebrán kilyukadása. Ennek megfelelően az 

apoptotikus sejtek arányánál jelentősen kisebb arányú propidium jodiddal vitálisan 

festődő nekrotikus sejtet detektáltunk áramlásos citometriával. Ez a megfigyelésünk is a 

mitokondrium megkerülésének elképzelését erősíti a kettős kezelés alkalmával. 

Hogyan válthat át egy sejtben a II-es típusú apoptózis I-es típusúvá? Ebben 

kulcsszerepet játszik az XIAP kaszpázgátló fehérje (Jost et al., 2009). A TRAIL-

indukált apoptózist képes gátolni az, ha az XIAP túltermelődik (Albeck et al., 2008; 

O'Connor et al., 2008). A XIAP kaszpázgátló funkciója bénítható a mitokondriumból 

kiszabaduló Smac/Diablo fehérjével (Maas et al., 2010; Nagy et al., 2006), proteolitikus 

hasítással (kaszpáz által) (Desplanques et al., 2009), kis molekulatömegű inhibítorokkal 

(Fakler et al., 2009; Kashkar, 2010) vagy RNS csendesítéssel (Vogler et al., 2008). Ez 

utóbbi esetben a Bcl-2 ektopikus kifejeződéséből adódó TRAIL rezisztenciát is sikerült 

felfüggeszteni. Bortezomib hatására az XIAP expresszió csökkenhet és ezzel kapcsolja 

át a II-es típusú sejteket I-es típusúvá (Kahana et al., 2011). 

Sarcoma sejtekkel eddig kevés vizsgálat történt abban a tekintetben, hogy a 

TRAIL-indukált apoptózist milyen mechanizmuson keresztül szabályozza a PS-gátlás. 

A közelmúltban jelent meg egy közlemény, amelyben 1-1 chondro- és fibrosarcoma 

sejtvonal mellet egy RMS sejtvonal TRAIL-érzékenységét vizsgálták és 

megállapították, hogy MG132 hatására fokozódik a DR4 és DR5 expresszió az RMS 

sejtekben (Cheong et al., 2011). Mi is vizsgáltuk a DR5 sejtfelszíni kifejeződésének 

változását az RD RMS sejteken, mind bortezomib mind LLnL hatására, 6 órás kezelés 

után másfélszeres expresszió fokozódást tapasztaltunk (nem bemutatott adat).  

DOI:10.14753/SE.2012.1760



81 
 

A halál-receptorok expressziójának növekedése feltehetőleg hozzájárul ahhoz, 

hogy a gyenge DISC-képző képességű sejtek is (mint pl. az Rh41, 33. ábra B.) 

elegendő iniciátor kaszpáz aktivitást generáljanak az apoptózis beindulásához. 

  

 
33. ábra: Apoptózist szabályozó fehérjék kifejeződésének összehasonlítása RD és Rh41 RMS 
sejtvonalakban. A: A két sejtvonal a Bcl-2 családba tartozó vizsgált fehérjéket azonos 
intenzitással fejezi ki. B: A TRAIL-receptorhoz közvetlenül kapcsolódó (proximális, DISC) 
fehérjékből az Rh41 jelentősen kevesebbet expresszál (Petak et al, 2003). 

 

A Bcl-2 indukált túltermelése mellett felmerülhet egy másik magyarázat is arra, 

hogy miért jelenik meg több Bcl-2 a TRAIL-kezelt RD sejtekben és hogyan tudja ezt 

csökkenteni egy PS-gátlószer az apoptózisra való érzékenység fokozásával. Ennek az 

elképzelésnek az a kiindulása, hogy az azonos genommal rendelkező sejtekben is 

jelentősen eltérhetnek az aktuális fehérjeszintek (Spencer et al., 2009). 

Ez alapján az is lehetséges, hogy a teljes Bcl-2 fehérje túlélési jelből apoptózis 

támogató jellé válik. Ennek hátterében a Bcl-2 kettős funkciója áll: gátolja az 

apoptózist, ha ahhoz szükségesek a mitokondriumból kiszabaduló támogató molekulák, 

azaz ha II-es típusú. Ugyanakkor gátolja az autofágia folyamatát a Beclin-1-hez 

kötödésén keresztül. Az autofágia viszont általában túlélési folyamatként indul be és az 

apoptózis lezajlását is gátolja. Ezért ha a Bcl-2 szint a véletlenszerű expressziós eloszlás 

miatt magasabb, akkor ez a sejt érzékenyebbé válhat az I-es típusú apoptózisra. A 

proteaszómagátlók tehát megakadályozzák azoknak az RD sejteknek a kiválasztódását, 

melyek véletlenszerűen nagyobb mértékben expresszálnak Bcl-2-t azzal, hogy a TRAIL 

apoptótikus jelét II-esről I-es típusúra alakítják át (emelett, a Bcl-2-t alacsonyabb 

szinten kifejező sejteknek túlélésének kedvez a PS-gátló kezelés, mert azokban erősebb 
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autofágiás ellenállás alakulhat ki). Ezzel az elmélettel még nem találkoztam a 

szakirodalom tanulmányozása során, így közvetlen kísérletes igazolásával sem.  

 

6. 2. A TRAIL fehérje MSC sejtekkel, mint vektorokkal való eljuttatása a 

daganatsejtekhez 

A disszertációm második felében arról számoltam be, hogy génszintézis 

technikával elkészítettünk egy izoleucin-zipzárral, erősített trimerizációra alkalmas, 

szekretálható TRAIL-t kódoló vektort. Ezzel a konstrukcióval, valamint membránhoz 

kötött, teljes hosszúságú TRAIL génkonstrukciókkal MSC sejteket késztettünk TRAIL 

termelésre és kimutattuk, hogy 1.) a membránkötött TRAIL expressziója kifejezettebb 

és kevésbé ártalmas az MSC sejtek számára, mint a szekretálódó TRAIL, 2.) a 

membránkötött TRAIL-t kifejező MSC sejtek gátolják az RD rhabdomyosarcoma és 

HeLa carcinoma sejtvonalak növekedését in vitro, jobbára sejt-sejt kapcsolatban átvitt 

TRAIL hatáson keresztül. 

6.2.1. A TRAIL termelése és hatása a gazda MSC sejtekre 

Az AD-MSC sejtekről kimutattuk, hogy a TRAIL DR5 receptorát fejezi ki 

számottevő mértékben, míg a DR4-et nem, vagy legalább is az a sejtfelszínen nem 

jelenik meg (28. ábra) (expressziós kontrollként HeLa sejteket használtunk, melyek 

mind a két receptort kifejezik a citoplazma-membránjukon, (Grisendi et al., 2010b)). 

Hasonló eredményeket kaptak mások is különböző szövetből származó MSC mintákat 

vizsgálva. Csontvelői MSC sejtekről kimutatták, hogy a DR5 mellett DcR2-t is 

kifejeznek a felszínükön, illetve DcR1-et kismértékben (Menon et al., 2009). 

Köldökzsinór-vérből származó MSC sejtek szintén a DR5 pro-apoptotikus TRAIL 

receptor mellett DcR1 és DcR2 expressziót mutattak (Kim et al., 2008). 

Szisztematikusan Szegezdi és mtsai vizsgálták a különböző MSC sejtek (csontvelői, 

embrionális, és köldökzsinórból származó (wharton-kocsonya)) esetén a TRAIL 

receptor megjelenését és DR4 illetve DR5 expressziót is találtak (Szegezdi et al., 2009).  

 Az általunk vizsgált BM-MSC sejtek in vitro körülmények között nem 

érzékenyek a kívülről adott r.h. TRAIL-indukált apoptózisra 24 órás kezelésnél (23. és 

25. Ábra). Hasonló eredményeket kaptak mások is (Luetzkendorf et al., 2010; Menon 
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et al., 2009; Szegezdi et al., 2009). Szegezdi és mtsai a TRAIL-rezisztencia hátterében a 

csalétek (decoy, DcR1 és DcR2) receptorok kifejeződésén túl alacsony kaszpáz-8 és -9 

expressziót is kimutatott mindhárom említett típusú MSC-ben (Szegezdi et al., 2009). 

Mások viszont normál kaszpáz-8 expressziót mutattak ki köldökzsínór-vérből származó 

MSC sejtekben (Gondi et al., 2010). Interleukin-2-vel aktivált allo- és autogén NK-

sejtekről mutatták ki, hogy sejtelhalást indukálnak humán fötális májból származó 

MSC-sejtekben TRAIL ligand hatáson keresztül, míg felnőtt csontvelői MSC sejtekben 

főleg FasL hatáson keresztül (Gotherstrom et al., 2011). Elképzelhető, hogy nincs 

feltétlenül szükség kaszpáz 8 jelenlétére az NK sejtek hatásához, hiszen mind a TRAIL-

, mind a Fas- receptorok kaszpáz-független sejtelhalási jelpályákat is aktiválhatnak 

(Petak et al., 2003). 

Retrovirális génbevitel után a teljes TRAIL termelése sem váltott ki szignifikáns 

sejtelhalást AD-MSC sejtekben 2 napos megfigyelés alatt (Grisendi et al., 2010b). Ha a 

teljes TRAIL-t tartalmazó vektort  nukleofekcióval juttattuk a BM-MSC sejtekbe, némi 

sejtelhalás növekedést tapasztaltunk 1 nap után (23. ábra), és valószínűleg ennek 

tudható be, hogy 5 napos növekedés vizsgálat során a szignifikancia határát súroló 

mértékben csökkent sejtszámot észleltünk BM-MSC-TRAIL mintáinkban a BM-MSC-

GFP mintákhoz képest (lásd 67. oldalon a szövegben közölt eredményeket). A 

kutatócsoportok többsége nem vizsgálta, hogy a transzgenikusan kifejezett TRAIL 

visszahat-e autokrin vagy parakrin módon az MSC sejtek életképességére vagy 

növekedési kinetikájára. Csontvelői MSC sejteket lentivirális TRAIL-vektorral 

transzfektálva hosszú távú növekedési vizsgálatban (70 nap, >30 populáció-duplázódás) 

nem találtak különbséget a kontroll MSC sejtekhez képest (Luetzkendorf et al., 2010).  

Az AD-MSC sejteknél a differenciálódási antigének expressziója nem változik a 

transzgenikus TRAIL termelés hatására (Grisendi et al., 2010b). Szintén nem változik a 

transzgenikus MSC sejtek differenciálódási képessége sem, legalábbis nem 

számottevően (Grisendi et al., 2010b). Ezeket az aspektusokat mások eddig nem 

vizsgálták. 

A sejtelhalási és növekedést befolyásoló hatáson túl a TRAIL transzgén más 

tulajdonságokat is módosíthat az MSC sejtekben.  

Vizsgálatainkban azt tapasztaltuk, hogy mind az AD-MSC-TRAIL, mind a BM-

MSC-TRAIL mintáinkban a felülúszóban detektálható TRAIL mennyisége egy 
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bizonyos (viszonylag rövid, 12-24 óra) idő után nem, vagy alig növekedett (22. és 27. 

ábrák). Ebből arra következtethetünk, hogy vagy a receptorain keresztül recirkulálják, 

„visszaveszik” az MSC sejtek a termelt TRAIL-t vagy az is lehetséges, hogy a 

szolúbilizáláshoz használt proteáz működése csökken idővel, amit viszont valószínűleg 

szintén az autokrin TRAIL a receptorain keresztül indukál az MSC sejtekben. Egyelőre 

nincs irodalmi adat arról, hogy pontosan melyik sejtfelszíni proteáz hasítja le és így 

szolúbilizálja a TRAIL-t. Korai vizsgálatok idejéből ismert, hogy a TNF-α (Scheller et 

al., 2011) és a FasL (Schulte et al., 2007) esetében megismert metalloproteázok helyett 

valamilyen cisztein proteáz végzi el ezt a feladatot egy gátlószer-profilt alkalmazó 

vizsgálat szerint (Mariani and Krammer, 1998). Az is lehetséges, hogy a TRAIL nem 

csak proteolitikus hasítással szolúbilizálodik, hanem vedléssel (shedding), ami szorosan 

értelmezve azt jelenti, hogy kis membrán vezikulákon sűrűsödő receptorok (patching, 

majd caping) válhatnak le a sejtről (vezikuláció). MSC sejtkultúra esetében a TRAIL 

felülúszóba kerülésének körülményeit nem vizsgáltuk (gradiens ultracentrifugálással 

elkülöníthető lenne a vezikuláris és a lehasított TRAIL), és másoknál sem találtunk erre 

vonatkozó vizsgálatot. Elképzelhetőnek tartom, hogy a szolúbilizálódás mindkét módja 

működik MSC sejtek esetében: a felülúszóból készített western-blott segítségével 

kimutatható lenne a jelenlévő TRAIL molekulasúlya. MSC sejtek esetében is leírtak 

már vezikulációs jelenségeket, az ú.n. exoszóma termelést (bár nem a TRAIL kapcsán) 

(Lai et al., 2010). 

Giorgio Zauli kutatócsoportja leírta a TRAIL kemotaktikus hatását nem csak 

endothel és simaizom sejtekre, hanem MSC sejtekre is, kimutatva a sejtek motilitására, 

invazivitására tett hatását in vitro körülmények között (Corallini et al., 2010; Secchiero 

et al., 2008). Még nem ismert viszont, hogy in vivo körülmények között milyen szerepe 

lehet az MSC sejtek vándorlásában az autokrin TRAIL vagy esetleg parakrin termelt 

TRAIL-nek. Érdekes eredményt hozhatna egy olyan kísérlet, amelyben az in vivo 

(egérbe) beadott TRAIL-lel transzfektált MSC sejtekben csendesítenénk a TRAIL-

receptorokat shRNS technológiával. 
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6.2.2. Az MSC sejtek transzgenikus TRAIL termelésének hatása a daganatsejtekre 

Kimutattuk, hogy az MSC sejtek által termelt TRAIL a felelős a daganatsejtek 

apoptózisáért in vitro, mivel az anti-TRAIL ellenanyag kivédte az apoptotikus hatás 

jelentős részét (29. ábra). Ez fontos eredmény annak a tükrében, hogy egyes 

vizsgálatok szerint MSC sejtek önmagukban is daganatölő hatást tudnak kifejteni 

(Khakoo et al., 2006). 

Olasz kollaborációs partnereink a HeLa sejtek mellett további sejtvonalak 

esetében vizsgálták az AD-MSC-TRAIL közvetítette daganatellenes hatást: két TRAIL 

érzékeny vonalon, pankreász carcinoma: BxPc3, és colon adenocarcinoma: LS174T,  

valamint két TRAIL-rezisztens sejtvonalon, emlő carcinoma: BT549 és neuroblastoma: 

IMR32 (Grisendi et al., 2010b). A szolúbilis r.h. TRAIL-re rezisztens daganatsejtekben 

a sejthez kötött TRAIL sem tudott javítani ezen a rezisztencián. Mások viszont 

kimutatták, hogy a sejthez kapcsolt TRAIL egyes szolúbilis TRAIL-re kevéssé érzékeny 

colorectális carcinoma sejtvonalat képes apoptózisra érzékenyíteni (Mueller et al., 

2011). 

A TRAIL apoptotikus hatását az ILZ trimerizációra hajlamosító domén 

hozzákapcsolásával is fokozni próbálták (Walczak et al., 1999). Erre az eredményre 

alapozva próbáltuk meg mi is olyan szekretálódó TRAIL konstrukció létrehozását, 

amely egyben tartalmazza ezt az ILZ trimerizációs domént is. Az előállított 

konstrukcióval csak alacsony mennyiségű TRAIL-t tudtunk termeltetni (22. ábra). 

Irodalmi adatok szerint ennek hátterében a nem optimális szekréciós szignál állhat 

(Mohr et al., 2010). 

Nem tisztázott, hogy az ILZ pontosan milyen strukturális hatáson keresztül 

fokozza a TRAIL-indukált apoptózist, ugyanis a natív TRAIL maga is trimerizálódik (2. 

ábra). Jurg Tscopp laborjából származó eredmények szerint a csak „egyszerűen” 

trimerizált TRAIL, hasonlóan a trimerizált FasL-hoz általában nagyságrendekkel 

magasabb koncentráción indukál csak apoptózist, mint az ellenanyaggal keresztkötött 

(oligomerizált) TRAIL illetve FasL (Schneider et al., 1998). FasL esetében azt is 

kimutatták, hogy elegendő dimerizáltatni a trimereket a felfokozott apoptózis 

indukcióhoz (Holler et al., 2003). Vajon a szerkezet-vizsgálatok 

(röntgenkrisztallográfia) segítenek-e megérteni hogyan szabályozza a halálligandumok 

oligomerizációja a receptorokat és azon keresztül a DISC szerkezetét és az iniciátor 
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kaszpázok aktiválódását? A közelmúltban született egy modell, amely hozzájárulhat a 

DISC működésének jobb megértéséhez (Scott et al., 2009), de az ILZ-TRAIL 

oligomerizációs hatását még ez az elmélet sem tudja közvetlenül magyarázni.  
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7. KÖVETKEZTETÉSEK 

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

hatásairól a következőket állapíthatjuk meg: 

a.)  A TRAIL-kezelt RD rhabdomyosarcoma sejtekben megnövekedett Bcl-2 

fehérje mennyisége (akár szelekciós, akár indukciós módon is történt a 

növekedés) hozzájárul a túlélő sejtekben az apoptózis gátlásához. Ezt támasztja 

alá , hogy a Bcl-2 túltermelő kísérleti rendszerben lényegében az apoptózis 

teljes hiányát tapasztaltuk, rezisztenciát értünk el. Ebből arra következtetünk, 

hogy az RD sejtvonal II-es típusú sejt, vagyis a mitokondriális jelpálya 

aktiválódása is szükséges a TRAIL-receptorral kezdeményezett apoptózis 

lezajlásához.   

b.) Sikerült a Bcl-2 közvetítette apoptózis-rezisztenciát felfüggesztenünk az RD 

rhabdomyosarcoma sejtekben a proteaszóma magproteázainak gátlásával 

(LLnL és bortezomib segítségével). Ennek hátterében valószínűleg nem a Bcl-

2 fehérje inaktiválása áll (proteolítikus hasítása), hanem az, hogy a DISC 

szignálközvetítő komplex megnövekedett aktivitása miatt az RD sejtek 

átváltanak II-típusú sejtekből I-es típusúra, azaz a TRAIL-receptor-indukált 

apoptózis során az iniciátor kaszpázok közvetlenül aktiválják a végrehajtó 

kaszpáz-kaszkádot. Ezt támasztja alá az is, hogy a TRAIL-receptor közeli 

rezisztenciával (kaszpáz-8 expresszió hiány) rendelkező Rh41 

rhabdomyosarcoma sejtvonal TRAIL-érzékenységét is fokozni lehet 

proteaszómagátlással.  

 

2. A mesenchymalis őssejtekbe (MSC) juttatott TRAIL génkonstrukciók daganatsejt-

ölő tulajdonságairól a következőket állapíthatjuk meg:  

a.)  Mind a csontvelőből, mind a zsírszövetből előállított MSC sejtek gátolják a 

daganatsejtek növekedését in vitro, ha TRAIL-t expresszálnak a 

sejtfelszínükön. 

b.)  A nukleoporáció és a retrovirális géntranszfer is alkalmas módszer a TRAIL 

MSC sejtekbe juttatására és funkcionális kifejezésére.  
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c.)  A TRAIL-t expresszáló MSC sejtek daganatsejt-ölő tulajdonságát jelentősen 

fokozza a célsejttel való közvetlen kontaktus, amit a célsejtek TRAIL-

receptorainak oligomerizációjával ér el, vagy indirekt módon, más molekuláris 

mechanizmussal érzékenyítve a célsejtekben a receptor-mediált apoptózis 

jelpályáját.  

d.)  Proteaszómagátlás hatására az MSC sejtek is érzékenyebbé válnak a TRAIL-

indukált apoptózisra, akár bystander módon funkcionál a maguk termelte 

TRAIL vagy rekombináns formában adjuk kívülről hozzájuk. Ezért a TRAIL-t 

expresszáló MSC sejtek és a proteaszómagátló kezelés együttes daganatellenes 

hatékonyságát további kísérletekben kell még vizsgálni.  
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8. ÖSSZEFOGLALÓ 

A rhabdomyosarcoma (RMS) a leggyakoribb gyermek és ifjúkori 

lágyrészdaganat, mindemellett disszeminált stádiumban a gyógyulás esélyei rosszak. Új 

terápiás lehetőségek kutatása szükséges a területen. Peták és mtsai mutatták ki, hogy in 

vitro körülmények között az RMS sejtvonalak jelentős hányada (7-ből 4) oligomerizált 

TRAIL-Flag kezelésre a teljes sejtpopulációt érintő apoptózissal válaszolt. Az 

ellenanyaggal oligomerizált TRAIL a teljes membránkötött TRAIL hatásához hasonló. 

A klinikai kipróbálás alatt álló TRAIL[114-281] (dulanermin), már kevésbé volt 

hatékony apoptózis-induktora az RMS sejteknek. Erősíteni kívántuk a TRAIL 

apoptotikus szignálját ezért megvizsgáltuk, hogy 1.) proteaszómagátlók 

kombinációjával leküzdhető-e a TRAIL-rezisztencia rhabdomyosarcoma sejtekben és 

hogy 2.) mesenchymális őssejtekbe (MSC) juttatott TRAIL transzgén konstrukciók 

közül vajon a szekretálódó, trimerizációra alkalmas izoleucin zipzárral ellátott TRAIL 

vagy a teljes, transzmembrán TRAIL kifejeződése hatásosabb növekedésgátlója az RMS 

sejteknek. Kimutattuk, hogy 1.a.) a Bcl-2 fehérje indukált ill. ektopikus túltermelése 

késleltette az RMS sejtek TRAIL-indukált apoptózisát. 1.b.) A proteaszóma 

magproteázainak gátlása szinergikusan fokozta a TRAIL-indukált apoptózist mind a 

Bcl-2-t túltermelő, mind a receptor közeli szignál komponenseket alacsony szinten 

kifejező RMS sejtekben. Kimutattuk továbbá, hogy 2.a.) a membránkötött teljes TRAIL 

expressziója kifejezettebb és kevésbé ártalmas az MSC sejtek számára, mint az általunk 

konstruált szekretálódó izoleucin-zipzár konstrukcióval ellátott TRAIL és 2.b.) a 

membránkötött teljes TRAIL-t kifejező MSC sejtek jelentős mértékben gátolni  tudták 

az RD rhabdomyosarcoma és a HeLa carcinoma sejtvonalak növekedését in vitro, 

nagyobbrészt a sejt-sejt kapcsolatban átvitt TRAIL-hatáson keresztül. Eredményeink 

hozzájárulhatnak a TRAIL hatékonyabb felhasználásához RMS terápiák 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 Peták 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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