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|. BEVEZETES

A rhabdomyosarcoma (RMS) a leggyakoribb gyermekifjékori
lagyrész daganat és disszeminalt stadiumban a gidgygsélyei rosszak. Uj
terapias lehéségek kutatdsara lenne szikség. Petdk és mtsatakiak,
hogy az &ltaluk vizsgalt 7 RMS sejtvonalban kifégik a TRAIL DR5
receptora és jeletd résziuk (7-6l 4) in vitro korilmények kozott
oligomerizalt TRAIL kezelésre a teljes sejtpoptiddcérind apoptdzissal
vélaszol. Vizsgalataik szerint az RMS sejtvonaldATL érzékenysége jol
korrelal a kaszpaz-8 protedz expresszids szintjével

TRAIL alapu terapids terméket tobb biotechnoldgieeg és
gyogyszer-gyar is fejleszt, melyek a klinikai kipédas kilonbéz
fazisaiban tartanak. Ezek kdzott a rekombinans muiRAIL (dulanermin)
monoterapiaban é&ehaladott szolid daganatok esetén fazis |,
kombinaciéban fazis Il vizsgalatokon esett at. Adigi klinikai vizsgalatok
azonban nem hoztak afiusikert, monoterapiaban 71 kezelt bet@gkétts
esetében tapasztaltak tartosan részleges valasketéetegnél a daganat
gyors lizise okozott sllyos mellékhatast. A DR4 BR5 agonista
ellenanyagok szintén fazis Il vizsgalatban tartarRdeklinikai vizsgalatok
eredményeire alapozva az RMS is része annak, a fAkivizsgalatnak,
mely az anti-DR5 antitest (drozitumab) kezelésekilkhi hatasat nézi
gyermekkori sarcomak esetében.

Ahhoz, hogy a TRAIL és a TRAIL-R antagonista elleyagok
daganatellenes hatasat fokozni tudjuk, meg kellersiink a TRAIL-R-
okhoz kapcsol6dé jelpélydkat, annak érzékényis rezisztenciat okozé
elemeit, hogy megfelél diagnosztikai eljarassal kivalaszthaté legyen a
terapiara alkalmas beteg csoport vagy a reziszAenegyzé kombinalt

kezelés.




A TRAIL egy ll-es tipust transzmembran fehérje, lyae egy
sejtfelszini cisztein proteaz hasit le szolubitisniara (114-281aminosav),
aktiv formja trimerizalt. Daganatok terapiajabamadalligandok kézil a
TRAIL felhasznalasaiihik legalkalma-sabbnak, mivel igen sok, kilonbdz
eredeti malignus sejtvonal esetében irtak le TRAIL érzékénet, azonban
normal szévetek nem érzékenyek ra és allatkisédetesem volt toxikus a
hasznalata. A TRAIL-nek két, teljes halaldoménrezidelked receptora
van: a DR4 és DR5, melyek képesek apoptotikus jedetvetiteni. Ezen
kivul két U.n. csalétek receptora (DcR1 és DcR2gd@s szekretalt receptor
forma (OPG) létezik. A TRAIL homotrimer ligand keagwdddasa utan a
DR4/DR5 receptorok intracellularis részéhez kapimtikl a FADD, a
kaszpaz-8 és kapszpaz-10 vagy a gatlé c-FLIP,hidétvea a DISC (death
iniciation signal complex) szignal komplexet. Azed- tipusl sejtekben
elegend mennyisé§ kaszpaz-8 aktivalodik, ami kozvetlenil aktivalja a
végrehajté kaszpazokat lefgve az kaszpazellenes XIAP hatasat. A ll-es
tipusu sejtekben a kaszpaz-8 aktivitas alacsonyat@mzitassal probalja
beinditani a kaszpazkaszkadot, amit az XIAP fehdwg képes blokkolni,
ezért tovabbi jeldisitt mechanizmusra, a mitokondrialis Gt bekapcsolasara
van szikség. A mitokondridlis Uton az apoptotikeigrslt a Bcl-2 csalad
proapoptotikus és antiapoptotikus tagjai szabalgkzzA Il-es tipusu
sejtekben Bcl-2 vagy Bcl-Xoverexpresszidval mitokondridlis utat gatolni
lehet, aminek kdvetkeztében elmarad az apoptgatsmdasa.

A proteaszOmagatlok TRAIL érzékertyihatasardl viszonylag sokat
tudunk ham-eredét daganatokban, ezekben a jelpdlya szamos
résztvevjének expresszibjat kedu@m, proapoptotikus iranyaba tolja el.
ProteaszOmagatlé-szerek a DR4 és DR5 receptor sakmivelésével, a
DISC kialakulasanak ésegitésével, a c-FLIP molekula expresszidjanak

csOkkentésével és a kaszpaz-8 bomlasanak gatldsatrelk az apoptdzis




kilss atjara. A mitokondrialis Utra a Bim és/vagy BikdHalmozédadan, a
Bax és a tBid stabilitasanak novelésén és a Bd&A;X, termebdés
gatlason keresztil hat tébbek kézott. Emellett ®lghaz NF«B tulélési
faktor aktivaciojat, ezen keresztil pedig a XIARmelsdését csdkkenti, igy
is érzékenyitve a TRAIL indukalt apoptézisra. Spankkrél csak elvétve
vannak eredmények, azok is Ewing szarkbmak esetébén
proteaszomagatlok kozott az @lIsklinikumban is haszndlt szer, a
peptidboronatok kézé tartozo bortezomib.

Kimutattdk, hogy a membrankotétt és a szolUubilBATL formak
jelat aktivalo hatasa kozoétt kilonbségek vannak.DR5 receptorrol,
ellentétben a DR4-gyel, csak membrankétott vagyenathyaggal
keresztkotott TRAIL ligand kédése esetén indul el a jeldat. Mivel a
rhabdomyosarcoma sejtvonalakonéslsrban DR5 expresszidot muattak ki,
felvetsdik annak lehdisége, hogy a TRAIL-t sejtekben expresszéalva
membrankotétt formaban juttassuk a daganat sejtekiemesenchymalis
4ssejtek azon tulajdonsaga, hogy képesek tumorbatvell annak
kérnyezetébe vandorolni emellett allatkisérletek,kénikai vizsgalatok is
igazoljak, hogy az MSC-k allogén, esetenként xenoggzipiensbe oltva
sem valtanak ki immunvalaszt (hipoimmunogének)alafiassa tesziket,
hogy genetikailag modositva TRAIL célbajuttatasaréegyenek

felhasznalhat6ak.




Il. CELKIT UZESEK

1. Rhabdomyosarcoma sejtvonalak estén a szol(bilisTRAIL[114-281]
hataséat szeretnénk javitani a rezisztencidja légessmechanizmusainak
feltardsaval és a rezisztencia felfliggesztéséinefagesd kombinécios

kezelések alkalmazasaval.

a.) Eszrevettiik, hogy a TRAIL-nek ellenallobb RD sejiek emelkedett
a Bcl-2 protein kifeje¢dése. Azt kérdeztik, hogy vajon az RD

sejtek esetében Bcl-2 termidése valéban rezisztencia ténfez

b.) A proteaszoma gatlasaval lehetséges-e a Bcl-2 kitette apoptdzis-

rezisztencia felfiggesztése rhabdomyosarcoma bejék

c.) Masfajta, TRAIL-receptor kozeli rezisztencidval detked
rhabdomyosarcoma sejtvonalak TRAIL érzékenységébkezni

lehet-e proteaszOmagatlassal?

2. MSC sejtekben kifejezett TRAIL hatasanak vizsgalataganatos
sejtekre

a.) A trimerizaciéos doménnel rendelkiegzekretalddo (ILZ-TRAIL) és

a teljes TRAIL szekvenciat tartalmazé expressziGktarok

tervezése és elkészitése.

b.) Nukleoporaciés génbevitel alkalmazdsa MSC sejtekked TRAIL

gének expresszidjanak vizsgalata.

c.) A TRAIL- expresszié apoptotikus hatdsa az MSC kegt@s a velik
ko6zbs sejtkulturdban tartott daganatsejtekre (RD HslLa

carcinoma).




lI.LANYAGOK ES MODSZEREK

lll. 1. Sejttenyésztés

Az RD, RD-GFP, RD-Bcl2 és Rh4l1 rhabdomyosarcoma
sejtvonalakat RPMI 1640 + 10% FBS médiumban, a Helitwvonalat pedig
DMEM + 10 % FBS + 1% pen/strtep médiumban tenyégike24 lyuku
talcan végeztik a kezeléseket, a sejteket protesaytld LLnL-lel (1M,
60p.) és bortezomibbal (Bzb) (1uM, 30 nM 30pgkekeltiink, majd h.r.
TRAIL-lel (25 ng/ml, 24 6ra) indukaltunk apoptozist

lll. 2. TRAIL gént tartalmazo vector konstrukciok k észitése

Az ILZ-TRAIL génkonstrukcio készitéséhez megtetuza 223 bp
hosszu szintetizaland6 szakaszt, majd az ehhemképkaként” hasznélt
oligonukleotidokat  megrendeltiik. A  génszintézis asor dudlis
aszimmetrikus, atfedéssel-névékv és teljes hosszisaglu terméket
amplifikalé PCR technikakat hasznaltunk (DA-PCR,-BER, FA-PCR),
igy hoztuk létre a 223 bp hosszU szintetizalt rélszis a TRAIL
extracellularis részéh allo szekvenciat, amit expressziés vektorba
klénoztunk. Emelett készitettiink egy teljes TRAltattalmazé expresszids
vektort is. A TRAIL szekvencia forrasaként ill akészilt szekvencidk
klonozasahoz a pORF-hTRAIL, pCR-Blunt 1I-TOPO, pcB8J1/V5His-
TOPO vektorokat alkalmaztuk. Az elkésziilt szekvékat ABI Prism 310

automata kapillaris szekvenal6 készilékkel éltentiik.

lll. 3. MSC sejtek izolalasa tenyésztése és nuklexkcidja

A karakterizalt mesenchymaliséssejteket csontvéhél és
zsirszovetbl izolaltuk. A mononuklearis sejteketiirfiség gradiens
centrifugalassal szeparaltuk, a mesenchymétisejteket adherenciajuk
alapjan kilonitettik el. A sejteket DMEM (1000 nigglu) + 10 % FBS
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médiumban tenyésztettilk. Az MSC sejteket a kémamisizfekciét és az
elektroporéaciot otvéz  nukleofekcioval (AMAXA-nukleofektor)
transzfektaltuk. A nukleofekcié hatékonysagat pr@d® kontroll vektorral
transzfektalt mintakban fluoreszcens mikroszképpés aramlasos
citometriaval ellefiriztik.

lll. 4. Daganatsejtek és MSC sejtek egyltt-tenyétzse

Az egyiitt-tenyésztéseket a sejtek kozvetlen kdptzromegengeil
maodon és szeparalt tenyé&sedényben végeztik.

A BM-MSC sejteket a telies TRAIL tartalmaz6é vektdr
nukleofektaltuk és 6 lyuku talcan tenyésztettikiggRD sejtekkel vegyes
médiumban. A sejteket 5 nap elteltével Birker kdranaszamoltuk meg.
Az ateresi talcas kisérletekben (Corning transwell, 0,4 Jird)} TRAIL-t
és teljes TRAIL-t tartlamazo vektorral nukleofektBIM-MSC sejteket és
RD sejteket tenyésztettiink egyitt, majd 24 Oraltéltel az apoptotikus
subG1 sejteket aramlasos citometriaval hatarozted. m

Az AD-MSC-TRAIL sejteket Hela sejtekkel tenyéstidt egyiitt
normal vagy szeparalt tenyé&Ztican ( Corning transwell, 0,4 um) 1:1, 1:2
és 1.5, T:E aranyban. A pusztult sejtek aranyafeBlés utan aramlasos
citometriaval hataroztuk meg.

lll. 5. Apoptotikus DNS fragmentacié vizsgalata &aramlasos
citometriaval

Az apoptézis sor-dn a DNS nukleoszomalis fragmeéijtac
figyelhe meg. A kezelt mintdkat etanolban fixaltuk, majdragmentélt
DNS-t extrahal6é puffer segitségével vontuk ki. Bom@vetkeztében az
apoptotikus sejtek DNS tartalma alacsonyabb lettt mz éb sejteké. A
mintdk DNS tartalmat DNS két fluoreszcens festék (propidium jodid-PI)
hozzaadasaval mértilk aramlasos citométeren (FAQRCal Becton

Dickinson).




1.6 . Immunfenotipizalas

Az AD-MSC sejteket immunfenotipizalasat az alablunwmklonalis
antitestekkel jeldlték kollaboraciés partnereinler®P-anti-CD45, APC-
anti-CD14, PE-anti-CD34, PE-anti-CD90, PE-anti-CDPE-anti-CD105.
Transzfekcié utan az AD-MSC-TRAIL, AD-MSC-GFP, ADS(L sejteket
PE-anti-TRAIL, PE-anti-TRAIL-R1, PE-anti-TRAIL-R2 sé izotipus
kontroll antitesteket hasznaltunk.
lll. 7. Western-blot

A kezelt sejtekbl készitett fehérjelizatumokat poliakrilamid gél-
elektroforézissel vélasztottuk szét, PVDF membréottoltuk és anti-Bcl-
2, anti-hTRAIL és antp-aktin eléidleges ellenanyaggal inkabaltuk. Az
eldhivashoz Vectastain ABC-kit-et és ECL-t hasznaltur’k blotok
fényintenzitdsat géldokumentacidos rendszerrel kitdtak és a képeket
ImageJ szoftverrel denzitometraltuk.
lll. 8. ELISA

Az ILZ-TRAIL vektorral és a teljes TRAIL vektorralukleofektalt
MSC sejteket letapadas utan 4 napig tenyészettiigliRisz6bol naponta
ill. a 4. nap végén TRAIL/TNFSF10 ELISA DuoSet &lthataroztuk meg a
termelt szolubilis TRAIL mennyiségét.
[l. 9. Statisztika

Sejtelhalas tekintetében a kombinalt farmakoreksek szinergiajat
jellemz’ egyszeli szinergia factor (SF) szamitasokat végeztink. A
statisztikai  kiértékeléshez hasonlé szorast add takin esetében
homocedasztikus, mig a jelésen eltés szbérasi  mintak
0sszehasonlitasahoz nem-homocedasztikus kétszéprgbat végeztink,
p<0,05 értéket tekintettlk statisztikailag szigaifisnak.




IV. EREDMENYEK

IV. 1. A TRAIL és proteaszOmagatlo-szerek szinergilis apoptézist
indukalnak rhabdomyosarcoma sejteken

h.r. TRAIL-lel (114-281 as.) végzetiink 24 6ras Kkézeket az RD
sejtvonalon. A TRAIL 50%-ban hatasos koncentraci&@s, ~25 ng/ml volt
és az RD sejtek tulnyomé tobbsége (~90%) elhaltrzftnl feletti TRAIL-6I.
A TRAIL kezelést (25 ng/ml) tuléIRD sejtekben a Bcl-2 fehérje expresszidja
kozel kétszeresére fokozodotbzamos sejttipus esetében ismert, hogy a
proteaszomagatlé szerek képesek érzékenyiteni andesgjteket a TRAIL
indukalta apoptozisra, ezért az RD sejteket prataaagatio-szerekkel (LLnL,
bortezomib) kezeltik kombinacibban TRAIL-lel a Hatéadditiv vagy
szinergikus volt sejtelhalads tekintetében. Emellatt proteaszomagatiok
gatoljak a spontan vagy TRAIL indukalt Bcl-2 kifefelést.

A Bcl-2 fehérje szerepét vizsgadlva a TRAIL reziszia
kialakulasaban, retrovirus transzfekcidval létréhink egy Bcl-2—t stabilan
tiltermeb sejtvonalat és annak izogenikus kontroll parjab{Bcl-2, RD-
GFP). A RD-Bcl-2 rezisztens lett TRAIL-re, proteasmgatiok
hasznéalataval viszont ez légghets.. A kombindlt kezelések magas szinergia
faktor eredményeket adtak LLnL esetében  $E2.4, mig bortezomib
esetében Sf,,m=14.9 és Sk, 30nvi=4.6.

A kombinalt kezelések mechanizmusat keresve kivakosltunk,
hogy a hatas kaszpaz-fifgyagy -fuggetlen-e. A TRAIL és bortezomib
kezelések mellé zVD.fmk kaszpazgatlét hasznalvaeddt az apoptdzis az
RD-GFP és az RD-Bcl-2 sejtvonalakban is igy a lzorgb és a TRAIL

kombinaciéja kaszpaz-fuggiton keriili meg a Bcl-2 apoptdzis gatldé hatasat.




A TRAIL-rezisztens Rh41 rhabdomyosarcoma sejtvomatacsony

TRAIL hatéasa.

IV. 2. TRAIL szekvenciékat tartalmazo vector konstrukciok készitése és
funkcionalis 8sszehasonlitasa MSC sejtekben

Két human TRAIL szekvenciat tartalmaz6 vektor kaonmstiot
készitettlink, egyik a teljes vad tipust TRAIL-ttaémazza, a masikban egy
altalunk szintetizalt részhez kapcsolodik a TRAMtracellularis része. Ez
utdbbi konstrukcié human ndévekedési hormon sze&sta@zignalt, egy
konszenzus furin proteaz hasitasi helyet és izoleaipper szekvenciat
tartalmaz, ami szekretal6do trimerizaciora hajlamBAIL valtozatot (Lz-
TRAIL (114-281)) eredményez. A vektor konstrukcidkat nukleofekclova
juttattuk az MSC sejtekbe, 24 ora elteltével igeagas (52+17%) volt a
transzfektaltak aranya.

A TRAIL konstrukcidkat tartalmazé vektorokkal nukfektalt
MSC sejtek fellliszéjaban ELISA modszerrel hatarkzaheg a szolubilis
TRAIL mennyiségét. A teljes TRAIL-t kifejdz MSC-k napi 6-8 ng/ml
TRAIL szolubilizaltak, mig azlILZ-TRAIL (114-281) konstrukciéval 112
pg/ml termelést tudtunk kimutatni 4 nap aldMaganaté hatdsukat is
O0sszehasonlitottuk transz-well kisérletekben, Rfelset és a transzfektalt
MSC sejteket egyiitt tenyésztve oly moddon, hogy désejt—célsejt
kdzvetlen kontaktusat elkerlljuk. A nukleofektalt SKB-k kismérték
daganatsejt pusztulast eredményezett, de egyik TRéstrukciot hordozo

MSC kultira sem okozott szignifikans hatast az RPeken.
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IV. 3. A teljes TRAIL transzgént kifejezé csontvebi és zsirszoveti
eredetii mesenchymalis stromajs-sejtek (MSC) daganatellenes hatasuak
in vitro.

Csontvebi eredeti MSC kultira TRAIL érzékenységét vizsgaltuk, 24
oras r.h. TRAIL(114-28]) kezelést kovéen nem tudtunk apoptézist
kimutatni. A teljes TRAIL-t tartalmazé vektorral kleofektalt sejtekben
western blottal ellefriztik a TRAIL expressziojat. Kodzvetlen sejt-sejt
interakciét megengéd egylitt-tenyésztéses vizsgalatakor azt tapasztaltuk
hogy az bmMSC-TRAIL sejtek jelefg mértékben (84%) gatoltak az RD
sejtek szaporodasat (T:E=4:1).

AZ AD-MSC sejtek esetében a TRAIL transzfekcié ogfrussal
tortént, a TRAIL termelést immunfestéssel és a ésmgt fellliszojaban
ELISA vizsgalattal ellebriztik. Az AD-MSC-TRAIL sejtek direkt
sejtkontaktus megengédegyitt-tenyésztéses vizsgalatban 62% sejtelhalast
eredményezett a TRAIL érzékeny Hela sejtekben (T:&Er melyet TRAIL
agonista ellenanyaggal jelésen csOkkenteni lehetett. Transz-well
kisérletekben a legmagasabb célsejt-effektor a@ny{T:E=1:5)
szignifikansan emelkedett az elhalt HeLa sejtekyaade az nem érte el a
direkt kontaktus soran tapasztalt egyharmadat sem.

Aramlasos citometriai mérések szerint az AD-MS@ekefiem fejezik
ki a TRAIL-R1-et de a TRAIL-R2-t igen, aminek expsei6ja fokozddott.
proteaszomagatlé bortezomib (50 nm) hatasara. AZ M&tekben TRAIL
és bortezomib kezelést kdgen kismértél, de szignifikdns emelkedést

tapasztaltunk az elhalt sejtek aranyaban.
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V. KOVETKEZTETESEK

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

kifejtett hatasairdl a kdvetkéket allapithatjuk meg:

a.) A TRAIL kezelt RD sejtekben a megnévekedettBhozzajarul a
taléls sejtek apoptédzis gatlasahoz. Bblarra kdvetkeztethetiink, hogy az
RD ll-es tipusU sejt, vagyis az apoptozis lejatésathoz szikség van a
mitokondridlis Ut aktivalodasara is.

b.) A Bcl-2 kozvetitett rezisztenciat fel lehet gagzteni
proteaszomagatlo-szerek hasznalataval. Feltétglakészerint a sejtekben

az apoptozis lejatszodasa ll-es tipusrol I-esre val

2. A mesenchymaligissejtekbe (MSC) juttatott TRAIL génkonstrukcidk
daganatsejt-él tulajdonsagairdl a kbvetkéket allapithatjuk meg:

a.) Mind a csontvébdél, mind a zsirszovetth eléallitott, TRAIL-lel
transzfektalt MSC sejtek gatoljdk a daganatsejtalekedésén vitro.

b.) A nukleoporacio és a retroviralis géntransieslkalmas modszer
a TRAIL génnek az MSC sejtekbe juttatdsara és fioniédis kifejeddésére.

c.) A TRAIL-t expresszalé MSC sejtek daganatséjtitilajdonsagat
jelentssen fokozza a célsejttel valé kdzvetlen kontaktus.

d.) Proteaszémagatlas hatdsara az MSC sejtekékanryebbé valnak
a TRAIL-indukalt apoptézisra, akar bystander médionkcional a maguk
termelte TRAIL vagy rekombinans formaban adjuk kiiihozzajuk. Ezért
a transzgenikus TRAIL-t expresszal6 MSC és a psataaagatlas
kombinacié daganatellenes hatékonyséagat tovabldriktekkel kell még

vizsgalni.
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