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Alternativ sejtelhalasi mechanizmusok, mint a daganatellenes terapia célpontjai.

1. A kaszpaz-gatolt leukémia sejtek staurosporin hatasara vagy apoptotikussa vagy nekrotikussa
alakultak. Egy &ramlasos citometriai modszerrel ez a két sejtforma jol elkilonitheté volt
egymastol és az ép sejtektél etanol fixalt mintédkban is. (Imre G, et al. Cystein cathepsin and
Hsp90 activities determine the balance between apoptotic and necrotic cell death pathways in
caspase-compromised U937 cells. Biochim Biophys Acta 2007; 1773(10):1546-57. IF: 6, 9

Staurosporin (STS) kezelésre a mieloid daganatsejtek tobbségében az apoptdzisra jellemz6 tipikus
morfologiai (citoplazma és sejtmag kondenzacio) és biokémiai valtozasok (DNS fragmentécio, PARP
hasitas, foszfolipid asszimetria-, mitokondrialis membranpotencial-, és endo-lizoszomalis térfogat-
csokkenés) zajlottak le 8 ora elteltével. Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluorometylketone
kaszpazgéatld (z-VAD.fmk, 50 uM) jelenlétében a DEVD szekvencia mentén hasito kaszpaz aktivitas
(kaszpaz 3,7,8) teljesen hidnyzott STS indukciora, de a sejtelhalas nem sziint meg, csak néhany oraval
késobb jelentkezett.

A morfolégiai jegyek alapjan (elektronmikroszkdpos és fénymikroszkopos vizsgalatok) a STS+z-
VAD.fmk kezelt sejtek egy része apoptotikussa (DNS és citoplazma kondenzécid) masik része
nekrotikussa (vakuolumok, feloldodd sejtszervek és membranok) valtozott, és nem volt jellemzé6 a
kevert tipusi morfoldgidval rendelkezé sejtek megjelenése (pl. kondenzélt mag, erésen vakuolizalt
citoplazma).

Kisérleteink kdzben megfigyeltlik, hogy a STS+z-VAD.fmk kezelés hatdsara kialakulé nekrotikus
sejteknek csokken az aramlési citometridval meérheté nagyszogii fényszoras értéke, az SSC
intenzitasa. A nekrotikus sejtek e tulajdonsdga megmaradt etanolban fixalt mintakon is. Mivel a fixalt
mintakon lehet6ség nyilik az apoptotikus sejtek detektalasara DNS tartalom alapjan, igy a fényszoras
(SSC) és DNS tartalom kétparaméteres diagramon a nekrotikus (SSC csokkenéssel jellemezhetd) és
az apoptotikus (DNS tartalom csdkkenéssel jellemezhetd) sejteket el tudtuk kildniteni. Kimutattuk,
hogy STS+zVAD.fmk kezelés esetében a SSC csokkent intenzitas alapjan meghatarozott nekrotikus
sejtek szdma jol korreldl a nem-fixalt mintdkban a propidium jodiddal (PI) festett nekrotikus sejtek
szamaval. Hidrogén peroxid (2 mM) hatasara keletkezé nekrotikus sejtek SSC fényszdrasa is csokken,
de kisebb mértékben. A STS indukalta apoptozist in vitro kdveté (masodlagos) nekrézis pedig még
kevésbbé csokkentette a sejtek SSC értéket.

Jelentéség: Az altalunk kidolgozott dramlasos citometriai modszer, amelyben a SSC paraméter
jelzi a nekrozis megjelenéset, alkalmas lehet vegyes sejtelhalasi format indukalo szerek jellemzésére.
Fontos szempont lehet ezzel kapcsolatban, hogy sejtelhalési ,,markerek” (mint a SSC csokkenés vagy
a DNS degradécio) ,,korrodedlodnak” posztmortem, ezért ez a technika is kvantitativan csak relative
szinkronizalt sejtelhalasi folyamatok tanulmanyozasahoz alkalmazhatd.

A mobdszert reszletesebben U937 és HL-60 leukémia sejteken vizsgaltuk illetve kisérleteket
végeztiink még RKO colon carcinoma és Jurkat leukémia sejteken is, ahol az SSC csokkeneés szintén
megfigyelheté volt.

2. A Kkaszpéz-gatolt, staurosporinnal indukalt leukémia sejtekben a z-FA.fmk gatolta az
apoptotikus sejtelhalast, a geldanamycin pedig megsziintette a nekrotikus sejtelhalédsi forma
kialakulasat. (Imre G et al. Cystein cathepsin and Hsp90 activities determine the balance
between apoptotic and necrotic cell death pathways in caspase-compromised U937 cells. Biochim
Biophys Acta 2007; 1773(10):1546-57. IF: 6, 9)

A STS+z-VAD.fmk-val kezelt mintdkban a kaszpadz aktivitas teljes gatlasa mellet megis
jelentkezett az apoptozis két biokémiai markere, a western blottal detektalhatd6 89 kD-os PARP
fragmentum és az agardz-gélelektroforézissel kimutathaté DNS létraképzodes. Mindkét jelenség
kivaltoja proteolitikus hatds lehet (a DNS fragmentacié esetében a CAD DNaz felszabadulasa az
ICAD gatl6 fehérje hasitdsa utan). A katepszinek szerepét feltételezve vizsgaltuk meg a z-FA.fmk
cisztein protedzgatlo hatasat a sejtelhalésra.
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A STS+z-VAD.fmk kezelt mintdkban a z-FA.fmk el6kezelés jelentésen csokkentette az
apoptotikus sejtek szamat ugyanakkor szignifikansan ndvelte a nekrotikus populéciét aramlasos
citometridval mérve. A PARP fragmentum €és az apoptdzis morfoldgiai megjelenését is gatolta. Az
apoptdzis gatlasa és a katepszinaktivitds gatldsa (z-FR.amc, z-RR.amc fluorescens szubsztréttal
sejtlizatumban detektalva) jol korrelalt egymassal jelezvén, hogy az apoptdzisgatlas valoszintileg a
katepszinaktivitas gatlasan keresztul valosul meg.

A RIP1 proteinkindz a nekrotikus jelpalydk egyik csoméponti szabalyoz6 eleme. Mivel RIP1 a
Hsp90 chaperon kliensfehérjéje, ezért mikodése leszabalyozhatd geldanamycinnel (GA), amely a
Hsp90 bénitasaval eléseqgiti a RIP1-nek a proteaszoman keresztili lebomlasat.

A GA Kkezelés szignifikdnsan csokkentette a nekrdzist mikdzben az apototikus sejtek szamat
ndvelte a STS+z-VAD.fmk kezelt mintdkban aramlasos citometridval mérve. A GA a nekrdzis
morfologiai megjelenését is gatolta.

Kimutattuk, hogy a két szer (z-FA.fmk és GA) egylttes adasa szignifikansan csokkentette az
apoptdzist és a nekrézist is. Az apoptozis (annexin V pozitivitds és sub-G1 sejtek) és a nekrozis (Pl
felvétel, SSC csokkenés) dsszes aramlasi citometrias jellemzgit gatolta a két szer egyuttes adasa STS +
z-VAD.fmk kezelés utdn 8 oraval. A kezelés eredményesen megorizte a sejtek citoplazmatikus és
magi struktargjat, valamint a mitokondriumok potenciljat és az endo-lizoszomalis térfogatot részben,
ellenben a sejtek térfogata csokkent a kontrollhoz képest. A térfogatcsokkenés ellenére a kettds
kezelés (z-FA.fmk+GA) hosszabb tavon védte a sejteket az elhalastol, melyet a morfoldgiai analizis
(18 6ra) és az aramlasos citometrias profilok (42 éra) tamasztanak ala.

A gétlés specificitasara utal, hogy a z-FA.fmk+GA nem volt hatdssal sem a STS okozta kaszpaz-
fligg6 apoptozisra, sem pedig a H,O, (2 mM) indukélta nekrdzisra.

Jelent6ség: A kapott adatok alapjan két alternativ jelpalya séma képzelheté el kaszpéazgatolt
sejtekben staurosporin hatdsara. Az egyikben a katepszin vagy annak célmolekuldja és a Hsp90
kliensfehérjéje kozeli, szoros kapcsolatban egyfajta sontként szabalyozza a sejtek elkotelezédését az
apoptotikus vagy a nekrotikus elhalasi jelpalya irdnyaba. A masik elképzelés szerint az apoptotikus és
nekrotikus jelit parhuzamosan, egymastol 1ényegében fliggetlendl fut le a sejtben. Ebben az esetben
az, hogy egy adott sejt aktudlisan melyik sejthalalforma jelenik meg, az donti el, hogy éppen melyik
jelpalya jutott el, hamarabb az elkdtelez6dési szakaszba. A sejtek eljutdsa az elkodtelezédési pontba
tébb orat igényelhet, mig az elhalt sejtforma kialakulasa csupan percekig (10-30 perc) tart. Ezért az
egyik sejtelhalési forma irdnyaba elkotelez6dott sejtben gyorsan kialakul az egyik forma, és nem jut
id6 arra, hogy a masik jelpalya jelentésen beleszéljon ebbe. Bar a két modell egymas alternativai,
mindkét esetben a katepszin és a Hsp90 aktivitasok egyuttes gatlasa szlikséges és elegendé a ,,kaszpaz-
fluggetlen” sejtelhalas teljes gatlasahoz.

Vizsgalataink fontos eredménye, hogy az altalunk alkalmazott modell rendszerben ki tudtuk
mutatni, hogy az egyes sejtelhalasi formak farmakoldgiai modszerekkel atalakithatok egymasba. A
sejtelhaldsi forma meghatarozhatja, hogyan reagélnak rd az immunsejtek. Az apoptotikus forma
kialakulaséat altaldban nem Kiséri gyulladas és gyakran csendesiti az immunreakciot. A nekrotikus
formak megjelenése gyulladassal jar, amely a makrofag infiltracion és aktivalddason keresztil fokozza
a lokalis sejtproliferaciot, ugyanakkor a nekrézis el6ésegiti a dendritikus sejtek érését, az adaptiv
immunrenszer reakcidjat fokozva. Az eredményeinkkel kapcsolatos egyik fontos kérdés, hogy vajon
»Kikeverhet6-e” farmakonok segitségével egy olyan sejtelhalasi profil daganatokban, amely a
természetes és adaptiv immunrendszer minden elényét kihasznalva segit a daganatellenes immunitas
kialakitasaban.

3. A kaszpaz-gatolt leukémia sejtekben a staurosporin-indukalta apoptotikus és nekrotikus
sejtelhalasi forma kialakulasat is megakadalyozta a CA-0740Me protedz gatlo, de ezt a hatast
nem (csak) a katepszin B aktivitéds gatlasan keresztul fejtette ki. (Mihalik R et al. Cathepsin B-
independent abrogation of cell death by CA-074-OMe upstream of lysosomal breakdown. Cell
Death Differ 2004;11(12):1357-60. IF: 8,2)

A itt kovetkezé az eredményeket egy kordbbi OTKA tamogatds (Mihalik R. OTKA T029611,
1999-2002) segitségével értiik el és fontos kiindulopontja volt a most lezarult palyazatunknak.
Eredményeinket a palyazat beadasa utan sikerlt publikalnunk.

A STS+z-VAD.fmk kezeléssel indukalt sejthalal apoptotikus és nekrotikus formajat a CAQ074-
OMe katepszin inhibitor felfuggesztette (ECs,=5-15 uM), kivédve a mitokondrium depolarizaciét és
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az endolizoszomalis térfogat csokkenését. A triton X-100 detergens segitségével nyert lizatumban
vizsgalva a katepszin aktivitast fluoreszcenc szubsztratok felhasznélasaval (katepsin B, L, H: z-
FR.amc; katepszin B: z-RR.amc) azt talaltuk, hogy a CA-0740Me méar ECs,=0,01-0,04 uM
koncentracion gatolta a katepszin aktivitast és 0,1 uM-nal mar teljesen gatolta a katepszi B-re jellemzé
RR4&z protedz aktivitast. Ez azt mutatja, hogy 1) az esetleg a citoplazmaba keriil6 szolubilis katepszin
B-re nincs szlikség a kaszpazhianyos sejtekben lezajlo sejtelhalashoz és 2) a CA-0740Me gatldszer a
sejtelhalésra kifejtett hatasat nem a katepszin B kozvetiti.

Jelentéség: A CA-074 4-5 nagysagrenddel jobban gatolja a katepszin B-t, mint a katepszin L-et
illetve katepszin H-t, ex vivo. Irodalmi adatok szerint a CA-0740Me altaldban 10-100 uM
koncentracié tartomanyban gatolta a sejtelhalast (nekrdzist és apoptdzist is) és a katepszin B gatld
hatdsat is csak ebben a koncentracidtartomanyban vizsgaltak legfeljebb. Az altalunk kapott Uj
eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy koriltekintébben kell eljarni ennek a gatloszernek az
alkalmazasakor. A CA-0740Me katepszin B fiiggetlen célmolekuldja fontos komponense lehet a
leukémia sejtek kaszpaz aktivitastdl fliggetlen sejtelhalasi jelpalyajanak. A feltételezett célmolekula
jelentéségét az is alatdmasztja, hogy neuroblasztoma sejtekben bortezomib proteaszoma géatldszerrel
indukalt kaszpaz aktivitdssal mediélt sejtelhalast gatolni tudtuk CA-0740Me-val kaszpazgalo
hidnyaban is. Hasonldan a leukémia sejtekhez, a neuroblasztoma sejtekben is sokkal alacsonyabb CA-
0740Me koncentracioban mér gatlddott a katepszinaktivitds, mig a sejtelhalashoz tobb, mint két
nagysagrenddel nagyobb koncentréacid szilkséges. Ezek az eredmények is megerdésitették benniink azt
a feltevést, hogy érdemes lenne ezt a feltételezett célmolekulat meghatarozni.

A fenti (1-3 pontban felsorolt) eredményeket felhasznalva Imre Gergely PhD hallgaté 2007-ben
benydjtotta doktori értekezését a Semmelweis Egyetem Patoldgiai Doktori Iskolajaba.

4 A mikrotubulusok felépitését gatlé nokodazol farmakon altal indukalt sejtelhalést
leukémia sejtekben akadalyozték a proteszoma gétldszerei. (Nagy K, et al. Proteasome
inhibitors abolish cell death downstream of caspase activation during anti-microtubule drug-
induced apoptosis in leukemia cells. Anticancer Res 2005;25(5):3321-6. IF: 1,6)

A proteaszoma szamos sejtelhalasban érdekelt fehérje lebontasat végzi. Eltér6 sejtelhalas
indukcidk esetén eltér6 hatasa lehet a proteaszoma aktivitds gatlasanak. Réadasul az aktivitas
hianya a sejtekben stresszvalasz alakul ki, amely antagonista hatasu lehet. HL-60 mieloid
leukémia sejtekben a nokodazol mitotikus blokkot és ebbél kindul6 apoptotikus sejtelhalast
eredményez. A proteaszoma aktivitas gatlasa lactacystinnel vagy MG132-vel a mitotikus
blokkot kdvetéen részlegesen gatolta a leukémia sejtek apoptotikus elhalasat. Kimutattuk,
hogy a kaszpaz 3 jellegii protedz aktivitas nem csokkent a proteaszoma gatloszerek hatasara,
ugyanakkor a DNS fragmentécié mértéke csokkent. Eredményiink azt jelzi, hogy legaldbbis a
HL-60 sejtekben a proteaszoma aktivitas mediatora lehet a nokodazol-indukalta
sejtelhalasnak. Alternativaként kimutattuk, hogy a proteaszéma gétlas kovetkeztében
emelkedik az indukalhaté Hsp 70 stresszfehérje expresszidja, ami irodalmi adatok szerint
szintén forrasa lehet a sejtelhaléas gatlasanak.

Jelentéség: Eredményeink szerint a leukémia terapiaban a proteaszoma gatlas kombinalva a
mikrotubulus polimerizacié gatlasaval nem feltétlenil vezet szinergikusan fokozodd
daganatsejt-elhalashoz.

5. A TRAIL citokin indukalta apoptotikus sejtelhalast szinergikusan fokoztak a
proteszOma gatldszerei vastagbél eredetii daganatsejtekben. (Nagy K. et al. Proteasome
inhibitors sensitize colon carcinoma cells to TRAIL-induced apoptosis via enhanced
release of Smac/DIABLO from the mitochondria.Pathol Oncol Res. 2006;12(3):133-42.
Epub 2006 Sep 23.)
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A TRALIL citokin receptorain (DR4, DR5) keresztil pro- és anti-apoptotikus jelpalyékat is
aktivalhat. A kilénbdzé daganattipusokbol nyert sejtvonalak eltéré mértékben érzékenyek a
TRAIL indukalta sejtelhalasra. A rezisztencia egyik f6 okaként az NF-kB szignal indukcioja
ismert. TRAIL rezistens RKO vastagbél karcindma sejtvonal esetében a proteaszéma
szimultan gatlasa szinergikusan fokozta a daganatsejtek TRAIL-indukalta apoptotikus
sejtelhalasat. A szinergikus hatas elsésorban nem az NF-kB szigndl gatlasan keresztul valdsult
meg az RKO sejtekben. Kimutattuk, hogy a mitokondrialisan lokalizalt Smac/Diablo fehérje
szelektiven transzlokalodik a citoplazmaba, ahol feltételezhetéen a kaszpaz proteazok
aktivitasat gatlo IAP fehérjéket kot meg, ezzel felszabaditva a kaszpazokat es a sejtelhalashoz
vezeto jelpalyat. Nagy Katalin PhD disszertacidjaban kdzolt eredmények szerint a
Smac/Diablo expressziojat gatlé RNS csendesites (SiRNS) reészlegesen gatolta a TRAIL
citokin és a proteaszOma-gatloszerek altal szinergikusan indukalt apoptozist.

Jelentéség: A TRAIL citokin daganatellenes terapias alkalmazasa fazis I-ben jar, mig
proteaszOma gatld hatasu szer, a bortezomib mar klinikai alkalmazasban van. Vastagbél
dagantok eseteben eredményeink szerint a két szer kombinacidja hatékonyan javithatja a
daganatsejtek elhalasat és igy a daganatellenes hatékonysagot.

A fenti (4-5 pontban ismeretetett) eredmenyeket felhasznélva Nagy Katalin PhD hallgatd
2006-ben benyujtotta doktori értekezését a Semmelweis Egyetem Patoldgiai Doktori
Iskolajaba, amelyet 2007-ben sikeresen megvédett.

6. A sejtelhalas folyamataban a kaszpaz protedzok szerepérol és az alternativ sejtelhalasi
jelpalyak elemeirél egy dsszefoglald dolgozatban szamoltunk be. (Mihalik R, Imre G.
Kaszpazok, apoptdzis, sejtelhalas: (jel)utvesztében. Orvosképzés 2006, LXXXI. évfolyam, 3.
szam: 151-157)




