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1. Bevezetés

A rakos megbetegedések gyogykezelése soran gyakorta alkalmaznak
kemoterapiat €s besugarzast hipertermias kezeléssel kombinalva, amely megnoveli
az el6z6ek hatékonysagat (1., 2.). Sajnilatos modon, az egymast kovetd,
ciklikusan alkalmazott hdkezelések folyaman a tumoros sejtek ellenallova
valhatnak a kovetkezd kezeléssel szemben, s az igy kialakult hérezisztencia
csokkentheti a kezelés hatékonysagat. Sulyos problémat jelent a rakterapiaban a
kemoterapias szerekkel szemben kialakulé drogrezisztencia is. Gyakran egy adott
kemoterapias szer hatasara kialakulé rezisztencia létrehozhat mas, szerkezetében és
hatasmechanizmusaban eltéré drogokkal szembeni keresztrezisztenciat, amelyet
multidrog rezisztencianak neveziink. Ezen jelenségek, és a koéztik huzodo
osszefliggések vizsgalatat tiztiik ki célul.

A korabbi években munkacsoportunk patkany hepatoma sejtvonalak
stresszvalaszat vizsgalta. A vizsgalt sejtvonalak mind differenciacios allapotban,
mind glukokortikoid érzékenységben eltértek egymastol és a hovel szembeni
ellenalloképességiik is killonbozott. Kezdeti kisérleteink arra iranyultak, hogy ez a
hotiré képességben jelentkezo kiilonbség Osszefliggésbe hozhato-e a sejtek eltérd
differenciacios fokaval, illetve glukokortikoid érzékenységével. Megallapitottuk,
hogy enyhe, 42°C-os ho-sokk kezelést kovetGen valamennyi vizsgalt
sejtvonalunkban indukalédott a 6 hé-sokk fehérjék kozil a hsp110, 100, 90, 70 és
60. A differencialt hepatoma sejtek fehérjeindukcios mintazata eltért a
differencialatlan sejtvonalakétol. Bar a glukokortikoid rezisztencia és a
differenciacios allapot befolyasolta a hé-sokk gének expresszidjat, ez nem mutatott
korrelaciot a sejtek hotird képességével (3., 4.).

A hérezisztencia tanulmanyozasanak elsé fontos lépése olyan hdrezisztens
sejtvonalak izolalasa, amelyek sejttenyészetben stabilan fenntarthatéak. Az



el6zoekben jellemzett modellrendszer ehhez kivalé alapot biztositott és tobbszori
hokezelést kovetd felndvesztéssel valoban sikeriilt hdrezisztens sejtvonalakat
izolalnunk, amelyek rezisztenciajukat folyamatosan, kulturaban tartva is stabilan
megdrizték tovabbi hokezelés nélkiil. A hdrezisztencia kialakulasanak okait kutatva
Osszehasonlitottuk a hoérezisztens és hdérzékeny sejtvonalak fehérjemintazatat
kiil6nb6z6 erdsségli hostresszet kovetben, illetve megvizsgaltuk a fehérjeindukcio
és az RNS szintézis dinamikajat is. Megallapitasaink szerint a sejtvonalainkban
kialakult horezisztenciaért nagy valdszintiséggel a konstitutiv hé-sokk fehérjék
(hsp110, 90 és 70) megnovekedett szintézise teheto felelossé.

Az izolalt horezisztens sejtvonalaink kis mértékben spontan drogrezisztenciat
mutattak. Ez tovabbi kutatasaink szempontjabol meghatarozo volt, mert igy joggal
remélhettiik, hogy sejtvonalainkban a horezisztencidhoz hasonléan drogrezisztencia
is kialakithato. Ez colchicin szelekcio segitségével sikerilt is. Az igy izolalt
colchicin rezisztens sejtvonalak drogrezisztenciaja a horezisztensekénél lényegesen
nagyobb mértéki volt, és jelents keresztrezisztenciat mutatott a tobbi altalunk
vizsgalt droggal szemben is. igy, bar csak colchicinre szelektaltunk, a sejtvonalaink
multidrog rezisztensekké valtak. Az elsddleges varakozasok ellenére a
drogrezisztens sejtvonalak mnem mutattak hdérezisztenciat. Mint késGbbi
vizsgalataink megmutattak, a multidrogrezisztencat nagy valosziniiséggel a P-
glikoprotein megnovekedett szintézise okozta, amely a hdrezisztens sejtekben is
indukalodott kisebb mértékben, kivaltva azok spontan drogrezisztenciajat.

ij utat nyitna a rakterapiaban a hé- és/vagy multidrog rezisztens tumorsejtek
programozott sejthalalanak célzott kivaltasa. A programozott sejthalal, vagy mas
néven apoptdzis mechanizmusanak €s szabalyozasanak pontosabb megismerése
révén esetleg lehetoség nyilna az eddig sikerteleniil kezelt megbetegedések
gyogyitasara.

Megvizsgalva hepatoma sejtjeink apoptozis indukalhatdsagat, megallapitottuk,
hogy sejtvonalainkban az apoptotikus apparatus ép, az apoptozis kemoterapis
szerekkel kivalthat6. Az indukcidé mértéke sejttipusonként €s drogonként
kiilonb6z6 volt. Az apoptdzist szérummegvonas segitségével is ki tudtunk valtani,
ami azt sugallja, hogy sejtjeinkben tobbféle indukcids tutvonal létezhet. Az
apoptozis indukcidjanak kivaltasahoz sziikséges kondiciok meghatarozasa



lehetGséget teremt, hogy a késGbbiekben az apoptdzis szabalyozasaban szerepet
jatsz6 makromolekulak miikodését tanulmanyozhassuk.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A ho-sokk valasz

Az élolények az optimalis komyezeti tényez6k megvaltozasat stresszként élik
meg, €s specifikus fehérjék, a stresszfehérjék, vagy gyakoribb nevitkén hé-sokk
fehérjék szintézisével valaszolnak (5.). Ezen hé-sokk fehérjéket az eukaryotakban
monomerjeik molekulatomege alapjan nagy fehérjecsaladokra osztottak fel a
HSP100; HSP90; HSP70; HSP60 fehérjecsaladokra, illetve a 15-30 kDa tomegi
fehérjéket 6sszefoglalo, ugynevezett kis molekulatomegi hG-sokk fehérjecsaladra
(2.). A kiilonb6z6 fajok azonos molekulatomegii ho-sokk fehérjéi kozott gyakran
magas amindsav szekvencia homologiat talaltak, amely arra utal, hogy a
torzsfejlodeés soran nagy mértékben konzervalodott a szekvencia (6.).

A hé-sokk fehérjék génjei altalaban multigén csaladokat alkotnak, melyeknek
transzkripcidjat az 5' végen talalhato konszenzus szekvencidkhoz (heat shock
element) (7., 8.) k6t6d6 transzkripcios faktorok (HSF) szabalyozzak (9.) mas, nem
hé-sokk figgd promoter elemek mellett. Ho-sokk hatasara ezen gének
transzkripcidja megnévekedik, és a gyors transzlacio kovetkeztében a ho-sokk
fehérjék mennyisége megemelkedik, ezzel parhuzamosan a nem hé-sokk fehérjék
szintézise lecsokken (10.). A h6-sokk fehérjék koziil az ugynevezett konstitutiv ho-
sokk fehérjék nem csak stresszkoriilmények k6zott expresszalodnak, hanem fontos
szerepet toltenek be a sejtek életmiikodésében is, mint példdul a HSP70 csalad
tagjai, amelyek a fehérjék membranokon valo atjutasaban segédkeznek, ATP-fiiggd
atjutaskor (11.).

A legfontosabb, legaltalanosabb hd-sokk fehérje funkcio feltehetdleg az, hogy
megakadalyozzak mas fehérjék stressz okozta karosodasat. Ezen védéfunkcio
miatt nevezik gyakran a hé-sokk fehérjéket molekularis chaperonoknak



(gardedam) is (12.). A chaperonok szabalyozzak a fehérjelaincok le- és
feltekeredését, a fehérjealegységek szét- és  oOsszeszerelddését, illetve
megakadalyozzak, hogy hibas szerkezetii fehérjék alakuljanak ki (13.).

2. 2. A termotolerancia

Termotolerancianak nevezzilkk az ¢él6lényekben az ismételt hokezeléssel
szemben kialakulé6 atmenetileg megnovekedett ellenalldé képességet. A
termotolerancia kialakulasihoz sok esetben megnovekedett hé-sokk fehérje
expresszio tarsul (2.). Ilyenkor a hi-sokk fehérjék feltételezhetSen a hé-sokk alatt
karosodott fehérjék lebontdsaban jatszhatnak szerepet, de mint molekularis
chaperonok is kdzrejatszhatnak a tolerancia kialakulasaban, véd6funkcidjuk révén.
A termotolerancia a hékezelés befejezését kovetGen néhany napon belil, de
gyakran sokkal gyorsabban megsziinik, nem atorokithetd tulajdonsag.

2. 3. A horezisztencia

A hérezisztencia ellentétben a termotoleranciaval, nem atmeneti, hanem stabil,
genetikailag orokithetd valtozas, amelynek kialakulasiban szintén szerepet
jatszhatnak a ho6-sokk fehérjék. A hérezisztencia kialakulasat a hsp27, hsp70 és
hsp90 megemelkedett konstitutiv szintjével (14., 15.,16.), illetve 4j hsp70 fehérje
megjelenésével magyarazzak (17.). Bizonyos esetekben a hdrezisztencia a
sejtmembranfluiditds megnévekedésével parhuzamosan alakul ki (18.). Maguk a
hérezisztens sejtek termotoleranssa tehetGk, ami arra utal, hogy a két jelenség
részben egymastol fiiggetleniil is képes kialakulni, nem kapcsoltak (2.).



2. 4. A multidrog rezisztencia

A sejtekben az egyszerre tobb, kiilonb6z6 tipusu é€s szerkezetii kemoterapias
szerrel szemben kialakult rezisztenciait multidrog rezisztencianak nevezzik (19.).
Szamos mechanizmust ismeriink az irodalombol, amelyek kozrejatszhatnak a
multidrog rezisztencia kialakitasaban, mint pl. az MRP ( multidrug resistance-
associated protein) megnovekedett szintje (20.), vagy a glutation-S-transzferaz
izoenzimek megnévekedett expresszidja (21.). Leggyakrabban azonban a P-
glikoprotein megemelkedett szintézise mutathatd ki a multidrog rezisztens
sejtvonalakban (22.). A P-glikoprotein 170 kDa molekulatdmegi membranfehérje,
amely a human sejtekben az MDR1 génrdl irodik at (19.), és egyes szerzok szerint
a kiilonbozo szerkezeti és hatasa drogok aspecifikus, ATP-fiiggdé kipumpalasat
végzi a sejtekbdl (23.), mig masok elgondolasa szerint a P-glikoprotein flippaz
mechanizmussal mar a sejtmembranbol eltavolitja a diffiziéval bejutott drogokat
(24.). Szerkezetét tekintve a P-glikoprotein az ABC- (ATP-binding casette)
transzportfehérjék csaladjaba tartozik, két 43%-os homoldgiat mutato
molekulafélbél all, amelyek 6-6 transzmembran domént tartalmaznak, valamint
egy-egy ATP-kot6 domént (22.). A P-glikoprotein amindsav sorrendjében
bekovetkezé valtozasok befolyasolhatjadk a  kilonb6zdé drogokkal szembeni
affinitast, mint példaul egy colchicinre szelektalt multidrog rezisztens sejtvonal
(KB-C1) aminosavsorrendjében a 185. pozicioban levé glicin valinra valo
kicserélése a colchicin transzportjat megnovelte, mikozben a vinblasztin és
actinomycin D kijutasanak intenzitasa lecsokkent (25.).

Megnoévekedett P-glikoprotein szintézist nemcsak drogrezisztens human
tumoros sejtekbdl, hanem normalis szovetekbdl, mint pl. vese, m4j, is kimutattak,
amely arra utal, hogy a szervezet méregtelenitd mechanizmusaban is szerepet
riporter gén segitségevel végeztek, azt mutatta, hogy a P-glikoprotein expresszidja
sejtspecifikusan szabalyozott (27.). Az MDR1 gén amellett, hogy konstitutivan
expresszalodhat, gyakran kemoterapias szerekkel (colchicin, vincristin,
doxorubicin) is indukalhatd. A megnévekedett mennyiségili P-glikoprotein okozta



multidrog rezisztencia fenotipust Ca2*-csatora blokkolok (verapamil, nifedipine),
calmodulin inhibitorok gyakran képesek megsziintetni (19.).

2. 5. Az apoptozis

Az él6lények homeosztazisukat a sejtosztodas és a sejthalal kozotti egyensily
megorzésével tartjak fenn. Mig a sejtosztodas szabalyozasardl viszonylag sok adat
all rendelkezésiinkre, a sejthalal vizsgalata csak az utobbi években keriilt az
érdeklédés elbterébe. A morfologiai és biokémiai jegyek alapjan a sejthalal két
alapvetd tipusat tudjuk elkiiloniteni: a nekrozist és az apoptézist.

A nekrozis egyik elso jele a mitokondriumok morfologiai valtozasa, amelyet a
megsziinéséhez vezet, a sejt megduzzad, majd sejtlizis kovetkezik be. A kidramlo
sejttartalom gyulladast indukal, amely a sejttormelék eltavolitasat eredményezi
(28.).

Mig a nekrozist foként patologias sejthalalnak tartjak, amelyet akut sejtsériilés
idéz el6, addig az apoptézis nemcsak sériilés, vagy fizikai, kémia behatas
kovetkeztében jon létre, hanem "természetes" , vagy genetikailag programozott
sejthalalnak is nevezik, amelynek fontos szerepe van az egyedfejlédés soran is
(29.). Az apoptozis morfologiai jegyek alapjan is elkiilonithetd a nekrozistol. Az
apoptézisfolyamaténak fobb 1épései:

- A szoéveti kotelékben levd sejtek elvesztik kapcsolatukat a szomszédos
sejtekkel, és megsziinnek a specialis plazmamembran struktirak (mikrovillusok).

- Ezzel parhuzamosan a sejt citoplazmajanak térfogata cs6kken, ami
feltehet6en az intracellularis folyadék €s ionok kidramlasa kévetkeztében jon létre
(30.).

- A citoplazmaban holyagocskak képzddnek (zeiosis).

- Az intracellularis Ca2* szint megemelkedik (31., 32.). A Ca2t ionok szerepe
nem igazan tisztazott az apoptozis menetében, egyes szerzok aktivator (33.), mig
masok inhibitor funkciot tulajdonitanak neki (34.).



- Az apoptozis folyamataban szintén a korai események kozé tartozik a
kromatin fragmentalodasa, amelynek soran a DNS internukleoszomalis hasitasa
révén 180-200 bazispar hosszusagu fragmentek jonnek létre (DNS ladder) (35.).

- A citoplazmaban az endoplazmas retikulum ciszterndi megduzzadnak és
vezikulat formalnak, amelyek a plazmamembrannal fizionalva juttatjak tartalmukat
az extracellulans térbe (36.).

- A kromatin teljesen széttoredezik és kiilonallo gomboket formal, majd
teljesen szétesik a sejt és apoptotikus testek jonnek l1étre, amelyek maganyagot és
citoplazmat egyarant tartalmazhatnak.

Az apoptotikus testeket a szomszédos nem apoptotizalo sejtek kebelezik be,
anélkiil, hogy gyulladas alakulna ki (37.). Az apoptotikus testek felismerésében
szignalként szolgalhat t6bb mas molekula mellett, a felsziniikkén megjelené glykan
csoport, esetleg mas, a normal sejt esetében védett, vagy rejtett cukormolekula
részlet, illetve a foszfatidilszerin is (38., 39.).

Az apopt6zs indukcidja a killonbo6z6 tipusi sejtek esetében eltérd lehet. A
hormon, illetve novekedési faktor fliggd sejteknél, szoveteknél a faktorok
megvonasa, illetve hozzaadasa (40.) kivalthatja az apoptozis indukcidjat. Tumor
sejteknél spontan is kialakulhat, vagy a gyogykezelés soran, a rakterapiaban
hasznalatos drogok is indukalhatjak az apoptozist (35., 41.). Ezek mellett szamos
olyan kondicié talalhato, amely kivaltja az adott sejtekben a programozott
sejthalalt, példaul hipotermia, hipertermia, sugarzas, toxinok (42., 35., 43.).

Meg kell emliteniink az immunrendszeren belil megfigyelt, Ggynevezett
sejtmedialt apoptdzist, amely esetben az apoptézist indukald valtozasokat egy
masik sejttel valo kolcsonhatas valtja ki (44.).

Az apoptozis szabalyozasaban fontos szerepet jatszanak az onkogének. Az
egyik legjobban jellemzett ilyen gén az emlds sejtekben megnyilvanuld bel-2 proto-
onkogén. A bcl-2 a kiilénb6z6 stimulusokkal kivaltott sejthalallal szemben megvédi
az eltéro tipusu sejteket, feltételezhetden a reaktiv oxigén gyokok gatlasaval (45,
46., 47.). A bcl-2 egy népes multigén csalad tagja, amelynek tagjai koziil a bel-xL
hasonléan mint a bcl-2, sejthalal inhibitor, mig a bcl-xS az el6z6 kettével szemben
antagonista hatast mutat (48.). A Bad és Bak fehérjék indukaljak, siettetik a sejtek
halalat, mig a Bcl-2-vel magas szekvencia homoldgiat mutaté Bcl-w a sejtek

tulélésében jatszik szerepet. A Bcl-2 csalad tagjai képesek egymas hatasat
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regulalni, valamint kolcsonhatasba lépnek egyéb, a csaladon kiviili fehérjékkel, mint
példaul az R-ras, amely a Bcl-2-vel antagonista hatasi (49.).

Az onkogéneken kivill szdmos mas fehérje is szabalyozza az apoptozis
folyamatat. Ezek kozil a pS3 tumor szupresszor gén terméke kulcsfontossagu
szerepet tolt be. A p53 a human tumorokban az egyik leggyakrabban mutaciot
szenvedett gén, visszajuttatasa a transzformalt sejtekbe novekedésgatlast, vagy
apoptozist indukal, sejttipustol, illetve a sejt fizioldgias allapotatol fiiggben (50.,
51.). Indukciojat kivalthatja tobbek kozott a DNS karosodasa, kemoterapias
agensek, vagy a c-myc proto-onkogén magas szintje. Szekvencia specifikus DNS-
koté aktivitasa révén transzkripcios faktorként hathat, aktivalhatja mas, egyéb
gének transzkripcidjat, illetve represszalni és képes azon gének transzkripciojat,
amelyeknek hianyzik a promoterébdl a p53-responsiv elem. A sejtciklus gatlasat is
feltehetden mas gének, mint pl. p21 (sejtciklus- fiiggd kinaz inhibitor) aktivalasaval
valtja ki. Az apoptézis kivaltasa soran is transzkripcios faktorként hathat,
aktivalhatja az apoptozist indukalo, igynevezett halal géneket, mint példaul a bax
gént, vagy represszalhatja a talélést segitd, apoptozis inhibitor géneket, mint
példaul a mar emlitett bel-2 gént (52.).

Az eddigiekbez hasonléan az interleukin-1B-konvertalé enzimcsalad (ICE)
tagjai szintén fontos szerepet toltenek be az apoptodzis szabalyozasaban. Az ICE
csalad tagjai (ICE, NEDD-2, TX, Mch-2) cisztein proteazok, amelyek apoptozis
indukalasara képesek. Az enzimeknek tobb szubsztratjat is azonositottak, mint
példaul a magmembranban elhelyezkedé lamint, amelynek hasitasa a korai
apoptotikus események koze tartozik (52.).

Szintén az apoptozis indukalasaban jatszanak szerepet a Fas antigén és a
TNFR1 ligandjuk megkétésekor. Ezek a fehériék ugynevezett halal doment
tartalmaznak a citoplazmatikus régiojukban, ezt a konzervalt szekvencia részletet
teszik felelossé az apoptozis szignalért. Szamos fehérjében azonositottak a halal
domént (FADD, TRADD, RIP, FAF-1), ezek a fehérjék valoban résztvesznek az
apoptozis indukciodjaban (52.).

Ezidaig szamos apoptozist regulald elemet azonositottak, és mai tudasunk
alapjan ugy tiinik, hogy az apoptozis szabalyozasa sejtspecifikus modon torténik,
de a szabalyozas alapvet6 elemei valosziniileg univerzalisak.
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3. Tézisek

3. 1. Horezisztens sejtek izolalasa és jellemzése

3. 1. 1. Horezisztens sejtek izoldldsa, a hdrezisztencia tesztelése

A mar korabban hodérzékenység szempontjabol jellemzett setjeink (3., 4.)
koziil a hérezisztens izolalashoz a H56, S-H56-26, S-H56-106, Faza 967 és klon 2
sejtvonalakat valasztottuk ki. Ezek a sejtvonalak nemcsak héérzékenységben,
hanem differencidciés allapotban, dexametazon érzékenységben is eltértek
egymastol (1. abra). Az izolalas soran a sejteket kiilonb6z6 ideig tarto (60, 70, 80
perces), 45°C-os hokezelésnek vetettiik ala, ezt kovetden a tuléloket
felnovesztettiik. Ezt az eljarast 10 cikluson keresztiil ismételtiik. A hokezelésekkel
parhuzamosan vizsgaltuk a sejtek viabilitasat Tripan-kék festési eljarassal. A
Tripan-kék festés soran a hékezelést kovetGen tripszinezéssel eltavolitottuk a
sejteket a Petri-csészék aljarol és PBS pufferes mosast kovetden a sejteket Tripan-
kék oldattal (4:1 aranyban 0.14% Tripan-kék és 4.25% NaCl) festettiikk 4 percen
keresztiill, ezt kovetden megszamlaltuk a hdkezelést tulélt sejteket és az
elpusztultakat, amelyeket a bejuto festék kékre szinezett. A sejtek viabilitasat a
tulélék kontrollhoz viszonyitott szizalékaban fejeztiik ki.

A sejtek viabilitasa a hdékezelési ciklusok eldrehaladtaval a hosszabb ideig
kezelt sejtvonalaknal nétt meg leginkabb. Az sorozatkezelések végén a kevert
populaciokbol szubklonokat izolaltunk. Azokat a sejtvonalakat, amelyeket a
hokezelési ciklusok végén nyertiink a ciklusok sorozatszamaval és a kezelés
idoétartamaval neveztiik el, pl. klon 2(10x80), amely a klon 2 sejt tizedik 80 perces
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1.abra. Patkany hepatoma sejtvonalak leszarmazasa és fobb jellemzdik.
Diff. - differencialt sejtvonal

Dediff. - dedifferencialt sejtvonal

Dex S - dexametazon érzékeny sejtvonal

Dex R - dexametazon rezisztens sejtvonal

HG6 S - héérzékeny sejtvonal
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hokezelésnek kitett klonjat jelenti, mig a klonokbal izolalt szubklonokat T, illetve
Scl jelzéssel lattuk el a klon név mellett.

Az 1j sejtvonalak hérezisztenciajanak mértékét a sejtek koloniaképzo
képességének vizsgalataval hataroztuk meg, 30, 50, 70, 90 perces 45°C-os
hékezelést kovetden. A koloniaképzé képesség vizsgalata soran azonos szamu
sejtet (1000 sejt/60mm-es Petri-csésze) tartalmazo Petri-csészéket helyeztiink
45°C-os vizfiirdébe a fent megadott id6tartamokra, majd 37°C-on novesztettiik a
sejteket 2 hétig, a masodik hétvégén a koloniakat 10%-os formalin oldattal
fixaltuk, majd pedig 1%-os kristalyibolya oldattal festettiik 6ket. A horezisztencia

mértékének meghatarozasakor nem csak a tulél6 koloniak szdmat hataroztuk meg,

srevs

A tesztelt sejtvonalak kiilonboz6 mértékben valtak rezisztenssé a hékezeléssel
szemben, a legnagyobb mértékben a klon 2 sejtvonal szarmazékai, a klén 2(10x60),
(10x70) és (10x80), illetve ezeknek szubklonjai valtak ellenallova a hével szemben
(2. abra). A késébbiekben ezeknek a sejtvonalaknak a jellemzésével foglalkoztunk,
lévén ezek a ténylegesen horezisztensek. Osszehasonlitva a sziilsi klon 2 sejttel a
horezisztenseket, a klon 2(10x80) és szubklonja a klon 2(10x80)T1 bizonyultak a
legrezisztensebbnek.

Mindegyik sejtvonal 4 honapos, folyamatos kulturaban valo fenntartast
kovetSen is megoOrizte hdvel szembeni rezisztencidjat. Az ily modon izolalt és

> rey

vizsgaltuk a késobbiekben.

3. 1. 2. Sejtmorfologia és majspecifikus funkciok

Morfoldgia tekintetében a hdrezisztens sejtek megvaltoztak, 6sszehasonlitva a
klon 2 sejttel, megallapithattuk, hogy sejtjeink altaliban megnagyobbodtak,
elnyuitabbak lettek, mint a sziil6i sejt. Generacids idejiik hasonlé a sziilGéhez, 23-
26 ora.

A majspecifikus funkciok kéziil az albumin termelédését és a TAT (tirozin
aminotranszferdz) enzim expresszidjat vizsgaltuk. Mindkét fehérje a felnétt
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2. abra. A koloniaképzés vizsgalata 45 C-os hokezelést kovetoen a klon 2 és
horezisztens variansainal

Azonos szamu sejtet kiilonbozo ideji (30, 50, 70 és 90 perces) 45 C-os hokezelésnek
tettiink ki a kontroll sejtek kivételével, majd a sejteket 37 C-on neveltiik, 2 hét
elteltével fixaltuk és festettiik oket.



majsejtek mellett a differencialodott hepatoma sejtekben is termel6dik. A kisérlet
soran Ossz-mRNS preparalast (53.) kovetGen Northern-blot analizis (54.)
segitségével valasztottuk szét molekulasily szerint az RNS-t, majd albuminra és
TAT enzim mRNS-re specifikus cDNS proba (55., 56.) segitségeével mutattuk ki a
mRNS szntet.

A szil6i kion 2 sejtvonalban nem termelddik egyik fehérje sem, vagy csak
igen kis mennyiségben, a sejtvonal dedifferencialtta valt. A hdrezisztens
sejtvonalakban albumin termelédést Eem tudtunk kimutatni, mig TAT enzim
termelodése a klon 2 (10x60) és klon 2(10x70) sejtvonalban kis mértékben
megnovekedett a sziill6h6z viszonyitva, de jelentdsen alatta maradt a differencialt
sejtekben, mint pl. Faza 967-ben kimutathaté szintnek. Ezen eredmények alapjan
elmondhato, hogy az altalunk izolalt horezisztens variansok dedifferencialtak
maradtak.

3. 2. Horezisztens sejtek stresszvalasza

3.2.1. Stresszvalasz enyhe, 42°C-o0s hokezelést kovetden

3.2.1.1. Fehérjeszintézis vizsgilata

Az elkovetkezokben arra kerestiik a valasz, hogy eltér-e a hdszenzitiv szil6i
sejtvonal és a horezisztens variansok fehérjemintazata. A kialakult hérezisztencia
ujonnan megjelent ho-sokk fehérjének, vagy egyéb a konstitutiv fehérjék szintjén
bekovetkezett valtozasnak, esetleg a hd-sokk fehérjék indukalhatosagaban
bekovetkezett valtozasnak tulajdonithat6-e?

Stresszkezelésként a 42°C-os 3 Oras hokezelést alkalmaztuk, ez a kondicio
nem befolyasolja nagy mértékben sejtvonalaink viabilitasat. A fehérjemintakat a hé-
sokkot kévetGen 35S -metioninnal jelslt sejtekbél preparaltuk, majd egy dimenzids
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SDS-poliakrilamid ~ gélelektroforézis  segitségével mulekulatomeg  szerint
elvalasztottuk a fehérjemolekulakat (57., 58.).

Osszehasonlitva a horezisztens sejtvonalak és a szildi  sejtvonal
fehérjemintazatat, megallapitottuk, hogy 0j hé-sokk fehérje nem jelent meg a
hérezisztensekben, a konstitutiv hé-sokk fehérjék esetében azonban jelentds
valtozasokat talaltunk. A konstitutivan expresszalodo fehérjék koziil a hsp110, 90
és 70 szntje megnodvekedett valamennyi hdérezisztensben, legszembetiingbb
mértékben a klon 2(10x80) sejtben. A hdokezelést (42°C 3 dra) kovetden ezek a
magas alapszintii konstitutiv fehérjék joval kisebb mértékben indukalodtak, mint a
klon 2 sejtben (3.abra).

Az indukcié mértéke nem csak a konstitutiv hé-sokk fehérjék esetében tér el a
szilléi sejtben tapasztaltakétol, hanem a hsp68 indukalhato fehérje esetében is,
amely joval kisebb mértékben indukalodott a horezisztensekben. Ez a fehérje, mint
korabbi vizsgalatainkb6l kideriilt (4.), a klon 2 sejtvonalban csokkent
indukalhatésagot mutat (deficiens) a klon 2 sziil6i sejtvonalaval, a Faza 967 sejttel
Osszehasonlitva. Lathato, hogy ez a csokkenés tovabb folytatodott a hérezisztens
sejtvonalakban. Felmeriilt az a kérdés, hogy az indukcioban tapasztalt eltérések
nem egyszerien csak az eltér6 indukcids kinetikanak tulajdonithatoak-e. A
fehérjeszintézis kinetikajat hasonldéan hataroztuk meg, mint az el6z6 kisérletben,
35S-metionin beépiilését kovettiik nyomon az Ujonnan szintetizalodo fehérjékben,
de ebben az esetben radioaktiv pulzusjelolést alkalmaztunk, a h§-sokk ideje alatt és
a felgyogyulasi fazis alatt 3 oOras periodusonként jeldltiik a sejteket. A
fehérjemintakat szintén egy dimenzidos SDS-poliakrilamid gélelektroforézis
segitségével vizsgaltuk (4.abra). Lathato, hogy bar a konstitutiv fehérjék indukcidja
a horezisztensben erdteljesebb a ho-sokk alatt, a sziil6i sejtben a felgyogyulasi
periodus 3. orajaban mar meghaladja a hGrezisztensben lathato szintet. A hsp68
indukcids kinetikaja is eltéré a vizsgalt sejtekben, a hérezisztensben hasonloan a
konstitutiv fehérjékhez, a ho-sokk alatt mar szntetizalodik, de a késGbbiekben
szintje alatta marad a sziiloi sejtben lathaté szintnek. Ezen adatok alapjan
elmondhato, hogy az enyhe, 42°C-os hékezelés a hérezisztens klon 2(10x80)
sejtben ugyan gyorsabban valtja ki a hé-sokk fehérjék indukcidjat, de az indukcid
mértéke alatta marad a héérzékeny sziiléi sejtben tapasztalhatd értéknek mind a
konstitutiv fehérjék, mind pedig az indukalhato hsp68 esetében, tehat a korabbi

15



klbn2 kl6n2 klén2 Faza
kibn 2 (10x60) (10x70) (10x80) 967

- <— Hsp 110
o

‘>—< <«— Hsp 90
o) s Hsp 70
“E’ Hsg 68
5'9

©

= | .

E <«+— Aktin
o)

=

30 o i R
S E

k 42°C k 42°C k 42°C k 42°C k 42°C

3. dbra. 42 C-os, 3 oras hokezelés hatasa a hepatoma sejtek fehérje szintézisére.

A sejteket a hosokkot koveto 3 oraban jeloltiik 35S-metioninnal, ezt kovetden fehérjét
preparaltunk, s egy dimenzios gélelektroforézissel valasztottuk szét a fehérjéket.

K - kontroll

42 C - hosokkolt sejtekbol nyert minta
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4. abra. A hostresszelt (42 C, 3 ora) sejtek fehérje szintézisének nyomon kovetése az
1d6 fiiggvényében.

A fehérjék jeloléséhez 35S-metionint adtunk 3 oras pulzusokban a hosokk és a
felgyogyulas ideje alatt.

k - kontroll minta

HS 42 C - A hosokk ideje alatt jelolt minta

R3 - A felgyogyulas elso 3 orajaban jelolt minta

R3* - A felgyogyulas 2.5-3. orajaig jelolt minta

R6 - A felgyogyulas 3-6. orajaig jelolt minta

R9 - A felgyogyulas 6-9. orajaig jelolt minta



kisérletben tapasztalt csokkent mértékii indukcidé nem vezetheté vissza a
megvaltozott kinetikara. Feltételezhetden az enyhe hé-sokk a hérezisztens sejtben
nem valtja ki a h6-sokk fehérjék maximalis indukciojat, a védelemhez elégséges az
eleve magasabb szintii konstitutiv fehérjék €s a hsp68 kisebb mértékii indukcioja.

3.2.1.2. mRNS szintézis 42°C-o0s hokezelést kovetoen

Gyakran a sejtvonalak fehérjeszintézisében mutatkozé kiilonbségek
visszavezethetok transzlacidos és/vagy transzkripcios kontrollbeli eltérésékre.
Annak eldontésére, hogy a sejtvonalaink esetében talalunk-e ilyen eltéréseket,
megvizsgaltuk, hogy a sejtjeinkben a mRNS szint mutat-e korrelaciot a
fehérjeszinttel. Ennek soran 6ssz-mRNS-t izolaltunk 42°C 3 6ras hikezelés utan
kozvetleniil, illetve a felgyogyulasi periodus 3. Orajaban a sejtekbdl. Northern-blot
analizis alkalmazisaval, és radioaktivan jel6lt cDNS probakkal (59., 60., 61.)
kovettik nyomon a hdérzékeny és hérezisztens sejtekben a mRNS szintjét és
indukcios kinetikajat (5.a, abra). A hdéindukathaté hsp68 mRNS indukcidja,
hasonldan, mint a fehérjéé, csokkent a klon 2 hGérzékeny sejtben, dsszehasonlitva
a Faza 967 sejttel, a horezisztens klon 2(10x60) sejtben ez az indukcid még
alacsonyabb értéket mutat, Gsszhangban a fehérjeszintézissel. A klon 2(10x80)
sejtben azonban a hsp68 mRNS indukcidja jelentés mértékben megnovekedett a
sziil61 sejthez viszonyitva, ellentmondva a fehérjeszint lecsokkenésének. Ez az
eltérés a mRNS mennyisége és a rola szintetizalodé fehérje mennyiség kozott,
magyarazhaté a mRNS stabilitasanak megvaltozasaval, illet6leg egyéb, transzlacios
szinten megvalosulo kontrollal.

A konstitutiv ho-sokk fehérjék koziill a hsp90 mRNS-ének szintézisét és
indukcios kinetikajat vizsgaltuk. A hsp90 mRNS alapszintje megnovekedett a
horezisztensekben és intenziven indukalodott mind a hdéérzékeny, mind a
hérezisztens sejtekben a hd-sokkot kovetden, amely adatok teljes Gsszhangban
allnak a fehérjeszintézis vizsgalatakor kapott eredményekkel. A hsp90 és a hsp68
mRNS-ének indukcios kinetikaja kis mértékben megvaltozott a horezisztensekben,
hasonloan a fehérjeszintézis kinetikajahoz.
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5.a. abra. A hepatoma sejtek mRNS szintézisének vizsgalata 42 C-os 3 6ras ho-sokk
kezelést kovetden. Northern-blot analizis segitségével valasztottuk szét az RNS
mintakat, majd radioaktivan jelolt cDNS probakkal hibridizaltuk oket.

1. Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

2. Hsp68 mRNS

3. Hsp90 mRNS

k - kontroll minta

RO - A ho-sokk utan kozvetleniil preparalt minta

R3 - A ho-sokk utan 3 oraval késziilt minta
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5.b. abra. Hepatoma sejtek stressz valaszanak vizsgalata mRNS szinten 45 C-os 15
perces hokezelést kovetden. Az abran Northern-blot analizis eredménye lathato a
specifikus DNS probakkal valé hibridizalas utan.

1. Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz mRNS

2. Hsp90 mRNS

3. Hsp68 mRNS

k - kontroll mintak

RO - kozvetleniil a h6-sokk utan preparalt mintak
R1.5 - a ho-sokk utan 1.5 6raval preparalt mintak
R4.5 - a ho-sokk utan 4.5 oraval preparalt mintak



3.2.2. Stresszvalasz eros, 45°C-os hokezelést kovetden

3.2.2.1. A fehérjeszintézis vizsgalata

Az el6z8 kisérletek adataibol lathato, hogy gyenge hoékezelés hatasira a
hdrezisztensekben a hé-sokk fehérjék indukcidja nem olyan intenziv, mint a
hdérzeékeny sejtvonalban. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy erésebb hékezelés
hatasara megvaltozik-e az indukcid mértéke, vagy ez a fehérjemennyiség elégséges
az erdsebb hohatas kivédéséhez is. Mivel sejtvonalaink esetében a 45°C-o0s
hokezelés erds hé-sokknak szamit, ezért kisérletiinkben sejtjeinket ezen a
hémérsékleten kezeltiik 10, 20 illetve 30 percen at, és az ijonnan szintetizalédo
fehérjéket 35S-metioninnal jeloltik a hé-sokkot koveté 18 oraban. A
fehéjemintakat egy dimenzios SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitségével
vizsgaltuk. A 6. abran lathato, hogy mig a két hdszenzitiv sejt, a klén 2 és a Faza
967 fehérjeszintézisét a 30 perces hokezelés szinte teljesen meggatolta, addig a
horezisztensekben intenziv fehérjeszintézis folyik. A hsp68 indukcidja deficiens
maradt a klén 2 sejtben, a hérezisztens sejtekben ez a deficiencia megsziinGben
van, a klon 2(10x80) sejtben a hsp68 indukcidja szinte eléri a Faza 967 sejtben
tapasztalhat6 indukcids szintet. Feltételezhets, hogy az erésebb hé-sokk hatasanak
kivédéséhez a hdrezisztens sejtvonalakban sziikséges a hsp68 megnovekedett
mennyisége is. A fehérjék indukcios kinetikajat hasonlé modon vizsgaltuk, mint a
42°C -os kezelést kovetden. A sejteket 45°C-os 15 perces hdkezelés alatt, illetve
az azt kovetd 18 oras felgyogyulasi idGszakban 3 6ras periddusokban jeléltitk 35S-
metioninnal. Azt tapasztaltuk, hogy hasonloan, mint a 42°C-os kezelést kovetden,
a hérezisztens sejtekben az indukci6 korabban kezdédott €s rovidebb ideig tartott,
mint a héérzékeny sejtben (7. abra).

3.2.2.2. mRNS szinteézis 45°C-o0s hokezelést kovetden

Hasonld6 modszerrel vizsgaltuk a sejtek mRNS szintézisét és indukcios
kinetikajat, mint a 42°C-os kezelést kovetéen. Ossz-mRNS mintakat izolaltunk
45°C-o0s 15 perces ho-sokkot kovetden, illetve a felgydgyulasi fazisban, masfél
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6. abra. Novekedo idotartamu hostressz hatasa a hepatoma sejtek fehérjeszintézisére.
Az izotopos (35S-metionin) jelolést a ho-sokk utan 19 o6rahosszat végeztiik.

k - kontroll

45 C 10'-

45 C 20'- hostresszelt mintak

45 C 30'-
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7. abra. A fehérjeszintézis nyomonkovetése hokezelést (45 C 15') kovetden
pulzusjeldléssel.

k - kontroll

HS 45 C - 15' 45 C-o0s hokezelés

R3 - A hokezelést kovetd elso 3 oraban 35S-metionin jelolés
R6 - A hokezelést koveto 3-6 ora. k6zotti idoszakban,

R9 - A hokezelést kévetd 6-9 ora. kozotti idoszakban,

R12 - A hokezelést kovetd 9-12. ora kozotti idoszakban,
R15 - A hokezelést kovetd 12-15. ora k6zotti idoszakban,
R18 - A hokezelést koveto 15-18. ora kozotti idoszakban,
R18* - A hokezelést koveto 18 orahosszat tortént a jelolés.



oranként. A hsp68 és hsp90 mRNS szintézisét kovettiik nyomon Northern-blot
analizis segitségével (5.b, abra).

A fehérjeszintézis eredményeivel megegyezden, a hsp68 mRNS indukcidja a
klon 2 sejtben deficiens maradt, mig a hdrezisztensekben az indukcié
megnovekedett, bar a két sejtben kiilonb6z6 mértékben. A konstitutiv hsp90
mRNS alapszintje a hérezisztens sejtekben magasabbnak bizonyult és indukcioja
korabban kezdddott. Ezek az eredmények o6sszhangban allnak a fehérjeszintézis

vizsgalatanak eredményeivel.

3.2.3. Hoérzékeny riporterfehérje stabilitisanak vizsgalata

A kovetkezOkben arra kerestikk a valaszt, hogy a hlrezisztens sejtekben
megnovekedett konstitutiv h6-sokk fehérjéknek (hsp110, 90 és 70) szerepiik van-e
a hoérezisztencia kialakitasaban, a tobbi fehérje hovel szembeni védelmében.
Sejtvonalainkba transzfektalassal bejuttattuk a citomegalovirus promoterét és a
héérzékeny luciferaz strukturgént hordozo plazmidot (pCMVLuc) (62., 63.),
amelynek enzimatikus aktivitasat kovettiikk nyomon kiilonboz6 ideji (S, 10, 15, 20
és 30 perces) 42°C-os hokezeléseket kovetden. A sejtjeinkben atmenetileg
expresszal6do luciferaz enzim ATP és Mg2™ jelenlétében két 1épésben luciferinbél
oxyluciferint allit el6, a reakcid végén AMP és CO, mellett foton szabadul fel,
amelyet folyadék-szcintillaicios mérdmiiszerrel mérhetiink, és armelynek intenzitasa
aranyos az enzim mennyiségével (64.).

A 8. abran lathato, a hoszenzitiv klon 2 sejtben a luciferaz aktivitasa mar 5
perc hokezelést kovetSen jelentosen lecsokkent, mig a horezisztens sejtvonalakban
csak 20 perces hokezelés utan kovetkezett be hasonlo mértéki aktivitascsokkenés.

A fenti eredmény valoszinisiti, hogy hérezisztens sejtjeinkben a konstitutiv
hé6-sokk fehérjék megnovekedett mennyisége szerepet jatszhat mas fehérjék hével
szembeni védelmében, a horezisztencia kialakitasaban.
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8. dbra. Hoérzékeny luciferaz enzim stabilitasanak vizsgalata 42 C-os 5, 10, 15, 20 és
30 perces hokezelést kovetoen.



3.3. Horezisztens sejtek drogrezisztenciaja

Az a tény, hogy néhany, az irodalombél ismert sejtvonalnal a h6érzékenység
megvaltozasa egyiittjarhat kilonb6z6 kemoterapias szerekkel szembeni
érzékenység megvaltozasaval, arra Osztonzétt benniinket, hogy teszteljiik
hdrezisztenssé valt sejtjeink drogérzékenységét.

A munkacsoportunkban tobbféle eljarast alkalmaztunk a drogrezsztencia
vizsgalatara (koloniaképz6 képesség vizsgalata, a sejtek enzimatikus aktivitasanak
nyomonkovetése XTT segitségével). Az elkovetkezOkben a Tripan-kék festési

eljarassal kapott eredményeket 6sszegzem.

A Tripan-kék festéssel a sejtek viabilitasat kovettiik nyomon 1, 2 €s 3 napos
drogkezelést kovetéen. Kiilonb6z6, a rakterapiaban hasznalatos drogok kiilonb6zo
koncentracioit alkalmaztuk, hogy megtalaljuk azt a koncentraciot, amely 50%-os
. novekedés gatlast idéz el sejtjeinknél. Ezekkel a koncentracio értékekkel (IC50)
szamszerileg is jellemezhet6vé valt sejtjeink drogérzékenysége. Az 9.a, abran a
harom napos drogkezelést kovetden meghatarozott IC50 értékeket tiintettiik fel,
mig a 9.b, abra a klon 2 IC50 értékeihez viszonyitott relativ rezisztencia értékeket
tartalmazza a hérezisztens sejtek esetében.

A tablazatok adataibol kitlinik, hogy a hérezisztens sejtek ellenallobbakka
valtak a drogokkal szemben, mint a kién 2. Mind az 6t alkalmazott kemoterapias
szerrel szemben kialakult rezisztencia, a sejtek multidrog rezisztensekké valtak, bar
kiiléonb6z6 mértekben.

Ezen adatok ismeretében szamos uj, megvalaszoland6 kérdés vetddott fel:

- A héérzékeny sejtvonalbdl drogszelekcioval eldallithato-e multidrog
rezisztens sejtvonal, illetSleg a hérezisztens sejtek meglevé multidrog rezisztenciaja
fokozhato-e ily médon?
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{Colchicin |Doxorubicin  !Actinomycin D Puromycin |Vinblastin

‘ng/ml ing/ml ing/ml fug/mi ing/ml
klén 2 ! 56.2! 74.2 4 0.8! 11.7
klén 2(10x80) J 106! 212.5! 20.8;; 6.4 29.8
klon 2(10x80)T1 | 135.7} 698.7 30.7! 9.1 60.7

9.a. abra. A klén 2 sejt és hdrezisztens variansainak IC50 értékei.

iColchicin {Doxorubicin  |Actinomycin iPuromycin Vinblastin
klén 2 | 1| 1] 1i 14 1
kién 2(10x80) | 1.9] 2.81 5.2 8, 2.5
klén 2(10x80)T1 | 2.4 8.4 7.6l 11.3} 5.1

9.b 4bra. Relativ rezisztencia értékek.




- A drogszelekcioval eldallitott drogrezisztens sejtek horezisztensekké valnak-
e?

- Mi a drogrezisztencia kialakulasanak az oka, kimutathato-e valtozas a
rezisztensek hi-sokk fehérje szintézisében?

3.4. Drogrezisztens sejtvonalak izolalasa és jellemzése

A kérdések megvalaszolasahoz els6 lépésként drogrezisztens sejtek izolalasat
sejteket (klon 2 ¢és horezisztens variansai) az 1000 ng/ml végkoncentracid
eléréséig. Az izolalast kovetGen ezeket a sejtvonalakat, a kién 2c1000, klon
2(10x80)c1000 és klon 2(10x80)T1c1000 sejteket 1000 ng/ml colchicint
tartalmazo tapfolyadékban neveltiik.

3.4.1. Drogrezisztencia tesztelése

Hasonl6 modon allapitottuk meg a colchicinre szelektalt sejtek esetében az
IC50 értékeket, mint a hGrezisztens sejtek esetében. A 10.a, dbra az IC50 értékeket
tiinteti fel, mig a 10.b, abra a relativ rezisztencia értékeket mutatja.

Az eredményekbdl kitlinik, hogy valamennyi sejtvonal jelentés mértékben
rezisztenssé valt colchicinre, a tébbi kemoterapias szerrel szemben pedig
keresztrezisztenciat mutatnak. A sejtek keresztrezisztencia mintazata eltér
egymastol, a kiilonb6zé drogokra eltéré mértékben valtak rezisztenssé. A
legnagyobb mértékii rezisztencia a puromycinnel szemben alakult ki a sejtekben,
mig a hérezisztens sejtekb6l szarmaztatott drogrezisztens sejtek (klon
2(10x80)c1000 és klon 2(10x80)T1c1000) a vinblasztinnal szemben bizonyultak a
legérzékenyebbnek.
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i Colchicin IDoxorubicin  |Actinomycin D |Purcmycin | Vinblaszin

ing/mi Ing/ml ing/ml rug/mi ‘ng/ml
kion 2 | 562 74.2} 4 0.8 .7
klén 2¢c1000 ! 2102.86, 650 85:2 55.6 400
klén 2(10x80)c1000 ; 1 3.5%. 5 800! 67 14 656.2
klén 2(10x80)T1¢c1000 | 22904 1080 145.2 52.5 62.2

10.a. dbra. A klén 2 sejt és a colchicin rezisztens sejtvonalak IC50 értékei.

|Colchicin |Doxorubicin  |Actinomycin 'Puromycin | Vinblastin
kién 2 | 1! 11 1 1 1
klén 2c1000 | 37.4: 8.7 21.3 69.5 34
klén 2(10x80)c1000 | 20.5! 10.7, 16.7 17.5 5.6
klén 2{(10x80)T1¢c1000 | 40.7. 14.5] 36.3 65.6 5.3

10.b abra. Relativ rezisztencia értékek.




Osszehasonlitva a drogrezisztens sejtvonalak relativ rezisztencia értékeit a
hérezisztens sejtvonalak relativ rezisztencia értékeivel (11. abra), lathatjuk, hogy a

colchicinen tortént szelekciod jelentosen megnovelte a sejtek drogrezisztenciajat.
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M ki6n 2(10x80)
L] klén 2(10x80)T1
klén 2c1000

B ki6n 2(10x80)c1000

Relativ rezisztencia

L] kl6n 2(10x80)T1¢c1000

|

Vinblasztin
Puromycin
Actinomycin
D
Doxorubicin
Colchicin

11. Abra. Horezisztens €s colchicin rezisztens hepatoma sejtvonalak relativ
rezisztencia értékei.



3.4.2. Horezisztencia tesztelése

A héérzékeny klon 2 sejtvonalbol eldallitott colchicin rezisztens sejtvonal
héérzékenységét kiilonb6zé ideji 45°C-os hokezelést kovetd koloniaképzé
képesség vizsgalataval ellendriztiik. A klon 2cl1000 sejtvonal ugyanolyan
héérzékeny maradt, mint a klon 2 sejt, vagyis a drogrezisztencia kialakulasa nem
jart egyiitt horezisztencia kialakulasaval. Ezt az allitdst tamasztja ala a
drogrezisztens sejtek 45°C-os stresszvalaszanak vizsgalata is. A drogrezisztens
sejtek fehérjemintazatat 6sszehasonlitva a sziil6i sejtekével, nem talaltunk valtozast
sem a konstitutiv fehérjék szintjében, sem pedig az indukalhaté hé-sokk fehérjék
indukcidjaban, vagyis sejtjeinkben a drogrezisztencia kialakulasa nem kapcsolhato
a h6-sokk fehérjék szintézisének megvaltozasahoz.

3.4.3. P-glikoprotein szint vizsgalata

Az irodalombdl ismert adatok szerint szamos esetben a multidrog rezisztencia
kialakulasaért a P-glikoprotein szint megnovekedése a felelés. Megvizsgaltuk
sejtjeinkben a P-glikoprotein termel6dést Western-blot analizis (65.) segitségével, a
human mdrl fehérje ellen izolalt poliklonalis ellenanyag felhasznalasaval. A klon 2
sejtben nem, de az Osszes drogrezisztens sejtvonalunkban szintetizalodott P-
glikoprotein, a csak hdrezisztens sejtekben joval kisebb mennyiségben, mint a
colchicinre szelektalt sejtvonalakban (12. abra). Feltételezhetd, hogy a csak
hdrezisztens sejtekben tapasztalhato csokkentebb mértéki multidrog rezisztencia a
csokkentebb, kisebb mennyiségben jelenlevé P-glikoproteinnek koszonhetd, mig a
colchicin rezisztensekben a joval nagyobb mennyiségii P-glikoprotein jelentosen

megnovelte a rezisztencia mértékét.
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12. abra. Patkiny hepatoma sejtek P-glikoprotein alapszintjének vizsgalata Western-

blot analizis segitségével.



3.5. Apoptozis indukcidéja  drogszenzitiv  és
drogrezisztens sejtekben

Az eléz6ekben lathattuk, hogy mind a hérezisztens, mind pedig a colchicinre
szelektalt hepatoma sejtvonalaink multidrog rezisztensek lettek. Ez a rendszer
kivaléan modellezi a klinikkumban kialakulé rendszert, amikor is a kemoterapias
kezelések soran a tumor sejtek rezisztensekké valhatnak. A multidrog rezisztencia
kialakulasanak szamos mechanizmusa létezik, mint példaul sejtvonalaink esetében a
P-glikoprotein szintjének megndvekedése a drogrezisztens sejtekben. Elképzelhetd,
hogy ezektdl a mechanizmusoktol fliggetleniil a drogrezisztencia kialakulisiban az
apoptozis indukciojaban, vagy szabalyozasaban 1étrejovd valtozasok is szerepet
jatszhatnak. Az apoptozis genetikailag programozott sejthalal, amely fontos
szerepet jatszik a szervezet homeosztazisanak fenntartasiban, hidnyaban tumor
alakulhat ki, vagy hosszan fennmarad¢ viralis fert6zés, mig az intenziv,
kontrollalatlan apoptozis fejlédési és degenerativ megbetegedésekhez vezethet
(52.). Az apoptozis kivaltasa szabalyozott korilmények kozott a megfeleld
tumoros sejtekben fontos része lehetne a rakterapianak.

Kisérleteink az elkovetkezékben arra iranyultak, hogy megtudjuk, hogy
hepatoma sejtjeinkben é€p-e az apoptotikus apparatus, kivalthaté-e kiilonbozé
kezelésekkel (kemoterapias szerekkel, szérum megvonassal) apoptdzs, illetve az
indukcié tekintetében hasonloan viselkednek-e a kiilonb6zd drogrezisztenciival
rendelkezo sejtek.

3.5.1. Apoptozis meghatarozasa morfologiai jegyek alapjan

Az irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az apoptézis morfologiailag jol
jellemzett folyamat. Vizsgalataink kezdetén elsGsorban morfologiai jegyek alapjan
hatiroztuk meg azokat a paramétereket, amelyeknek alkalmazisival apoptozis
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indukalhaté sejtvonalainkban. Kiilénb6z6 idejii (1, 2 és 3 napos) kemoterapias
kezeléseket kovetéen a letapadt sejteket metanollal fixaltuk, majd propidium-
iodiddal (Sug/ml) festettiik, amely ultraibolya fényben gerjeszt6dik és elsésorban a
kétszali DNS-hez kotddik. Mivel ezzel a modszerrel a Petri-csésze aljarol levalt, a
tapfolyadékban uszo sejteket nem tudtuk megfesteni, a propidium-iodidos festéssel
parhuzamosan Giemsa festést is alkalmaztunk. A Petri-csészék aljarol
tripszinezéssel levalasztott, valamint a tapfolyadékban uszo sejteket cytospinnel
torténd fugalas utan metanollal fixaltuk, majd 10%-o0s Giemsa-oldattal festettiik.

Mikroszkopos elemzések soran megallapitottuk, hogy sejtjeinknél is el tudjuk
kiiloniteni az irodalombol ismert morfologiai osztalyokat (13. abra). A
tovabbiakban az apoptdézis kiilonb6z6 stadiumainak elkiilonitésére a finomabb
felosztast lehetévé tevd propidium-iodidos festést valasztottuk, mig a nekrozis
aranyt a Giemsa festésbdl szamoltuk. Az egyes kezeléseket koveten statisztikusan
meghataroztuk az apoptodzisos, illetve a nekrotikus sejtek aranyat a teljes
sejtszamhoz viszonyitva. A 14. abran lathatéak a 3 napos drogkezelés hatasat
osszefoglald eredmények.

3.5.1.1. Apoptozis indukcidja kemoterapias szerekkel

Lathat6, hogy valamennyi vizsgalt sejtvonalunkban indukalhat6 az apoptozs
kemoterapias kezeléssel. A drog- és h@szenzitiv klon 2 sejtben kontroll
korilmények kozott nagyon alacsony mind a nekrotikus, mind az apoptozisos
sejtek aranya, alacsony a spontan apoptotikus rata. Mindegyik kemoterapias szerrel
indukalhat6 volt apoptozis, koncentracio fiiggé modon, magas szazalékban (50%
koriili ) apoptozist az IC50 értékek négyszerese -6tszordse valtott ki, mig a
nekrozis mértéke kozel azonos (10-15%) maradt.

A hérezisztens és mérsékelten drogrezisztens sejt, a klon 2(10x80)T1 esetében
magas szazalékban lehetett kivaltani apoptézist mar az IC50 koncentracio korili
értékkel a vinblasztin €s a doxorubicin esetében, mig a harom masik drog esetében
az apoptozis alacsony €rtéken maradt. Hasonloé tendenciat figyelhetiink meg az itt
nem éabrazolt méasik hérezisztens sejt, a klon 2(10x80) esetében is, az actinomycin
D kivételével, amely ennél sejtnél IC50 koncentracional a vinblasztinhoz és
doxorubicinhez hasonléan magas értéket mutat.
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Klén 2 Kontroll Klon 2 12ng/ml vinblasztin

Klon 2(10x80)T1 Kontroll Klon 2(10x80)T1 60ng/ml vinblasztin

Klon 2(10x80)T1¢1000 Kontroll Klon 2(10x80)T1c1000 400ng/ml
vinblasztin

13. abra. Hepatoma sejtek morfologiaja propidium-iodidos festést kovetden.




Kontroll
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Doxorubicin 300ng/ml
Vinblasztin 40ng/ml
Actinomycin 20ng/ml
Colchicin 80 ng/ml

Kontroll
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Doxorubicin 700ng/ml
Vinblasztin 60 ng/ml
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Colchicin 120ng/ml

Kontroll
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A horezisztens és egyben magas foki drogrezisztenciat mutatd sejtek
esetében, mint példaul a klon 2(10x80)T1c1000 sejt, természetesen joval magasabb
doxorubicin az IC50 koncentracio koriili értéknél mar elég magas szazalékban
kivalt apoptozist, mig ez a tobbi kezelés esetében elég alacsony értéken marad, a
vinblasztin ebben az esetben csak kb. hatszoros IC50 koncentracioban okoz 50%-
nal magasabb apoptozist.

Az itt be nem mutatott klon 2(10x80)c1000 sejtben csak colchicinnel lehet
magas szazalékban apoptdzist kivaltani IC50 korili koncentracid esetében. A
hdszenztiv sziil6i sejtb6l drogszelekcioval eldallitott klon 2c1000 sejt esetében a
doxorubicin, a vinblasztin, valamint az actinomycin D IC50 koriili koncentracioban

igen jO apoptozist indukald agenseknek bizonyultak.

A fenti adatokbol lathato, hogy sejtjeinkben nem azonos moédon valthatd ki
apoptozis, valamint a kemoterapias szerek indukcios képessége is eltéré. A
doxorubicin és a vinblasztin a sejtvonalak z6ménél magas szazalékban képes volt
indukalni apoptozist, mig a puromycin egyik sejtvonalban sem indukalt nagyaranyu
programozott sejthalalt.

3.5.1.2. Apoptézis indukcidja szérum megvonissal

A szérum megvonasa, vagyis a ndvekedési faktor megvonasanak vizsgalatakor
a sejteket szérummentes tapfolyadékban neveltiik 1, 2 és 3 napig. Hasonléan, mint
a kemoterapias kezelések soran, a sejteket propidium-iodiddal és Giemsa-oldattal
festettiik, majd mikroszkoposan analizaltuk a sejtmorfologiat. A 15.abran lathatoak
a 3 napos szérummegvonast kovetden szamolt adatok. A szérummegvonas
valamennyi sejtvonalunknal indukalt apoptozist, a sejtvonalak érzékenysége kis
mértékben eltért egymastol.

3.5.2. FACS analizis alkalmazasa apoptozis kimutatasara

Sejtvonalainkban az apoptdézis nyomonkovetése a morfologiai valtozasok
megfigyelésével rendkiviil id6- ¢és munkaigényes folyamatnak bizonyuit.
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Munkankat meggyorsitando, uj metodus, a FACS analizis alkalmazasat kezdtiik
meg az apoptozis gyors kimutatasara sejtvonalainkban.

A FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) analizis soran az elGzetesen
fluoreszcens festékkel vagy reagenssel specifikusan megfestett sejtek, vagy
sejtalkotok altal generalt optikai vagy elektromos szignal keriil elemzésre. Az
aramlasi citométerben (flow cytometer) a szuszpenzioban levod sejtek fokuszalt
lézer vagy nagy nyomasu ivlampa elott haladnak el, a sugar utjanak
keresztezésekor a lézersugar szort fényt és fluoreszcens fényt general, amelyet a
fotodetektor gyljt 6ssze. A fotodetektor az optikai szignallal aranyos elektromos
jelet indukal. A szort fény mérésével informaciot kaphatunk a sejt méretérél, belsé
strukturajar6l. A fluoreszcens festékek alkalmazasa megnévelte a modszer
érzékenységét, a szamos specifikusan k6t6dd ellenanyag egyre tobb sejtalkotod
kimutatasat teszi lehetové (66.).

A FACS analizis alkalmas a sejtek DNS tartalmanak a mérésére is. Lathattuk
az irodalmi adatokbol, hogy az apoptotizalo sejtek kromatin allomanya csokken, a
sejt zsugorodik a sejthalal folyamatanak elérehaladtaval. Kisérleteinkben mi is a
sejtek DNS tartalmanak csokkenését probaltuk nyomonkévetni kemoterapias
szerekkel torténd kezeléseket kovetden.

s res

(12ng/ml; 20ng/ml; €s 40ng/ml) 24 oras vinblasztin kezelést kovetéen Triton X-
100 oldattal permeabilizaltuk, majd 10ug/ml propidium-iodiddal festettik. A
méréseket Becton Dickinson FACStar késziiléken végeztikk, az eredmények
kiértékelésében a ModFit analizal6 programot hasznaltuk.

A vinblasztin kezelés kovetkeztében jelentds mértékben megndtt a szub-Gy
fazisban levd sejtek aranya a populacioban, amely arra utal, hogy szdmos sejt a
drogkezelés kovetkeztében veszitett DNS tartalmabol, vagyis apoptotizalt
(16.abra). Lathato, hogy koncentraciofiiggé modon a koncentraciéo noveléseével a
populacié egyre nagyobb szazalékaban kovetkezett be programozott sejthalal. A
Go/Gq fazs folyamatosan csokkent a koncentracié novelésével 57%-ro6l 18%-ra.
Az S fazis esetében a legnagyobb koncentracional tapasztaltunk nagyobb mértékd
csokkenést. A Gp/M fazis extrém mértékben megndtt a 40ng/ml-es
koncentracional, ugy tiinik, a sejtek jelentds szazaleka G) fazisban maradt. A
FACS analizis segitségével meghatarozott apoptézis % osszevethetd volt a
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Number

00 150 130 ; : 150
DNA Contert CNA Content

klén 2 kontroll klon 2 vinb. 12 ng/ml

IolgNA‘Comerlxéo w0 ‘é(c:)-NA Content

klén 2 vinb. 20 ng/m| klon 2 vinb. 40 ng/ml
GO/G1 G2/M S  Szub-G1
Kontroll 57 5 33 5
Vinb 12ng/ml 54 0.2 31 14.8
Vinb 20ng/ml 37 0.2 36 23.8
Vinb 40ng/ml 18 36 24 22

16. 4bra. DNS tartalom mérése FACS analizis segitségével a klon 2 sejtben 24 oras
12 ng/ml, 20 ng/ml és 40 ng/ml vinblasztin kezelést kovetoen.
A tablazat a sejtciklus kiilonboz6 fazisanak szazalékos megoszlasat tartalmazza.



fénymikroszkopos mérések adataival, bar feltehetéleg a legkorabbi apoptézisos
morfologiat mutato sejtek, amelyekben a DNS fragmentalodas megkezdddott, de
még a sejttérfogat nem csokkent, nem mutathatok ki ezzel a modszerrel. A késbbi
kisérleti eredmények is azt sugalljak, hogy a FACS analizis j0 korrelaciét mutat
sejtjeink esetében a kemoterapias szerek kivaltotta DNS tartalom csokkenésével,
illetdleg kimutathatok a sejtciklusban bekovetkezd valtozasok. A késobbiek soran
tervezziik specifikus, fluoreszcens konjugatumot tartalmazd ellenanyagok
segitségével.
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4. A tézisek osszegzése

Kisérleti eredményeinket Osszegezve elmondhatjuk, hogy sikeriilt stabil
hérezisztens sejtvonalakat elGallitanunk eltéré fenotipusu patkany hepatoma
sejtvonalakbol. A legnagyobb foku hérezisztenciat mutatd sejtvonalak (klon 2
leszarmazottai) morfologiailag megvaltoztak, mig differenciacios allapotuk hasonlo
maradt a sziil6i sejtvonaléhoz.

A kialakult horezisztencia tuljadonsagait vizsgalva illetve okait kutatva a
kovetkez6 eredményekre jutottunk:

A hoérezisztens sejtekben a konstitutiv hspl110, 90 és 70 alapszintje
megnovekedett a klon 2 sejttel 6sszehasonlitva. A hoérezisztencia kialakulasaban
valdsziniileg ezen fehérjék megnovekedett konstitutiv szintjének jut a legfontosabb
szerep, hiszen ezen fehérjék képesek megvédeni mas fehérjéket, példaul a
luciferazt, a hd okozta stressztdl, igy névelve a sejt tulélési képességeét is.

A korabbi eredmények szerint, a szil6éi klon 2 sejtben enyhe, 42°C-os
hékezelést kovetden a hsp68 indukcioja deficiensnek bizonyult a Faza 967 sejthez
viszonyitva. A horezisztens sejtvonalainkban hasonld, enyhe hé-sokkot kovetoen
még a sziil6inél is lényegesen kevesebb hsp68 indukalodott. Ez arra utal, hogy a
hérezisztens sejtekben egy ilyen szintii hékezelés nem valt ki igazi sokkot. Ez
érthet6 is, ha figyelembe vessziikk az el6zéekben emlitett ho-sokk fehérjék
megnovekedett konstitutiv szintjét. A feltételezéseink szerint ilyen enyhe - de a
sziil6i sejtekben jelents valtozasokat okozo - hokezelés hatasat a hoérezisztens
sejtekben éppen ezek a folyamatosan jelenlévdé hé-sokk fehérjék kompenzaljak,
sziikségtelenné téve, mas hovel szembeni védelmi mechanizmusok beindulasat. Ezt
tamasztja alad az is, hogy hérezisztens sejtjeinkben erds, 45°C-os hdkezelést
kovetden a hsp68 indukcio nagy mértékben megnovekedett, olyannyira, hogy még
a sziilére jellemzd indukcios deficiencia is szinte teljesen megsziint. Ez

véleményilink szerint azt mutatja, hogy a hérezisztens sejtjeinkben tovabbra is
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miikodnek a hé-sokk hatasara beindulo mechanizmusok, csak a hé-sokként megélt
homérsékleti szint emelkedett meg a mar emlitett konstitutiv hé-sokk fehérjék
(hsp110, 90, 70) védo funkcioja révén.

A konstitutiv hé-sokk fehérjék esetében mindkét tipusa hdstresszt kovetden a
mRNS és a réla atir6do fehérjék szintje aranyos volt egymassal.

Mais volt a helyzet a hsp68 fehérje indukcidja soran. Itt 42°C-os hdkezelést
kovetden a hérezisztens klon 2(10x80) sejtvonalban a hsp68 mRNS szintje joval
magasabb volt, mint a sziil61 klon 2-ben, ezzel szemben a fehérje pont forditva,
csOkkentebb indukciot mutatott. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a hsp68 fehérje
szintje transzlacios kontroll kovetkeztében csokkent le. A 45°C-os hékezelést
kovetden azonban a hsp68 mMRNS szintje és a fehérje indukciés szintje ujra
aranyban allt egymassal, ami arra utal, hogy a fehérjék atirddasat kontrollald
mechanizmus tényleges h6-sokként megélt stressz hatasara megsziinik. Szeretnénk
felhivni a figyelmet arra, hogy a hsp68 megjelenése nem okolhaté egyértelmiien a
hdvel szembeni ellenalloképesség megnovekedéséért, mert példiul a héérzékeny
Faza 967 sejtben is nagy mennyiségben indukalodik.

Osszességében elmondhatjuk, hogy hérezisztens sejtvonalainkban a
hdrezisztencia kialakitasaban a konstitutiv h6-sokk fehérjék megemelkedett szintje
mellett a hsp68 indukcidjanak megvaltozasa is szerepet jatszhat.

A hérezisztens variansok tulajdonsagait kutatva kideriilt, hogy azok mérsékelt
szinti multidrog rezisztenciat mutatnak. Ez a multidrog rezisztencia nagy
mértekben fokozhato volt colchicin szelekcioval. Hasonléan colchicinre szelektalva

is sikeriilt multidrog rezisztens sejtvonalakat létrehoznunk.

A hdérezisztens, kis mértékben spontan multidrog rezisztens klon 2(10x80) és
klén 2(10x80)T1, a beldliik nyert colchicinre szelektalt multidrog rezisztens klon
2(10x80)c1000 és klon 2(10x80)T1c1000, illetve a szilobdl szintén colchicinre
szelektalt er6sen multidrog rezisztens klon 2¢1000 tulajdonsagait vizsgalva, arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy a sejtvonalainkban a multidrog rezisztenciat nagy
valoszinilséggel a P-glikoprotein megnovekedett szintje okozta. Ez a kovetkeztetés
osszhangban all azzal, hogy a hérezisztens sejtekben a P-glikoprotein szintje kis
mértékben emelkedett meg, mig a colchicinre szelektalt sejtvonalakban ez a szint
lényegesen magasabb volt.
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Megvizsgalva sejtvonalaink apoptotikus tulajdonsagait, megallapitottuk, hogy
valamennyi hepatoma sejtvonalunkban kivalthaté apoptozis mind kemoterapias
szerekkel, mind pedig szérum megvonassal, ami a rakos megbetegedések
gyogyitasaban a tovabbiakban nagy jeletGséggel birhat.
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