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1. Bevezetés

Az elmult két évtizedben egyre nagyobb teret nyert a klinikumban a rakos meg-
betegedések hipertermiaval kombinalt kemoterapias és sugarkezelése. A hoke-
zelés fokozza a sugarkezelés hatasat, megkonnyiti a kemoterapias szerek beju-
tasat a sejtekbe, illetve részlegesen gatolhatja a sugarzas és a drogok okozta
karosodasok kijavitasat, a sejtek "repair mechanizmusat” [DH84,MTG90]. A
ciklikusan alkalmazott hokezelések soran a tumoros sejtekben rezisztencia ala-
kulhat ki a soron kovetkezo hokezelésekkel szemben, amely jelentosen csok-
kentheti a terapia hatékonysagat.

Annak ellenére, hogy a gyodgykezelések soran nagyon fontos volna tudni,
hogy hogyan alakul ki a horezisztencia és milyen gének felelosek a kialakula-
saért, magarol a horezisztenciardl csak keveset tudunk.

Az irodalombdl is alig néhdny hérezisztens sejtvonal valt ismertté [CL88,
LHK*91,FAHR86], ezért nagy jelentéséggel birhatnak az jabb, ”in vitro” mé-
don fenntarthatd, stabil horezisztens vonalak.

A dolgozatom elso részében ilyen horezisztens sejtvonalak izolalasat és jel-
lemzését ismertetem.

A kemoterapias szerekkel szemben kialakul6 rezisztencia, a drogrezisztencia
is hasonléképp hatraltathatja rakterapiat, a dolgozat masodik felében ilyen
drogrezisztens sejtvonalak izolalasardl és jellemzésérol szamolok be, illetve
olyan sejtvonalakrdl, amelyek a horezisztencia mellett egyben a drogrezisz-
tenciat is megszerezték.

Ezeknek a sejtvonalaknak a segitségével tanulmanyozhatéva valt mind a
hérezisztencia, mind a drogrezisztencia, valamint a két jelenség kozotti kap-
csolat.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Ho-sokk valasz

2.1.1 A ho-sokk fehérjék felosztasa és funkcioik

Minden eddig vizsgalt organizmus a kornyezeti homérséklet novekedésére spe-
cifikus fehérjék, a ho-sokk fehérjék megemelt szintézisével valaszol [Lin86]. A
ho-sokk fehérjék szintézise nemcsak hovel, hanem egyéb kornyezeti valtozassal
is indukalhato, ezért stressz fehérjéknek is nevezik oket. Ilyen stressz hatasok
kozé tartozik pl. az alkohol, drogok, nehézfémsok, virusok bejutasa a szerve-
zetbe [AB79,TWMF82].

Az eukaryota ho-sokk fehérjék 5 {6 csaladra oszthatok az oket alkoté mono-
merek molekulatomege szerint: a 15-30 kDa tomegtieket osszefoglalé néven kis
molekulatomegt ho-sokk fehérjéknek, a 60 kDa kortulieket HSP60-nak, a 66-78
kDa kozottieket HSP70-nek, a 83-90 kDa kozottieket HSP90-nek, a 100-110
kDa-os molekulatomegtieket pedig HSP100 fehérjecsaladnak nevezik [MTG90].

A kulonbozo fajok azonos molekulatomegi ho-sokk fehérjéinek amindsav
szekvenciaja nagymértékben konzervalddott a torzsfejlodés folyaman, gyakran
még a torzsfejlodéstanilag egymastdl tavoleso fajok ho-sokk fehérjéi kozott is
nagyobb, mint 50%-os homoldgiat talalhatunk [HM85].

A ho-sokk fehérjék génjei altalaban multigén csaladokat alkotnak, a gének
transzkripcidjat az 5 végen talalhaté konszenzus elemekhez (heat shock ele-
ment, HSE) [Pel82,KSL87,MTM88] kot6d6 ho-sokk faktorok (HSF) szabalyoz-
zak [Wu84], mas, nem ho-sokk fliggé promoter elemek mellett. Ho-sokk hata-
sara a ho-sokk fehérjék génjeinek transzkripcidja megnovekedik, s ezt egy gyors
transzlacié koveti, mig a sejt egyéb fehérjéinek szintézise lecsokken [ABT9).

A ho-sokk nemcsak transzkripcidbeli valtozasokat okoz a sejtekben, hanem
drasztikus morfoldgiai és biokémiai elvaltozasok is bekovetkeznek. Emlos sej-
teknél irtak le a sejtek alakjanak megvéltozasat, amelyben szerepet jatszott
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az intermedier filament hdlézat sériilése is [TWMF82]. Karosodhat a plazma
membrén, a magi struktira, megvaltozik a centroszoma szervezédése is [PL94].

A hoé-sokk fehérjék nemcsak stressz hatasokra, hanem a sejtek életmiiko-
dése, fejlodése soran is nagy mennyiségben expresszalodnak (konstitutiv ho-
sokk fehérjék), és sokréti funkciéval rendelkeznek. igy példaul a HSP70 csalad
tagjai fontos szerepet jatszanak a fehérjék membranokon valé atjutasaban, az
ugynevezett ATP-fiiggé "unfoldase” funkcié révén, amely biztositja a fehér-
len” fehérjelancokhoz kotodik a citoplazmaban taldlhaté TES5 fehérje is, a
prokaryota DnaJ viszont mind a feltekert, mind a feltekeretlen konformacio-
ji fehérjelancokhoz képes kotédni [TNW*91 SWGS88]. Szdmos hé-sokk fehérje
rendelkezik ATP-az aktivitassal, mint pl. a hspl04, az K. coli ClpA fehérjéje, a
HSP90 csalad tagjai, a prokaryota Lon fehérje, a HSP70 és HSP60 csalad tagjai
[PL93]. A ho-sokk fehérjék szamos olyan faktorhoz is képesek kotodni, ame-
lyek résztvesznek a sejtek életmilkodésének szabalyozasaban. A HSP90 csalad
tagjal agonista hianyaban szteroid hormon receptorhoz kétodnek, és tobb pro-
tein kinazzal 1s kapcsolatba lépnek, mint pl. kazein kinaz II és elF2alfa kinaz
[MY92,RWKH89,PHS92]. A hé-sokk fehérjék egymashoz is kapcsolédhatnak,
tobbek kozott a hsp70 és hsp90 kozott is leirtak ilyen asszociaciot [PL93]. Ma-
guk a ho-sokk fehérjék peptidil prolil izomeraz funkciét is betolthetnek, mint
az élesztoben a cyclophilinek, amelyek szintén kapcsolédhatnak mas ho-sokk
fehérjékhez [NDW93|.

Talan az egyik legfontosabb és legaltalanosabb funkciéjuk a hé-sokk fehér-
jéknek az, hogy szabalyozzak mas fehérjelancok fel-, ill. kitekeredését (fol-
ding, unfolding) és megkonnyitik a fehérje alegységek Ossze- és szétszerelodé-
sét. Megelozik ezaltal a nem megfelel6 kapcsolatok létrejottét, vigyaznak a
molekuldk nativ struktirajara, mint egy gardedam, ezért is nevezik a ho-sokk
fehérjéket gyakran molekularis ”chaperone”-oknak (gardedam) [El93]. Ma-
guk a ”chaperone”-ok nem vélnak a végso funkcionalis struktura részévé, nem
adnak at szterikus informacidkat sem a fehérjelancok feltekeredésekor, sem az
oligomerizacié soran. A molekularis ”chaperone”-ok, mint pl. a HSP70 csalad
tagjai, kotédnek specifikus tulajdonsagi (hidroféb) oldallancokhoz, amelyek a
naszcens fehérjéken az osszeszerelodés korai stadiumaban a molekula felszinére
kertulhetnek és inkorrekt struktirakat hozhatnak létre. A ”chaperone”-ok ko-
todésikkel megakadalyozzak a hibas szerkezetii fehérjék létrejottét, a fehérjék
elszallitodasat téves célkompartmentekbe. A legtobb esetben ATP hidrolizisét
kovetoen valik szét a hsp70 és a masik fehérje, amely a szétvalast kovetoen
képes aktiv térszerkezetet felvenni, vagy transzportalédni a megfelel6 organel-
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lumba [PL93]. Gyakran mas, ugynevezett partner fehérjék is szerepet jatsza-
nak a hsp70 aktivalasaban, mint pl. az E. coliban a DnaK kapcsolodasat a
célfehérjéhez a DnaJ és GrpE egylittesen megkonnyiti [PL9I3].

A HSP60 csaldd fehérjéi kozil a nagy szekvencia homoldgiat mutaté (45%-
60%), 60 kDa molekulatomegii fehérjéket kiilon csoportositottak, ”chaperonin”
elnevezést adva nekik. A ”chaperonin”-ok kozé soroltak még a szintén magas
szekvencia homoldgiat mutaté 10 kDa- os alegységgel rendelkezé ho-sokk fe-
hérjéket is [EvdV91]. A HSP60 csalad tagjai, a "chaperonin”-ok, hasonléan a
HSP70 fehérje csalad tagjaihoz, strukturalis motivumokat ismernek fel a felte-
keretlen (unfolded) fehérjelancokon [GS92], képesek kotodni ezekhez a motivu-
mokhoz és indukalni a fehérjék érését, a fehérjelancok feltekeredését (folding).
A fehérjék masodlagos szerkezete kialakul, de a harmadlagos szerkezet létre-
jotte gatolt. A legtobb esetben a szubsztrat fehérje tovabbi éréséhez, ill. a
hsp60-16l valé levalasdhoz sziikség van hspl0 és ATP jelenlétére is [SZR*93].
Az el6z0 két nagy ”chaperone”-csaladdal ellentétben, a HSP90 tagjai csak bi-
zonyos fehérje csoportokkal (pl. kinazok) képesek stabil kapcsolatot kialakitani
[MY92]. A kapcsolédas altal megakadéalyozzak ezeknek a fehérjéknek az agg-

« s

MY92].
A kis molekulatomegu fehérjék szintén rendelkeznek ”chaperone” aktivitas-
sal, amely az el6zéekkel ellentétben ATP-t6l fiiggetlen [PL93].

2.1.2 A termotolerancia

A ho-sokk fehérjék szintjének nagy mértéki megnovekedése hé-sokkot kove-
toen, ill. mar a hé-sokk alatt, arra enged kovetkeztetni, hogy szerepiik van
a hovel szembeni védelemben. Szamos tanulmany beszamol arrdl, hogy kor-
relaciot talaltak a ho-sokk fehérjék indukcidja és a hével szembeni tolerancia
kialakulasa kozott [MTG90]. A ho6 indukalta termotolerancia dtmenetileg (ma-
ximum néhany napig) nagyobb ellenalloképességet biztosit nemcsak az ismételt
hokezeléssel szemben, hanem egyéb kezelésekkel (sugarkezelés, kemoterapias
szerek, etanol, aminosav analégok) szemben is [Lin86]. Ezek a kezelések ka-
rositjak, vagy denaturaljak a fehérjéket. Valdszini, hogy az ”abnormalis”,
karosodott fehérjék jelenléte valtja ki a ho-sokk fehérjék indukcidjat. Feltéte-
lezik, hogy legalabb két alapveté mdédon segithetik a ho-sokk fehérjék kivédeni
a stresszorok okozta karosodast. Az egyik szerint elosegitik az ”"abnormaélis” fe-
hérjék lebomlasat, ill. néhany hé-sokk fehérjének magéanak is van proteolitikus
aktivitasa. A masik méd "molekuléaris chaperone-ok” miikodése alapjan kép-
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fehérjelancok 1jboli, helyes feltekeredését (refolding) [MTGI0].

2.1.3 A horezisztencia

Nemcsak a termotolerancia kialakulasaban, hanem a stabil, orokitheto hore-
zisztencia létrejottében is fontos szerepet jatszhatnak a ho-sokk fehérjék. Az
irodalombdl csak néhany stabil horezisztens sejtvonalat ismerunk, amelyek egy
részét ismételt hokezelések [HvK88], illetve fehérjeszintézist gatld vegyiletek
(hisztidinol) alkalmazéasaval nyerték [LHK*91], valamint etil metan szulfonét
kezelést kovetd egyszeri hékezeléssel [CL88]. A hoérezisztencia kialakulasa tobb
esetben korrelal bizonyos ho-sokk fehérjék, hsp27, hsp70 ill. hsp90 konstitutiv
szintjének megemelkedésével a horezisztens variansokban, illetve uj, konstitu-
tivan expresszalédé hsp70 megjelenésével [CL88,Li85,YIK86,AvKKHS&9]. Ho-
sokk gének (hsp27, a-B-crystallin) transzfekciéjat kovetéen a stabil transz-
fektdnsok hérezisztencidja is megnovekedett [LCL*89,IITG94]. CHO (kinai
hércsdg ovarium) sejtekbdl izolalt horezisztens vonalakban nem tudtak kimu-
tatni valtozast a ho-sokk fehérjék szintjében a hoérzékeny sejtvonalhoz vi-
szonyitva, viszont a horezisztensekben jelentos mértékben megnovekedett a
vimentin mennyisége, ami feltehetoleg a ho-sokk soran a cytoskeleton integri-
tasdnak megdrzésében jatszik szerepet [LHC*92].

Mas esetekben a membran koleszterol tartalmanak lecsokkenésével, s ezaltal
a membran fluiditdsanak megnovekedésével hozzak Osszefiiggésbe a horezisz-
tencia kialakuldsat [ATHS88]. Feltételezhetd, hogy a horezisztens sejtvonalak-
ban a fent leirt valtozasok mellett a h6 okozta karosodasok sokkal gyorsabb
kijavitasa torténik, a horezisztens sejtvonalak jobb javito, ”repair” mecha-
nizmussal rendelkeznek, mint a hdszenzitiv sejtvonalak [Las92]. Kisérletek
alapjan valdszintsitik, hogy a fenotipusos termotolerancia és a genetikailag
oroklédo termorezisztencia kolonbozo jelenségek, nem kapcsoltak, mivel ter-
morezisztens sejtek maguk is termotoleranssa tehetok [MTG90].

2.2 A multidrog rezisztencia

Multidrog rezisztencianak nevezziik azt a jelenséget, amikor bizonyos sejtvona-
lak rezisztenciat mutatnak tobb olyan kemoterapias szerrel szemben is, ame-
lyek eltérnek egymastol mind kémiai szerkezetben, fizikai tulajdonsagokban,
mind hatdsmechanizmusban [GP93]. A multidrog rezisztencia fenotipusa sza-
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mos olyan sejtben is kialakult, amelyet egyetlen drogtipussal tobbszor kezeltek,
vagy szelektaltak [EL89]. A multidrog rezisztencia kialakulasa tobbféle mecha-
nizmuson keresztill mehet végbe. A glutation-S- transzferaz izoenzimecsaladok
megemelkedett expresszidjat, a topoizomeraz Il enzim csokkent szintjét is kap-
csolatba hoztdk a kemoterapias szerekkel szembeni rezisztencia kialakulasaval
[BTS*86,YRBP87]. Az ABC- (ATP-binding casette) transzportfehérjék csa-
ladjaba tartoz6 MRP-nek (multidrug resistance-asszociated protein) megno-
vekedett a szintje a drogrezisztens SCLC (small cell lung cancer) sejtekben
szintén oOsszefliggésbe hozhaté a multidrog rezisztencia kialakulasaval, csak-
gy mint az MCF-7 human mellrak sejtekben a nukleozid transzportfehérje
megvaltozott mennyisége [CBG*92, MFMM91]. A fent emlitett sejtvonalak az
"atipusos” multidrog rezisztenciaval rendelkeznek, a rezisztencia tobb, egy-
mastol fuggetlen dton alakult ki. ”Tipusosnak” tekinthet6 az eddig még nem
emlitett, de az irodalomban a legjobban jellemzett multidrog rezisztencia ti-
pus, amely a P-glikoprotein megnovekedett szintjéhez kapcsolhaté [Ron91].
A P- glikoproteint egy kis géncsaldd kdédolja, amelynek a human sejtekben
két (MDRI1 és MDR?2), a ragcsalokban harom (mdrl, mdr2, mdr3) tagja van,
ezek a gének erosen homolog szekvenciaju P-glikoproteineket kédolnak, de a
ragesalok génjei kozil csak az mdrl és mdr3 gének, a human gének kozil az
MDRI1 expresszidja valt ki a transzfekcios kisérletekben multidrog rezisztenciat
[GP93]. Ez a 170 kDa molekulatomegi membranprotein a drogok ATP-figgo,
aktiv kipumpaldsat végzi a sejtekbol [GEJ*86]. A P- glikoprotein az MRP-
hez hasonléan az ABC-transzport fehérjék csaladjaba tartozik, szerkezetére
jellemzo, hogy két megkozelitoleg 43%-o0s homoldgiat mutaté molekulafélbol
all, ami arra enged kovetkeztetni, hogy génduplikacié eredményeként johetett
létre [Ron91]. Mindegyik molekulafél 6 transzmembran domént és egy ATP-
kot6 domént tartalmaz [Ron91]. Nagy mennyiségben mutattak ki szamos drog-
rezisztens human tumorbdl, de expresszalédik néhany normalis szovetben is,
mint példaul vese és maj [GB93]. A P-glikoprotein fizioldgias funkciéja még
nem ismert, valészinl, hogy a szervezet méregtelenité mechanizmusaban vesz
részt. A P- glikoprotein mRNS nemcsak konstitutivan expresszalédik, hanem
ho-sokkal, Na-arzenit kezeléssel indukalhatd, s ez az indukcié befolyasolha-
té actinomycin D-vel, ami arra enged kovetkeztetni, hogy transzkripcionali-
san szabalyozott [CTD*90]. A HepG2 hepatoma sejtvonalban az MDRI1 gén
hovel nem, csak Na-arzenit kezeléssel indukalhaté a P-glikoprotein szintézise,
a kisérletek eredményeibdl valészinisitheto, hogy az MDRI1 gén expresszidja
sejt-specifikusan is szabalyozédhat. Szamos kemoterdpias szer (vincristin, dau-
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nomycin, colchicin és doxorubicin) képes indukalni a P- glikoprotein szintézisét
[GP93]. A megnovekedett mennyiségli P-glikoprotein okozta multidrog rezisz-
tencia fenotipust Ca?*-csatorna blokkoldk (verapamil, nifedipine), calmodulin
inhibitorok gyakran képesek megsziintetni [GP93]. Bizonyos multidrog rezisz-
tens sejtvonalak, amelyeknél magas szintl rezisztenciat mutattak ki, gyakran
nem bizonyultak stabilnak, drogmentes taptalajban tenyésztve elvesztették re-
zisztenciajukat. A citoldgiai vizsgalatok szerint a magas drogrezisztencia szint
gyakran kapcsolodott nem stabil genetikai elemek megjelenéséhez, mint pél-
daul ”double minute” kromoszémak és homogénan festodo kromoszéma régi-
ok, amelyeknek a jelenléte gén amplifikaciora utal [RAH*84]. A gydgyaszatban
a rakos megbetegedések kezelésekor gyakran alkalmaznak lokdlis hipertermiat
sugarkezeléssel, vagy kemoterapias kezeléssel kombinalva. A hékezelés érzéke-
nyiti a sejteket a rakovetkezo drog-, ill. sugarkezeléssel szemben. A kezeléseket
ciklikusan alkalmazzak, s gyakran a mar hokezelt sejtek rezisztenssé valnak a
rakovetkezo hokezeléssel szemben, kevésbé érzékennyé valhatnak sugarkezelés-
sel szemben, valamint kialakulhat multidrog rezisztencia is. CHO hdérezisztens
sejtvonalakban a hsp27 megemelkedett szintje jatszik szerepet abban, hogy a
sejtvonalak ellendlléva véltak drogokkal szemben is [HRL*91].



3. Problémafelvetés

3.1 A modellrendszer

Munkacsoportunk patkany rakos majsejtvonalak (hepatoma sejtvonalak) stressz-
valaszat vizsgdlja. Ezek a sejtvonalak kivalé modellrendszeril szolgalnak a
kornyezetbol érkezo stresszhatasok tanulmanyozasara, hiszen a maj az interme-
dier anyagcsere egyik fontos allomasa, sziromechanizmusan keresztil jut sza-
mos tapanyag a keringésbe és enzimrendszerei révén képes toxikus hatasu anya-
gokat inaktivalni. Az altalunk az elmult években izolalt és jellemzett patkany
hepatéma sejtvonalak nemecsak differenciacios allapotban és glukokortikoid ér-
zékenységben, hanem hotird képességben is killonboznek egymastdl (1.4bra).
A sejtjeink szarmazasi vonaldt és fobb jellemzoit a 2. abra foglalja oOssze.
Korabban megvizsgaltuk, hogy sejtjeink eltéro hotiuroképessége kapcsolatba
hozhaté-e a sejtek kilonbozo differenciacios fokaval, illetve glukokortikoid érzé-
kenységével. Enyhe, 42°C-o0s ho-sokk kezelést kovetoen megallapitottuk, hogy
a {6 ho-sokk fehérjék kozul a hsp110, 100, 90, 70 és 60 valamennyi vizsgalt sejt-
vonalunkban indukalédott. Ezzel szemben a hsp70 fehérjecsalad egyik tagja, a
hsp68 csokkentebb mértékben indukalédott (deficiens) néhany glukokortikoid
rezisztens klonban, mint a glukokortikoid érzékenyekben. Bizonyos hé-sokk fe-
hérjék a dedifferencialt sejtvonalakban nem indukalédtak, mig a differencialt
hepatéma vonalakban kimutathaté ezen fehérjék indukciéja. Kisérleteinkbol
levonhattuk azt a kovetekeztetést, hogy a glukokortikoid rezisztencia és a dif-
ferenciacids allapot ugyan befolyasolja a hé-sokk gének expresszidjat, de nem
mutat korrelaciot a sejtek hotiird képességével [BHVIL,PND*92]. Kivancsiak
voltunk, hogy ha megnovekedik a sejtek hotiiro képessége és horezisztencia ala-
kul ki, hogyan valtozik a sejtek ho-sokk fehérjeszintézise, megszinik-e a hsp68
indukcidjaban tapasztalt deficiencia. Ezenfelil magyarazatot szerettink volna
kapni sejtvonalaink eltéro hoérzékenységére, a magasabb foka hotiro képesség
és a horezisztencia kialakulasara, ezért horezisztens sejtvonalak tanulmanyo-
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zasaba kezdtink.

3.2 Kérdésfelvetések és célkituzések

Munkénk soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Az eltéro fenotipusi és hotiiré képességli hepatoma sejtvonalakbdl lehet-e
horezisztens sejtvonalakat nyerni?

e A hdrezisztencia mértéke hasonlé-e a kilonbozo sztuloktol szarmazé hore-
zisztensekben?

e A horezisztencia stabil-e a sejtvonalakban?

e A horezisztensek stresszvalasza eltér-e a szilokétol, fehérje és mRNS szinten
kimutathaték-e eltérések, s ezek korrelalnak-e a rezisztencia kialakulasaval?

e Mi az oka a rezisztencia kialakulasanak?



4. Anyagok és modszerek

4.1 Sejtkulturak

A laborunkban fenntartott és a kisérletekhez alkalmazott patkany hepatéma
sejtvonalak a Reuber H35 [Reu61] sejtvonalbdl eléallitott HAITEC3 [PPMP64]
sejtvonal szarmazékai. A differencidlodott hepatéma sejtvonalak megériztek
bizonyos majspecifikus funkcidkat in vitro korillmények kézott is [DW74,PPMP64],
mig a dedifferencialédott sejtvonalak ezeket a funkcidkat részben vagy teljesen
elveszitették [VB83,TNSV87]. Egyes sejtvonalak osztédisa gatolhaté szinte-
tikus glukokortikoiddal (dexametazon érzékenyek) [VPG80], mig més sejtvo-
nalak szaporodasat nem befolyasolja a glukokortikoid kezelés (dexametazon
rezisztensek) [VDSF83].

4.2 Tapfolyadékok, sejtkulturak fenntartasa

Sejtjeinket milanyag szovettenyészto flaskakban, illetve Petri-csészékben (Gre-
iner) 37°C-o0s CO; termosztatban (5% CO,, 95% levegd), 5% fotalis borjisa-
vot (Gibeo) tartalmazé tapfolyadékban (F12 Gibceo, jele: F12-S) tenyésztet-
tik [VPG80]. A dexametazon rezisztens klén 2 sejtek tapfolyadékat 22:1075M
dexametazonnal (Sigma), illetve a colchicin rezisztens sejtekét 1000ng/ml vég-
letére nott sejteket 0.05% tripszint (Difco) és 0.02% EDTA-t tartalmazé Sa-
line A pufferrel (5.62107°M fenolvorss, 4.12107°M NaHCOs5, 0.13M NaCl,
5.32107°M KCl, 5z10°M D-gliikéz, 0.05% tripszin) tavolitottuk el.
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4.3 Horezisztens sejtek izolalasa

A kisérlet kezdetekor 2210° sejtet helyeztiink 100mm atmérdji mianyag Petri-
csészébe. Harom parhuzamos csészét inditottunk, amelyeket az inditast kove-
to napon 45°C-os termosztatba helyeztunk 60, 70 ill. 80 percig. A nagy
Petri-csészékkel parhuzamosan 60mm-es Petri-csészékbe is helyeztiunk sejteket
(1210°) a viabilitasi teszthez és parhuzamosan hdkezeltiik cket. A ho-sokkot
kovetoen a csészéket 37°C-os termosztatba helyeztiik, s a tulélo sejteket addig
novesztettik, mig teljesen be nem notték a tenyésztoedényt. Ezt kovetden
Ujra hokezeltiik a sejteket (mindegyiket az elozo feltételeknek megfelelden),
és a tuléloket ismét felszaporitottuk. Tizszer ismételtik meg a hokezelési és
felnovesztési ciklust, s annak megfeleléen neveztik el a sejtvonalakat, hogy
mennyi ideig voltak kitéve hokezelésnek, pl. azok a sejtvonalak, amelyek 60
perces 45°C-os hékezelésen estek at 10 cikluson keresztiil, a (10x60) elnevezést
kaptak.

4.4 Szubklonok izolalasa

Klonokat izolaltunk a tizedik ho-sokkot kovetoen felnovesztett sejtvonalakbol.
140mm &tmérdjii Petri-csészékbe 12106 sejtet helyeztiink és 7-10 nap elteltével
mikroszképpal vizsgalva kijeloltik az izolalni kivant telepeket. Szilikon zsirba
martott fémgytrut helyeztink rajuk és tripszin segitségével levalasztottuk a
sejteket a Petri-csészérol, majd normal tapfolyadékba, 35mme-es csészékbe he-
lyeztik oket. Nevikben az Scl rovidités utal a szubklon eredetre.

A T jeli szubklonokat hasonlé eljarassal izolaltuk, csak a kilencedik ho-
sokkot kovetden a tiiléld sejteket felszaporitottuk, majd 12106 sejtet 140mm-
es Petri-csészébe helyeztunk és 7 nap mulva ezeket hokezeltuk. A tizedik ho-
sokkot tulélt koléniakbol valasztottuk ki és izolaltuk a szubklénokat.

4.5 Drogrezisztens sejtvonalak izolalasa

Muanyag szovettenyészto flaskdkba azonos mennyiségi sejtet helyeztink nor-
mal F12-S tapfolyadékba, majd a kovetkezé napon lecseréltiik a tapfolyadé-
kot colchicin tartalmura (140ng/ml). Két hétig tenyésztettiik a sejteket ezen
a koncentracion, majd emeltik fokozatosan, kéthetenként, mig el nem értik
a végkoncentraciot (1000 ng/ml). Ezeket a sejtvonalakat a kés6bbiekben is
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colchicin tartalmi (1000ng/ml) tapfolyadékban tartottuk fenn. Neviikben a
colchicin rezisztenciara a c1000 jelzés utal.

4.6 A sejtvonalak és f6bb jellemzo6ik (2.4bra)

e H56: spontan dedifferencialt (Dediff ), dexametazon érzékeny (Dex S) [DW74],
hoérzékeny (Ho S) sejtvonal.

o S5-H56-26: dedifferencialt (Dediff), dexametazon rezisztens leanysejtje a H56
sejtnek, 2uM dexametazon tartalmu tapfolyadékban neveljik. Hoérzékeny
(H6 S) sejtvonal [VD9I0].

e 5-H56-106: dedifferencialt, dexametazon rezisztens leanysejtje a H56 sejt-
vonalnak, normal F12 5%FC tapfolyadékban neveljiik, hoérzékeny (H6 S)
sejtvonal [VD90].

e Faza 967: differencialt (Diff), dexametazon érzékeny (Dex S) [DW74], hé-

érzékeny sejtvonal.

e Klén 2: dedifferencialt, dexametazon rezisztens, hoérzékeny, laborunkban

izolalt sejtvonal [VPG80].

e Klén 2(10x60): dedifferencialt, dexametazon rezisztens, hérezisztens (Ho
R) sejtvonal, a klon 2 sejthol izolaltuk laborunkban.

e Klon 2(10x70): dedifferencialt, dexametazon rezisztens, horezisztens sejt-
vonal, a klon 2-bol izolaltuk laborunkban.

e Klon 2(10x80): dedifferencidlt, dexametazon rezisztens, hdrezisztens sejt-
vonal, a klon 2-bol izolaltuk laborunkban.

e Klon 2(10x80)T1: dedifferencialt, dexametazon rezisztens, hérezisztens sejt-
vonal, a klén 2(10x80) sejtvonalbdl izolaltuk laborunkban.

e Klon 2(10x80)Scl 8, 9: dedifferenciélt, dexametazon rezisztens, hérezisztens
sejtvonalak, a klén 2(10x80) sejtvonalbdl izolaltuk a laborunkban.

e Klon 2.4000: dedifferencialt, drogrezisztens, héérzékeny sejtvonal, laborunk-
ban izolaltuk a klén 2 sejtvonalbdl.
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e Klon 2(10280).1000: dedifferencialt, drogrezisztens, horezisztens sejtvonal,
laborunkban izolaltuk a klon 2(10x80) sejtvonalbdl.

o Klon 2(10280)7 1c1000: dedifferencialt, drog- és hérezisztens, laborunkban
izolaltuk a klén 2(10x80)T1 sejtvonalbdl.

4.7 A sejtek koléniaképzo képességének vizs-
galata

Azonos mennyiségi (1000 sejt/Petri-csésze) sejtet helyeztiink 60mm atmérs-
ju Petri-csészékbe, amelyek F12-S tapfolyadékot tartalmaztak. A korabban
dexametazonon illetve colchicinen nevelt sejteket a kisérlet kezdete elott egy
héttel normal, drogmentes taptalajra helyeztik at. A Petri-csészékbe helye-
zett sejteket egyenletesen eloszlattuk, majd 37°C-os termosztatba helyeztiik
a kontroll sejteket , illetve 45°C-0s termosztatba a ho-sokkolandé sejteket,
amelyeket a megfelelo 1do elteltével: 30, 50, 70, 90, 120 perc mulva visszahe-
lyeztiink a 37°C-os termosztatba. Egy hét elteltével tapfolyadékot cseréltiink
a sejteken, majd ujabb egy hét elteltével fixaltuk a Petri-csészék feliletén a
kolénidkat 10%-os formalinnal és megfestettiik 6ket 1%-os kristalyibolya oldat-
tal. A koloniak leszamolasat kovetoen megadtuk a tilélési %-ot a kontrollhoz
viszonyitva. Nemcsak a telepek szamat vizsgaltuk, hanem morfolégiajukat,
méretiket is.

4.8 Sejtek viabilitasanak vizsgalata

A sejtek viabilitasat hostressz, valamint drogkezelés utan Tripan kék festési
eljardssal vizsgaltuk. Azonos mennyiségii sejtet helyeztiink (1210%) 60 mm &t-
méroju plasztik Petri-csészékbe, egyenletesen eloszlattuk a csészék aljan, majd
37°C-os termosztatba helyeztiik 6ket. A kovetkezo napon hokezelésnek (45°C),
60, 70, 80 perc) tettik ki cket. A hé-sokkot kovetden tripszinezéssel eltavoli-
tottuk a sejteket a Petri-csészék aljardl és centrifugalas (1000 rpm, 4°C') utan
PBS pufferrel (0.13M NaCl, 2.682107*M KCl, 8.7210™3M NayH PO4z12H,0,
1.72107>M Nay POsx H,O) mostuk kétszer ket. Az utolsé mosést kovetd cent-
rifugalas utan 3001 PBS pufferben felszuszpendéltuk a sejteket, majd 100ul-t
kivettink és megfestettiink 50u1 Tripan kék oldattal (4:1 aranyban 0.14% Tri-
pan kék és 4.25% NaCl), 4 perc jégen allds utan Buerker-kamra segitségével
megszamoltuk az €16 sejteket, valamint az elpusztultakat, amelyeket a bejutéd
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festék kékre szinezett. A kontroll %-aban fejeztiik ki a sejtek ho-sokkot kovetd
tulélését.

Drogkezelés hatasanak vizsgalatakor hasonléan, mint a hokezelés hatasanak
tesztelésekor, a masodik napon tettik a sejtekre a megfelelo koncentraciéju
drogot tartalmazo taptalajt. A drogok hatasat 1-2 és 3 nap elteltével vizsgal-
tuk. Tripszinezéssel eltavolitottuk a sejteket a Petri-csészékrol, PBS pufferral
torténo mosast kovetoen Tripan kékkel festettiik és szamoltuk oket. A drogok
hatdsat a kontrollhoz viszonyitva a gatlas %-aban adtuk meg.

4.9 Generacios ido meghatarozasa

Azonos mennyiségi sejtet (1210°) helyeztiink 60mm 4tméréji mianyag Petri-
csészékbe, normal F12-S taptalajba. 4-5 parhuzamos csészét inditottunk és a
kovetkezo 4 napon tripszin segitségével levalasztottuk a sejteket. Centrifuga-
last (1000rpm 4°C') kovetéen a sejteket 5001 PBS pufferben szuszpendaltuk,
majd Buerker-kamra segitségével sejtet szamoltunk. A generacids idot a sejt-
szamok idéfuggvényében valoé dbrazolasabol hataroztuk meg.

4.10 TAT indukcid és aktivitas mérés

A tirozin aminotranszferaz (TAT) enzim indukcidjanak méréséhez azonos sza-
mu (2210°) sejtet helyeztiink Petri-csészékbe, két nap elteltével 12107°M de-
xametazonnal indukaltuk 18 o6ran keresztil a sejteket. Indukciot kovetoen
a sejteket tripszinezéssel valasztottuk le a Petri-csészékrol, kétszer oblitettiik
PBS-sel 6ket. A TAT enzim aktivitdsat Diamondstone [Dia66] mddszere alap-
jan végeztik. A sejtek feltarasat TAT extrakciés puffer (0.1M K H, POy, 0.1M
K>;HPO4, 12107*M piridoxal foszfat, 121072M a-ketoglutarat) jelenlétében fo-
lyékony nitrogénnel végeztiik. Feltaras utan 1 éran keresztil fugaltuk (13000
rpm), majd megmértik az aktivitasat. A reakcié soran 1mU TAT enzim 1nmol
p-hidroxi-fenil piruvat képzodését katalizalja 37°C-on 1 perc alatt (tirozin +
a-ketoglutarsav = p-hidroxifenil piruvat + glutamin). A p-hidroxifenil pi-
ruvat NaOH-val torténo reakcidja soran 331 nm-nél elnyelést mutaté p-OH-
benzaldehidet hoz létre. A specifikus enzimaktivitds kiszamitdsahoz a fehérje-
tartalmat Lowry-féle [LRFR51] médszerrel hatéroztuk meg.
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4.11 RNS preparalas és Northern-blot anali-
Z1s

Azon kisérletek soran, amikor a ho-sokk hatasat vizsgaltuk a sejtek 6ssz-RNS
szintézisére, 25 ml-es szovettényészto flaskdkba 32106 sejtet mértiink, 37°C-os
termosztatban tenyésztettiik oket. Az inditast koveto harmadik, illetve 6todik
napon 42°C', ill. 45°C-os vizfiirdoben hokezeltiik a sejteket, majd kozvetlentl
a hé-sokk utan (RO), és 3 (R3) draval, illetve a 45°C-os ho-sokkot kovetéen
azonnal (RO), 1.5 (R1.5) és 4.5 (R4.5) éraval leszedtiik tripszin segitségével
a sejteket. PBS pufferral kétszer oblitettiik a oket, majd 0ssz-RNS-t prepa-
raltunk guanidium tiocianatos eljarassal [CMRT79]. Agardz gélelektroforézis
segitségével 1.2%-o0s gélen (2.2M formaldehid) molekulatomeg alapjan elva-
lasztottuk az RNS molekulakat, majd atblottoltuk oket nitrocelluléz filterre.
Hibridizéaciét az alabb felsorolt 32P-jelolt "random priming” DNS prébéakkal
végeztink [FV83] :

e a TAT enzim mRNS-ét specifikusan felismeré pcTAT-3 [SSS*82]

o a hsp 68 mRNS-t specifikusan felismers pM1.8 [ZWHSS]

e a hsp 70 mRNS-t specifikusan felismeré pRC62 [OMBKS85]

e a hsp 90 mRNS-t specifikusan felismer6 pH801 [HBS*86]

o az albumin mRNS-t specifikusan felismerd pRSA13 [CTD*90)

e a gliceraldehid-3-foszfat dehirogenazt specifikusan felismers GAPD-t [FMP*85]

a mRNS szint meghatarozasara, belsoé kontrollként hasznaltuk kisérleteink-
ben.

4.12 Sejtek fehérjeszintézisének vizsgalata

Azonos mennyiségi (3z10°) sejtet helyeztiink 35mm 4tméréjii miianyag Petri-
csészékbe, az inditast koveto harmadik napon hokezeltik a sejteket vizfur-
doében. A tapfolyadék 40mM MOPS (Sigma) puffert tartalmazott, amelyet
1 6raval a hostressz elott tettink bele, s ezt kovetoen légmentesen lezartuk
a Petri-csészéket. A ho-sokk utan lecseréltilk a csészék tapfolyadékat 500 -
500u1 F12-S metionin-mentes tdpoldatra, amelyhez 50uCi radioaktiv metio-
nint (Amersham, specifikus aktivitdsa: 48 TBq/mmol) adtunk. A fehérjék
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radioaktiv jelolése legtobbszor 3, ill. 18 orahosszaig tartott. A jelolés végén
a radioaktiv tapfolyadékot eltavolitottuk, és jégen kétszer mostuk a sejteket
PBS pufferrel, majd csészénként 200ul Laemmli mintafelvevo pufferben feltar-
tuk a sejteket [Lae70]. Az igy nyert fehérje mintakat melegitéssel denaturéltuk
(95°C, 10 perc), ezt kovetéen pedig 12%-os poliakrilamid gélen (0.1% SDS)
egy-dimenzids gélelektroforézis segitségével molekulatomeg szerint elvalasztot-
tuk a fehérjemolekuldkat [OFa75]. A fehérjegéleket Comassie festéssel festettiik
(Comassie brillant blue R-250), majd megszaritottuk és rontgenfilmre (Medi-
fort RP) helyeztik és 1-2 nap milva el6hivtuk.

4.13 Luciferaz enzim aktivitas mérése

Azonos mennyiségi sejtet (2210°) helyeztiink 60mm atméréjii plasztik Petri-
csészékbe, normal taptalajba. A kovetkezo napon a transzfekcio kezdete elott 3
oraval taptalajt cseréltiink. A transzfekcié soran hozzaadtuk a sejtekhez csep-
penként, lassan razogatva a kalcium-foszfat-DNS(pCMV Luc)[FH86,WWD*87]
precipitatumot, amelyet a transzfekcio kezdete elott 20 perccel 6sszemértiink:
10pug DNS + 25041 2xHBS puffer (pH6.95) + 2501l CaC'ly (2M Tx higitasban),
cseppenként hozzdadva. Szobahémérsékleten tartottuk a sejteket hisz percig,
majd F12 10%Fc taptalajt adtunk a sejtekhez, és 37°C-ra helyeztiik 6ket. Hat
oraval késobb taptalajt cseréltiink a sejteken. A kisérlet harmadik napjan a
sejteket kétszer oblitettik F12 taptalajjal, majd tripszinezést kovetéen azo-
nos mennyiségeket helyeztink 35mm atméréju Petri-csészékbe. A kovetkezo
napon vizfurdében 42°C-on hdékezeltik a sejteket, és ezt kovetoen BRLUC
pufferben (550ul) szedtiik le 6ket. A BRLUC puffer osszetétele:

e 25mM TRIS — PO,, pH7.8
o 8mM MgCl,

e 1% TritonX

e 15% glicerol

e ImM EDTA

0.1mg/ml BSA

e ImM DTT
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¢ 0.2mM PMFS

A mérés soran a 250u] mintdhoz 4ul ATP-t (20mM, Sigma) és 30ul luciferint
(ImM, Sigma) adtunk, gyors razast kovetéen folyadék-szcintillaciés mérémii-

szerrel (LKB) mértiik a foton kibocsatast [NMB88].

4.14 ECL Western-blot analizis

1210° sejtet inditottunk 25 ml-es szovettenyészt6 flaskaban. Az inditast kove-
t6 napon hokezeltik a sejteket (45°C', 15 perc). A sejteket tripszinezés elott
egyszer, a tripszinezést kovetoen kétszer oblitettiik PBS-sel, jégen. A lefugalt
(1000rpm, 5 perc, 4°C') sejteket TRIS-mannitollal kétszer mostuk, majd 300-
300 pl 20%-0s TCA-t adtunk hozza. A fehérjemérést médositott Lowry eljaras-
sal végeztik [LRFR51]. A fehérje mintdkat DB pufferben higitottuk, 1ug/ul
végtérfogatra. A fehérjemolekuldkat 7%-o0s SDS poliakrilamid gélen vélasztot-
tuk el (100-130 V/5h), ezt kovetden a fehérjéket PVDF membréanra blottoltuk
at (500mA, 1.5h). Majd a 4077 elnevezési, a humdn mdrl N-termindlisat
felismer6 poliklondlis ellenanyagot helyeztiik ra, és 18 h inkubacidt kévetoen
TBS-TWEEN oldattal mostuk (2x20 perc), majd a masodik ellenanyagként
az anti-nyul IgG peroxidazt (Promega) hasznaltuk. Egy dra elteltével TBS-
TWEEN oldattal mostuk, majd ECL oldattal (Amersham) el6hivtuk. Ezt

kovetoen rontgen filmen exponaltuk.



5. Eredmények és megvitatasuk

5.1 Horezisztens sejtek izolalasa és jellemzése

5.1.1 Horezisztens sejtek izolalasa

Annak a kérdésnek a megvalaszolasihoz, hogy lehet-e horezisztenseket izo-
lalni a sejtvonalainkbdl, az eltérd fenotipusi és héérzékenységi (1. abra) H56,
S-H56-26, S-H56-106, Faza 967 és klon 2 sejtvonalakat valasztottuk ki. Az
izolalashoz egy irodalombdl ismert médszert alkalmaztunk [HvK88], amelynek
soran a sejteket ciklikusan kilonbo6z6 ideji (60, 70 és 80 perc) 45°C-os hoke-
zeléseknek tettiik ki és a tuléloket felnovesztettiik, a tulélo sejteket a ciklus
sorszamaval és a hokezelés idejével jeloltiik meg, pl. a klén 2 sejt tizedik 60
perces hokezelést tulélt klonja a klon 2(10x60). A sejtek viabilitasa, amelyet
minden egyes ho-sokkot kovetéen Tripan kék festési eljarassal teszteltunk, a
ciklusok szamanak elérehaladtaval a hosszabb ideig hokezelt sejtvonalaknal
nétt meg leginkabb, pl. a tizedik ciklust kovetéen a klén 2(10x80)-nal a kez-
deti 25%-16l 75%-ra nétt, mig a révidebb idejii sorozatos hokezeléseknek kitett
klén 2(10x60) és klén 2(10x70) esetében alig valtozott (4-5%-kal nétt). Ezt
kovetéen a horezisztens sejtvonalakbdl szubkléonokat (T és Scl jelzésuek) izo-
laltunk, igy rendelkezéstinkre alltak mind kevert populaciok, mindpedig egyedi
klénok.

5.1.2 Rezisztencia teszt, stabilitasi teszt

Az izolédlasi eljaras utan, amely kb. 8-12 honapot vett igénybe, megvizsgaltuk
mind a kevert populacidk, mind az egyedi klénok koléniaképzo képességét k-
16nbo6z6 ideji (30°, 50°, 707, 907) 45°C-os hékezelés utén, hogy adatokat kapjunk
a horezisztencia mértékére. A szamos tesztelt sejtvonal kiilonb6zé mértékben
valt rezisztenssé a hovel szemben, koziilik a klén 2 hoérezisztens szarmazékai
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a klon 2(10x60), (10x70) és (10x80) bizonyultak a legrezisztensebbeknek. A
tovabbiakban ezért ezen sejtvonalaknak, illetve szubklonjainak a jellemzésé-
vel foglalkoztunk. Az izolacié utan kozvetlentl tesztelve a klon 2 horezisz-
tens szarmazékainak a plating efficiencidja hasonlé volt a sziilééhez (3. abra),
azaz 1000-1200 sejtbol mintegy 3-400 képezett koloniat kontroll korulmények
kozott. Azonban 70 perces ho-sokkot kovetoen a klon 2 mar egyaltalan nem
formalt koldniat, mig az Osszes rezisztens esetében szamos telepet talaltunk (3.
abra, 3.1 tabldzat). A harom rezisztens sejtvonal kozil mind telepméret, mind
telepszam tekintetében a klén 2(10x60) bizonyult a legkevésbé rezisztensnek,
mig a két masik sejtvonal egymashoz kozel hasonlo értékeket mutatott.

A horezisztencia stabilitasanak vizsgalatat 4 honapig folyamatosan kultura-
ban nevelt sejtvonalakkal végeztiik el. Kiilonboz6 ideji (307, 507, 707, 90”) 45°C-
os hokezeléssel tesztelve a koloniaképzo képességet, megallapitottuk, hogy a
klon 2(10x70) kis mértékben veszitett a rezisztenciajabdl, mig a klén 2(10x60)
és a klon 2(10x80) sejtvonal teljesen megorizte azt. Alapvetéen mind a harom
sejtvonal rezisztens maradt a szuloi klon 2 sejtvonalhoz képest.

Tehat elmondhatjuk, hogy a klén 2(10x80) esetében sikeriilt stabil, magas-
foka horezisztenciat mutato sejtvonalat 1zoldlnunk, amely hosszabb ideig valé
kulturaban tartas utan is megorizte rezisztenciajat. Megvizsgaltuk ebbdl a
sejtvonalbdl szarmazé egyedi klonok horezisztenciajat is. A morfologiai ku-
lonbségek alapjan kivalogatott Scl jelu szubklénok, illetve T jeli szubklonok
eltértek egymastol horezisztencia tekintetében (4. abra, 4.1 tablazat). Az alta-
lunk vizsgalt klonok tobbsége kevésbé bizonyult rezisztensnek hovel szemben,
mint a klén 2(10x80) sejtvonal. A legrezisztensebb sejtvonalnak a T1 elnevezé-
st szubklon bizonyult. A koloniaképzé képesség alapjan vizsgalt rezisztencia
kis mértékben meghaladta a sziil6i sejtvonalét is (4. &bra, 4.1 tablazat) és
tobb honapos folyamatos fenntartast kovetoen is stabilan fennmaradt.

5.1.3 Sejtmorfologia és dexametazon rezisztencia

A klén 2 sejtvonal lapos, nem til nagy sejtekbol all, erésen tapad a tenyészto-
edény aljara. A horezisztens szarmazékok altalaban nagyobbak, elnyiltabbak
(5.4bra), kevésbé tapadnak, generacids idejik megegyezik a sziléével (23-26
ora).

Mivel a klén 2 szil6 dexametazon rezisztens, ezért megvizsgaltuk, hogy
a horezisztens sejtvonalak megorizték-e a dexametazon rezisztenciat. Megal-
lapitottuk, hogy a horezisztens variansok a sziil6hoz hasonléan dexametazon
rezisztensek maradtak, 107°M dexametazon jelenlétében megdrizték oszt6dé
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képességiiket.

5.1.4 Maiajspecifikus funkcidk vizsgalata

A differencialt hepatéma sejtek (pl. Faza 976) - a felnott méjsejtekhez hason-
l6an - nagy mennyiségben termelnek albumint és TAT (tirozin aminotranszfe-
réz) enzimet. Ez utébbi szintézise dexametazon kezeléssel (107°M, 18h) indu-
kalhaté. A sziiléi sejtvonalunk, a klén 2 tobbek kozott ezeket a tulajdonsagait
is elvesztette, dedifferencialttd valt. Megvizsgaltuk, hogy az altalunk izolalt
hérezisztens sejtvonalakban visszatérnek-e a fent emlitett majspecifikus funkci-
6k. Az albumin mRNS szintézist Northern-blot analizissel, specifikus albumin
cDNS préba segitségével teszteltiik. Albumin termelodést sem a klon 2-ben,
sem a horezisztens vonalakban nem tudtunk kimutatni. A TAT enzim mRNS
szintézist szintén Northern-blot analizissel és a TAT mRNS-re specifikus cDNS
préba [SSS*82] hibridizalasaval kovettiik nyomon, illetve az enzim aktivitasat
is vizsgaltuk [Dia66]. A 6. abran jol lathatd, hogy mig a differencialt Faza 967
sejtvonal jelentés mennyiségben termelt TAT mRNS-t, addig a dedifferencialt
klén 2 nem, vagy csak igen kis mennyiségben. Ugyanakkor két horezisztens
vonalban (10x60 és 10x70) kis mértékben megnovekedett a sziilohoz képest a
TAT mRNS szint. Az enzim aktivitast megvizsgalva megéllapitottuk, hogy a
Faza 967 sejtben dexametazon kezeléssel nagy mértékben indukalhaté a TAT,
mig a klén 2-ben, a klén 2(10x80)-ban és T1 szubklénjaban nem mutathatoé
ki enzim aktivitds az indukciét kovetéen sem. Azonban a két horezisztensben,
amelyekben az enzim alapszintje eleve magasabb volt, kis mértékben tovabb
novekedett az enzim mennyisége az indukciét kovetéen (6.1. tablazat). Lat-
haté, hogy a hérezisztens sejtvonalak dedifferencialtak maradtak, nem nyerték
vissza az Osszes altalunk vizsgalt majfunkciot.

5.2 Horezisztens sejtek stresszvalasza

5.2.1 A fehérjeszintézis vizsgalata

5.2.1.1 A hé-sokk fehérjék konstitutiv szintje megvaltozott a hore-
zisztens sejtvonalakban

A majspecifikus funkcidk vizsgalata utan kivancsiak voltunk arra, hogy tapasztalunk-
e eltérést a horezisztens sejtvonalak és a sziiloi sejtvonal stresszvalasza kozott,
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megjelent-e a horezisztens sejtekben 1j ho-sokk fehérje, megvaltozott-e a kons-
titutiv ho-sokk fehérjék alapszintje, illetve hostresszt kovetoen a fehérjék in-
dukalhatésaga a horezisztens sejtvonalakban.

Korabbi vizsgalati eredményeinkbdl tudtuk, hogy a hepatoma sejtek viabi-
litasat a 42°C-os 3 dras hokezelés (enyhe hé-sokk) nem befolyasolja jelentds
mértékben. Ez a kondicié enyhe stresszhatasnak szamit, de alapveto valto-
zast idéz elo a sejtek fehérjeszintézisében. Ezért eloszor 42°C-os harom oras
hokezelés utan vizsgaltuk meg a szuléi és a horezisztens sejtvonalak fehérje-
mintdzatat **S-metionin jelolést kovetden egy és két dimenzids gélelektroforézis
segitségével.

Megallapitottuk, hogy 1j, a sziloben nem detektalt ho-sokk fehérjét nem
tudtunk ezzel a modszerrel kimutatni a horezisztens variansokban, tehat a
hérezisztencia kialakulasaért a sejtvonalainkban feltehetéleg nem egy 1j ho-
sokk fehérje a felelos.

Az allandéan jelenlevo, konstitutiv ho-sokk fehérjék kozul a viszonylag nagy
mennyiségben jelenlevo hsp110, 90 és 70 szintje megnovekedett a horezisztens
sejtvonalakban, legnagyobb mértékben a klén 2(10x80) sejtben. A megemel-
kedett alapszintii ho-sokk fehérjék szintézise azonban 42 °C-os 3 6ras hé-sokk
hatasara kisebb indukciét mutatott, mint a sziil6i sejtvonalban (7. &bra). A
horezisztens sejtek fehérjemintazata nemcsak a konstitutiv fehérjék, hanem az
indukalhaté fehérjék tekintetében is eltért a szuloétol.

Korabbi kisérleteinkbdl tudjuk, hogy a klon 2 sejtben a hsp68 ho-sokk fe-
hérje sokkal kevésbé indukalodott, mint a szuloi Faza 967 sejtben, azaz a klon
2 deficiens a hsp68 héindukciéjdban [PND*92]. A hdrezisztens sejtek fehér-
jemintazatat megvizsgalva enyhe ho-sokkot kovetoen, lathaté, hogy ezekben
nem nott, sét tovabb csékkent a hsp68 indukalhatésaga. A klén 2(10x80) sejt-
vonalban a legerosebb a hsp68 indukalhatésaga, de nem éri el a sziloi sejtben
kimutatott szintet.

5.2.1.2 A horezisztens sejtvonalakban megvaltozott a h6-sokk fe-
hérjék indukciés kinetikaja enyhe, 42°C-os hokezelést kove-
toen

Annak az eldontésére, hogy a horezisztens sejtekben tapasztalt eltéré fehér-
jeindukcié a megvaltozott indukcids kinetikanak koszonheté-e vagy sem, az
alabbi kisérletet végeztik el. Ennek soran gyenge, 42°C- os hé-sokk keze-
lést alkalmaztunk 3 6ran keresztil és fehérjeszintézist mind a kezelés alatt,
mind az azt kovetd felépiilési fazisban **S-metionin beépiilésének segitségével
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kovettiik nyomon. Pulzusjelolést alkalmazva, a sejteket a ho-sokk alatt 3 ora-
hosszaig, illetve a hé-sokkot koveto 9 éra felgydgyulasi (recovery) szakaszban
3 oras periddusonként jeloltik. Ezutan a fehérjemintakat egy dimenziés SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgaltuk.

A 8. abran lathatd, hogy a klén 2(10x80) horezisztens sejtben gyorsabb a
ho-sokk fehérjék indukcidja, mint a sziloi klon 2 sejtben. A konstitutivan is
szintetizal6do, megnovekedett alapszinti hsp110, 90 és 70 indukcios kinetikaja
is jelentos valtozast mutat a horezisztensben.

Ezek a fehérjék mar a ho-sokk ideje alatt intenzivebben szintetizdlodtak,
mint a sziloben, és ez a magas szint megmaradt végig a vizsgalt idoszak alatt,
mig a sziloben a ho-sokktdl kezdve fokozatosan emelkedett a fehérje mennyi-
sége a hatodik déra végéig, és ebben az idointervallumban a szintézis mértéke
meghaladta a horezisztensben tapasztalt szintet. Elmondhatjuk, hogy bar a
horezisztens sejtvonalban a ho-sokk alatt intenzivebben indukalédnak a kons-
titutiv ho-sokk fehérjék, a szuloi sejtben az indukcié mértéke mar a harmadik
oraban meghaladja a horezisztens sejtben mért értéket.

A nem konstitutiv hoindukalhaté fehérjék, mint pédaul a hsp68 indukcids
kinetikaja is eltéré a két sejtben. A sziilében a hsp68 maximalis indukcidja a
ho-sokkot kovetd 0 és 6 ora kozott talalhatod, addig a klon 2(10x80) sejt ese-
tében mar a ho-sokk ideje alatt intenziven szintetizalédik, és a felgyogyulas
3. orajat kovetoen meg is szunik a szintézise. Bar a horezisztens sejtekben
megvaltozott a hsp68 indukcids kinetikaja, de az indukcié mértéke tovabbra
i1s alacsonyabb maradt, mint a sztuloben. Ily mdédon kisérletunk alapjan el-
mondhatjuk, hogy az enyhe, 42°C-os hokezelés a horezisztensben gyorsabban
valtja ki a ho-sokk fehérjék indukcidjat, de az indukciéo mértéke alacsonyabb
maradt mind a konstitutiv fehérjék, mind pedig a hoindukalta hsp68 esetében.
Valoészint, hogy ez az enyhe hokezelés a horezisztens sejtvonal esetében nem
valtja ki a ho-sokk fehérjék maximalis indukciojat, a védelemhez elégséges az
alacsonyabb foku indukcidja a hsp 68-nak és mar eleve magasabb alapszintu
konstitutiv fehérjéknek is, igy a csokkent mértéki indukcié nem a megvaltozott
kinetikanak készonheto.

5.2.1.3 A horezisztensekben er6s ho-sokkot kovetéen megsziint a
deficiencia a hsp68 indukcigjaban

Felvetodott a kérdés, hogy erosebb hohatas kivédéséhez a horezisztensekben
sziikséges-e a ho-sokk fehérjék intenzivebb indukcidja, megvaltozik-e az induk-
cidés kinetika.
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Ennek eldontéséhez a 45°C-os hokezelést valasztottuk, ezen a homérsékleten
mar néhany perces kezelést is erés kornyezeti stresszként élnek meg a hepatoma
sejtek, és intenziv ho-sokk fehérje szintézissel valaszolnak ra [PND*92]. Sot,
hosszabb kezelés hatasara el is pusztulnak (1. dbra).

Kisérletinkben oOsszehasonlitottuk két sziloi (Faza 967 és klon 2) és két
horezisztens sejtvonal (klén 2(10x60), (10x80)) stresszvalaszat 45°C-os 10, 20
illetve 30 perces hokezelést kovetoen. A sejtekbdl nyert fehérjemintakat 1 di-
menzios SDS poliakrilamid gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk miutan az
tijonnan szintetizalédott fehérjéket 3*S-metioninnal jeloltiik a ho-sokkot kovetd
18 oran keresztul.

A 9. abra mutatja, hogy a hoérzékeny klon 2 és Faza 967 fehérje szintézisét
a 30 perces 45°C-os hokezelés erésen gatolta, mig a horezisztensekben intenziv
fehérje szintézis mutathato ki, amely szintén igazolja, hogy hével szemben valé-
ban ellenallébbak. A kléon 2 sejtben a hsp68 indukalhatésaga csokkent mértékii
maradt a Faza 967 sejthez viszonyitva. Ezzel szemben a klén 2 horezisztens
variansaiban megszint ez a hsp68 indukciéjaban kimutathaté a deficiencia. A
két horezisztensben sokkal intenzivebben (bar kiil6nb6z6 mértékben) induka-
l6dott a hsp68, mint a klén 2 sejtben. Sot, a klon 2(10x80) sejtben a Faza 967
sejthez hasonlé magas szintet ért el.

A klén 2(10x80) szubklénjait is megvizsgalva 15 perces 45°C-os héstresszt
kovetden teljesen hasonlé eredményre jutottunk (10. &bra). Tehat a hsp68
a szubklénokban is eroteljesen indukalédik a hokezelést kovetéen. Lathatd,
hogy az erds, 45°C-os hokezelés okozta karosodasok kivédéséhez a horezisztens
sejtvonalakban sziikség van a hsp68 megnovekedett mennyiségére.

Annak eldontéséhez, hogy a hérezisztensek hé-sokkal szembeni védelmében
szerepet jatszik-e a ho-sokk fehérjék indukcids kinetikdjanak megvaltozésa a
sejtvonalakat 45°C-os 15 perces hokezelésnek tettik ki. Ezutan radioaktivan
(°*S-metionin) jeloltik a szintetizalédé fehérjéket: egyrészt a hé-sokk alatt,
masrészt a ho-sokkot koveto 18 dras felgydgyuldsi idészakban 3 6rés peridédu-
sokban, illetve 18 6ran keresztil folyamatosan. A 11. abran lathatd, hogy a
hsp68 indukcids kinetikaja gyorsabb a klon 2(10x80) sejtben. A klén 2 sejtnél
a maximalis indukci6 a felgyogyuldsi periddus 6-12. érajdig tartott, mig a klén
2(10x80) sejtnél 3-9. 6rajaig. A hérezisztens sejtvonalban a tobbi hé-sokk fe-
hérje szintézise is kordbban kezd6dott és az indukcié altaldban révidebb ideig
tartott, mint a hoérzékeny sziiloben.
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5.2.1.4 A fehérjeszintézis vizsgalatanak osszefoglalasa

Az eddigieket osszefoglalva elmondhato:

e A horezisztens variansok és a belolik 1zolalt szubklonok és T klénok fehér-
jemintazata eltért a hoérzékeny klon 2 sejtvonalétol. Az eltérés elsésorban
a horezisztenseknek a klén 2 sejtvonalhoz képest megnovekedett a hsp110,
90 és 70 konstitutiv szintjében jelentkezett.

o A rezisztensek hokezelést koveto stresszvalasza is eltért a hoérzékeny sejt-
vonalétol, hiszen

— 42°C-o0s kezelés hatasara a hsp68 kisebb mértéku indukciét mutatott,
mint a klon 2 sejtben

— 45°C-os kezelést kovetoen a hsp68 csokkent indukalhatosaga részben
vagy teljesen megszint a rezisztensekben.

e A hé-sokk fehérjék indukcios kinetikaja megvaltozott a hoézékeny sejthez
képest, ugyanis a horezisztensekben a ho-sokk fehérjék szintézise korabban
jelent meg és rovidebb ideig volt kimutathato.

A kisérleti eredmények alapjan elmondhaté, hogy a hsp68 gyors és megno-
vekedett indukcidja sziikséges az eros hokezelések okozta karosodasok kivédé-
séhez, de egymagaban nem elégséges a horezisztencia kialakuldsahoz, hiszen
a horezisztensekben az indukalhatésag hasonlé, mint a hoérzékeny Faza 967
sejtben. A horezisztencia kialakulasaért feltehetoleg nem csak egyetlen ténye-
z6 felelos, a konstitutiv hsp110, 90 és 70 alapszintjének megnovekedése éppugy
szerepet jatszhat benne, mint a hsp68 megnovekedett indukalhatésaga.

5.2.2 mRNS szintézis a patkany hepatéma sejtekben

Mint az el6zoekben lathattuk, a héérzékeny és horezisztens sejtvonalaink je-
lentos kilonbséget mutatnak fehérjemintazatban. Az egyes sejtvonalak fe-
hérjeszintézisében jelentkezo kiillonbségek oka lehet mind transzlacids, mind
transzkripciés kontrollbeli eltérés. Szikségessé valt annak vizsgalata, hogy
milyen korreldciot mutat a sejtek mRNS szintézise a fehérjeszintézissel az al-
talunk vizsgalt h6-sokk fehérjék esetén. Nyomon kovettiikk a mRNS szintézist
mind 42°C-os, mind 45°C-os hokezelést kovetden.
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5.2.2.1 mRNS szintézis 42°C-os kezelést kovetoen

A hé-sokkot koveté mRNS szintézis vizsgalatahoz 42°C-os (3 6ras) hokezelés
utan kozvetlentl, valamint a felgyégyulasi periddus harmadik érajaban prepa-
raltunk 6ssz-RNS-t a sejtekbdl. Radioaktivan jelolt (**P-ATP és CTP) cDNS
prébat hasznalva, Northern-blot analizis segitségével nyomon kovettik a hoér-
zékeny és horezisztens sejtekben a mRNS mennyiségét és indukcios kinetikajat.
A héindukalhaté hsp68 mRNS-nek kimutatasat pM1.8 plazmiddal valé hibri-
dizacié tette lehetové.

A hsp68 mRNS-e a kontroll mintakban nem volt ki mutathaté, csak a ho-
sokkoltakban (12/a. dbra). A hoérzékeny Faza967 sejtben mar a h6-sokk utan
kozvetlenul nagy mennyiségi hsp68 mRNS jelent meg, amelynek a mennyisége
kis mértékben még tovabb nott a felgyogyulas ideje alatt. A szintén hoérzé-
keny klon 2 sejtben a hsp68 mRNS csak csekély mennyiségben szintetizalédott,
a mar korabban leirt deficiencianak megfeleléen. A horezisztensekben eltéro
mértéki indukcidt tapasztaltunk. A klén 2(10x60) sejtben az indukcié mértéke
alatta maradt a klon 2 sejtbelinek, ami korrelal a fehérjemintak vizsgalatakor
kapott eredményekkel. A masik hérezisztens sejtben, a klon 2(10x80)-ban a
hsp68 mRNS indukcidja lényegesen intenzivebb volt, mint a klén 2 sejtben,
ellentétben a fehérjék szintézisénél tapasztaltakkal. Tehat a horezisztens klon
2(10x80) sejtben nagyobb mennyiségli mRNS-r6l kevesebb fehérje szintetiza-
lodott. Ez feltehetoleg a mRNS-ek stabilitasbeli kiilonbségével vagy egy - a
transzlacio szintjén életbe 1ép6 - szabalyozé mechanizmussal magyarazhato.

A konstitutivan szintetizal6dé és hovel indukalhaté hsp90 mRNS a radio-
aktivan jelolt pH801 préba hibridizaciéjat kovetoen volt kimutathaté az 6ssz-
mRNS preparatumbél. A horezisztensekben a hsp90 mRNS alapszint meg-
novekedett, és mindegyik sejtvonalban intenziven indukalédott a ho-sokkot
kovetoen, a fehérjeszintézis vizsgalatoknal kapott eredményekkel teljes Ossz-
hangban (12/a. abra). A hdrezisztens sejtekben kis mértékben megvaltozott
a hsp90 mRNS indukcios kinetikaja a klon 2 sejthez viszonyitva.

5.2.2.2 mRNS szintézis 45°C-o0s kezelést kovetoen

A mRNS szintézist nyomon kovettiik erds, 45°C-os 15 perces hé-sokk kezelést
kovetoen. Ennek soran 6ssz-mRNS-t izolaltunk koézvetlentil a ho-sokk utan,
illetve azt kovetoen 1.5, 3 és 4.5 ora elteltével a Faza967 sejtbol valamint a
klon 2 sejtbol és horezisztens variansaibdl. Northern-blot analizis segitségé-
vel elemeztik a sejtek hsp68, hsp70 és hsp90 mRNS szintézisét (12/b 4bra).
Megvizsgalva a hsp68 mRNS indukciéjat a sejtvonalainkban megallapitottuk,
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hogy az a klon 2 sejtben deficiens maradt. A hoérezisztens variansokban a fe-
hérje szintézissel korrelacioban a hsp68 mRNS indukcidja megnovekedett, és
a két horezisztens kiilonbozott mind az indukcié mértékében, mind pedig a
kinetikdjaban (12/b. abra).

A konstitutivan indukalédé ho-sokk fehérjék kozul megvizsgalva a hsp90
mRNS szintézisét megallapitottuk, az elozo kisérlettel egybehangzéan, hogy
megnovekedett a hsp90 mRNS alapszintje a rezisztensekben. A ho-sokkot ko-
vetoen erosen indukalédott mind a hoérzékeny sejtekben, mind a horeziszten-
sekben, de az indukcié kinetikaja eltéro, a horezisztens sejtekben korabban,
mar felgyogyulasi peridodus elsé 1.5 érajaban nagy mennyiségii mRNS szinte-
tizalodott.

Az altalunk vizsgalt masik konstitutiv fehérje a hsp70, melynek mRNS-e
specifikusan hibridizal a radioaktivan jelolt pRC62 DNS probaval. A hsp70
mRNS alapszintje megemelkedett a horezisztens variansokban, legnagyobb
mértékben a klén 2(10x80)-ban (12/b. abra). A 45°C-os 15 perces hokeze-
lést kovetoen mindegyik sejtvonalban intenziven indukalédott a hsp70 mRNS,
és az indukcié mértéke a legnagyobb alapszinttel rendelkezo sejtekben volt
a legalacsonyabb. Tehat itt sem tapasztaltunk eltérést a fehérjeszintézissel
osszehasonlitva. Az indukcié kinetikaja a hsp90 mRNS-hez hasonld, tehat a
horezisztensekben a ho-sokkot kovetoen gyorsabban szintetizdlodott a mRNS.

(“)sszefoglalésként elmondhatjuk, hogy a fehérjeszintézis eredményeivel meg-
egyezoen a konstitutiv hsp90 és hsp70 alapszintje egységesen megemelkedett a
horezisztensekben. Azonban az indukciojuk mértéke és kinetikaja eltéro volt.
A hsp68 mRNS indukciéja kilonbozott gyenge és eros ho- sokkot kovetoen.
A 42°C-os kezelést kovetoen a hsp68 mRNS szintje nem korrelalt a fehérje
szinttel a klon 2(10x80) sejtvonalban.

5.2.3 Hoérzékeny riporterfehérje stabilitdsanak vizs-
galata

Az elozo kisérletekbol kiderult, hogy a horezisztens sejtekben néhany fehérjé-
nek megemelkedett a konstitutiv szintje. Felmerilt az a kérdés, hogy ezeknek
van-e szerepe a tobbi fehérje hovel szembeni védelmében. Erre a kérdésre
hoérzékeny riporter fehérje (szentjanosbogar luciferaz) stabilitdsdnak nyomon
kovetésével kerestik a valaszt.

A patkany hepatoma sejtvonalainkba transzfektalhaté a citomegalovirus
promotere mogott szentjanosbogarbél izolalt luciferaz strukturgént hordozo
pCMVLuc plazmid [FH86,WWD*87], amelyrél emlds sejtvonalakban atme-
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netileg expresszalodik az enzimatikusan aktiv luciferaz. A luciferdz enzim
ATP és Mgt jelenlétében két lépésben a luciferinbdl oxyluciferint allit eld,
a folyamat végén AMP és CO, szabadul fel és foton 1ép ki. A fénykibocsatas
intenzitasabol kovetkeztethetink a luciferaz mennyiségére a reakcidelegyben
[dWWd*87].

A kisérlet soran a luciferaz enzim plazmidjat bejuttattuk a héérzékeny (klén
2) és a horezisztens (klén 2(10x60, 10x70, 10x80)) sejtekbe. Majd a transz-
fekciét koveté napon 5, 10, 15, 20, 30 percen at 42°C-os hostressznek tettiik
ki a sejteket, és a fénykibocsatas intenzitasabdl kovetkeztettink a miikédoké-
pes, - a hohatas kovetkeztében nem degradalddott - aktiv enzim mennyiségére.
Megallapitottuk, hogy a hoérzékeny klén 2 sejtben a luciferaz enzim aktivitasa
mar 5 perc 42°C-os hokezelést kovetoen tobb, mint 50%-kal csokkent a kontroll
sejtekhez viszonyitva, mig az ilyen mértéku aktivitas csokkenés a héreziszten-
sekben (klén 2(10x60) és (10x70)) megkézelitoleg csak 20 perces hékezelés utan
kovetkezett be, illetéleg a klén 2(10x80) sejtvonalban pedig még késébb (13.
abra).

A horezisztensekben tapasztalt magasabb enzimaktivitdsbdl arra kovetkez-
tethetunk, hogy a horezisztensekben a hé-sokk fehérjék résztvesznek a hore-
zisztencia kialakitasaban, oly médon, hogy megvédik az enzimfehérjéket, vagy
strukturfehérjéket a ho okozta degradaciotol, illetve megakadalyozzak az djon-

« e

nan képzodott fehérjék aberraciéjat, vagy a fehérje alegységek aggregacidjat.

5.3 A horezisztens sejtek drogrezisztenssé val-
tak

Irodalombdl ismert, hogy bizonyos sejtek hoérzékenységének megvaltozasa be-
folyasolhatja kiilonbozd, a gydégyaszatban hasznalatos szerekkel szembeni ér-
zékenységiiket is. Ezért megvizsgaltuk az altalunk izolalt horezisztens sejtek
drogrezisztenciajat is. A sejtvonalaink drogrezisztencidjanak tesztelésére tobb
modszert is alkalmaztunk, példaul drogkezelést kovetéen teszteltiik a sejtek
koléniaképzo képességét, amellyel a drogok hosszitavi hatdsat vizsgaltuk. Az
XTT (egy viszonylag ujonnan el6allitott tetrazolium sé) segitségével a sejtek
enzimatikus aktivitdsat kovettik nyomon, mig a Tripan kék festési eljardssal
a sejtek viabilitasat vizsgaltuk drogkezelés utan, az elkovetkezokben az igy
kapott credménycket osszegzem.

Ahhoz, hogy az egyes sejtvonalak drogrezisztenciajat szdmszerileg is 6ssze
tudjuk hasonlitani, a Tripan kék festési eljarast kovetéen meghatdroztuk a sej-
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tek LD50 értékét. Az LD50 érték a drogoknak azon koncentracidja, amelynél a
sejtek 50%-a elpusztul egy meghatarozott kezelési id6 utan. Kisérleteink soran
az €élosejtszamot 1, 2 és 3 nap drogkezelést kovetéen hataroztuk meg Tripan
kék festéssel, a kapott értékeket a kontroll sejtszam szazalékaban fejeztiik ki
és grafikusan abrazoltuk (14.4abra).

Kezdetben meghataroztuk a drogkoncentracidknak azt az intervallumat,
amelybe az LD50 érték beletartozik, kiilonb6z6 koncentraciéju drogokkal 1,
2 és 3 napig kezeltik a sejteket. Ezutan az igy megtalalt intervallumot to-
vabb finomitottuk, majd a viabilitds értékek grafikus abrazolasaval, grafikus
interpolaciéval nyertuk az LD50 értékeket. Ezt az eljarast mind a szil6i klén
2 sejttel, mind a horezisztens sejtvonalakkal elvégeztiik néhany, szerkezetében
és hatasmechanizmusaban eltéré kemoterapias szerrel (vinblastin, puromycin,
actinomycin D, doxorubicin, colchicin). Mivel a harom nap drogkezelés bi-
zonyult a leghatékonyabbnak a 15/a. tablazatban a harom nap drogkezelést
kovetéen meghatarozott LD50 értékeket tiintettiik fel. A konnyebb attekint-
hetoség kedvéért meghataroztuk a relativ rezisztencia értékeket is, amelyeket
a rezisztens sejtek LD50 értékének és a sziloi klon 2 sejt LD50 értékének a
héanyadosaként kaptunk meg (15/b. tébldzat).

A téblazatok adatai alapjan megallapithaté, hogy mind az 6t alkalmazott
kemoterapias szerrel szemben kialakult rezisztencia a vizsgalt hdrezisztens sej-
tekben. A klén 2(10x80)T1 sejtben mindegyik droggal szemben magasabb foki
rezisztenciat tudtunk kimutatni, mint a klén 2(10x80) sejtben. A hdérezisztens
sejtek a puromycinnel szemben mutattak a legnagyobb rezisztenciat, mig a
colchicinnel szemben voltak a legérzékenyebbek. Tehét a hdrezisztens sejtek
néhany, a rakterapiaban hasznélatos droggal szemben rezisztenssé véltak, ke-
resztrezisztencia kialakult ki benniuk. Ezek a megfigyelések djabb kérdéseket
vetettek fel:

o Az igy szerzett drogrezisztencia fokozhaté-e drogokon torténd szelekciéval?
o A hoérzékeny sziulokbdl szelektalhatok-e drogrezisztens sejtvonalak?
e Hogyan viszonyul a drogrezisztencia szintje egymashoz képest

— a csak drogrezisztens,
— a csak horezisztens,
— a ho- és drogrezisztenciat is mutaté sejteknél?

e A drogrezisztensek mutatnak-e keresztrezisztenciat mas drogokkal szem-
ben?
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o A drogrezisztensek horezisztensekké valnak-e?

e Megvaltozik-e a sejtek fehérjemintazata, kotheto-e valamely ho-sokk fehérje
megnovekedett szintéziséhez a drogrezisztencia?

e Mi a drogrezisztencia kialakulasanak oka?

5.4 Drogrezisztens sejtvonalak izolalasa és jel-
lemzése

5.4.1 Drogrezisztens sejtvonalak izolalasa

A felvetett kérdésekre valaszt keresve drogrezisztensek izolalasaba kezdtiink.
A kivélasztott sejtvonalakat (H56, Faza 967, klon 2, és a klén 2 horezisztens
neveltik, az " Anyagok és médszerek” cimi fejezetben leirtak alapjan. A drog-
szelekciot elsosorban colchicinnel végeztiik. A fokozatos koncentrécié emelé-
sekkel kb. 2 hénap elteltével értiik el az 1000ng/ml- es végkoncentraciot.

Ezt az eljarast a H56 és a Faza 967 sejtvonalnal nem sikeriilt maradéktala-
nul végrehajtani, ugyanis ezek a sejtek rendkiviil érzékenynek bizonyultak mar
vett volna igénybe. Ezzel szemben a klon 2 sejtbdl és a vizsgalt horezisztens va-
riansaibol el6 tudtunk allitani a fent leirt médon colchicinen n6vé sejtvonalakat
(klén 21000, klén 2(10x80)c1000 és klén 2(10x80)T1ci000).- A drogrezisztencidra
az indexbe irt c1000 elnevezés utal.

5.4.2 A drogrezisztencia tesztelése a colchicinen n6vé
sejteknél

A drogrezisztencia tesztelésekor a horezisztenseknél leirtakhoz hasonléan jér-
tunk el, a kilonboz6 mddszerekkel kapott eredmények koziil most csak a Tripan
kék festéssel kapott eredményeket ismertetetem. A 16/a. és 16/b. tdblazat-
ban a harom nap drogkezelést kovetoen kiszamolt LD50 és relativ rezisztencia
értékeket tuntettik fel a sziloi klon 2 és a colchicinen n6vé sejtvonalaknal.

Megvizsgalva a tablazatok adatait, megallapithatjuk, hogy valamennyi sze-
lektalt sejtvonal jelentos mértékben rezisztenssé valt colchicinre és a tobbi
kemoterapias szerrel szemben is keresztrezisztenciat mutatnak.
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A klon 2.1000 esetében a legjobban a puromycinnel szemben névekedett meg
a rezisztencia, mig a legkevésbé a doxorubicinre lett rezisztens a sejt. A klon
2(10x80),1000 sejtnél a colchicinnel szemben legnagyobb a rezisztencia, és a
vinblasztin esetében a legalacsonyabb. Hasonld alacsony rezisztencia értéket
mutat a vinblasztinnal szemben a masik horezisztens sejtvonalbdl izolalt sej-
tink, a klon 2(10x80)T1.000- Ez a sejtvonal mutatja a legmagasabb rezisz-
tencia értéket a colchicinnel szemben az Osszes izolalt sejt kozil, és hasonléan
a klon 21000 sejthez, a puromycinnel szemben alakult ki a legnagyobb szintii
rezisztencia.

A kereszrezisztencia értékeket 6sszehasonlitva, megallapitottuk, hogy a ho-
rezisztens sejtek mindegyik vizsgalt kemoterapias szerrel szemben, - hasonléan,
mint a colchicin esetében - viszonylag alacsony rezisztenciat mutattak. Ez az
érték a colchicinszelekciot kovetéen mindegyik drogra nézve megnovekedett,
legkisebb mértékben a vinblasztin esetében. A két hé- és drogrezisztens sejt-
vonal kozul altalaban a klén 2(10x80)T 11000 sejt magasabb relativ rezisztencia
értékeket mutatott, mint a klén 2(10x80).1000-

Osszevetve a héérzékeny szilotél szarmazo klén 2.1000 sejt relativ reziszten-
cia értékeit a ho- és drogrezisztens sejtekével, az egyes drogok esetén eltérd
tendenciakat tapasztaltunk. Mig a doxorubicinnel szembeni rezisztencia kozel
azonos lett a harom sejtvonalban, addig a vinblasztinnal szembeni reziszten-
cia magasabb értéket ért el a klon 2.1000 sejtben, mint a ho- és drogrezisztens
sejtekben, ugyanis a horezisztensek vinblasztin rezisztenciaja a drogszelekciét
kovetoen alig novekedett. A puromycinnel és a colchicinnel szemben a klén
2c1000 €és a klon 2(10x80)T1.1000 kézel azonos értéket mutatott, mig a klén
2(10x80)c1000 sejt rezisztencia értékei joval alacsonyabbak voltak, mint a két
masik sejtvonalé. Az actinomycin D esetében pedig a klén 2,000 és a klén
2(10x80)c1000 sejt rezisztencia értékei alltak inkabb kozel egymaéshoz.

'(")sszefoglalésként elmondhatjuk, hogy sikertlt colchicin rezisztens sejtvo-
nalakat eléallitanunk, amelyek egyben multidrog rezisztensekké is valtak. A
sejtvonalak keresztrezisztencia mintazata eltért egymastol.

5.4.3 Sejtmorfolégia és majspecifikus funkcidk

A drogrezisztens sejtvonalak morfolégiajukat tekintve a hdrezisztens sejtvona-
lakhoz hasonldéan, eltérnek a szil6i klon 2 sejttdl (17. 4bra). Nagy, elnyilt
lapos sejtek, generacids idejik hasonld a sziilééhez.

Majspecifikus funkcidk tekintetében dedifferencialtak maradtak, nincs albu-
min szintézisik, nincs TAT enzim termelésiik, illetve nagyon alacsony szintii.
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5.4.4 45°C-o0s stresszvalasz

Ahhoz, hogy vélaszoljunk arra a kérdésre, hogy megvaltozott-e a drogrezisz-
tensek fehérje mintazata, illetve kotheto-e valamely ho-sokk fehérje megno-
vekedett szintéziséhez a drogrezisztencia, megvizsgaltuk a drogrezisztens sej-
tek 45°C-os hokezelést koveto stresszvalaszat. Ennek soran egy drogrezisz-
tens sejtvonal, a klon 2.000 és egy ho- és drogrezisztens sejtvonal, a klon
2(10x80)T 11000 stresszvalaszat hasonlitottuk ossze a sziilokével, illetve egy-
massal 45°C-os 15 perces hokezelést kovetoen. A sejtek fehérje mintazatat
35S-metionin jeldlést kovetden 1 dimenzids gélelektroforézis segitségével tettiik
lathatéva (18. abra).

A colchicinre szelektalt sejtvonalak hasonl6 hé-sokk fehérje mintazatot mu-
tattak, mint a szuloi sejtvonalak. Nem talaltunk novekedést a konstitutiv
ho-sokk fehérjék alapszintjében, az indukalhaté ho-sokk fehérjék indukcidja-
nak mértéke pedig néhany esetben alatta maradt a sziiloi sejtvonalban lathaté
szintnek, illetve nem haladta meg azt. Tehat gy tiinik, hogy sejtvonalainkban
a drogrezisztencia nem kapcsolodik a ho-sokk fehérjék szintézisének megvalto-
zasahoz.

5.4.5 A drogrezisztens sejtvonal nem valt horezisztens-
sé

A csak drogrezisztenciaval rendelkezo klon 2.1000 sejtvonalnak megvizsgaltuk
a koloniaképzo képességét kulonbozo ideji 45°C-os hokezeléseket kovetéen és
megallapitottuk, hogy a drogrezisztens sejtvonal ugyanolyan héérzékeny ma-
radt, mint a klon 2 sejt. Ez a megallapitas az elozoekkel egytitt bizonyitja,
hogy sejtjeinkben a drogrezisztencia a horezisztencia kialakulasatol fiiggetlentil
1s képes kialakulni.

5.4.6 A P-glikoprotein szintje megemelkedett a drog-
rezisztensekben

A multidrog rezisztencia kialakulasa gyakran kotheté a P-glikoprotein (P-gp)
szint megnovekedéséhez. Western-blot analizis segitségével megvizsgaltuk sejt-
jeink P-gp szintézisét. A 4077 jeli poliklonalis ellenanyag, amelyet a human
mdrl fehérje N-terminalis vége ellen izolaltak, specifikusan felismeri a P-gp-t
sejtjeinkben. Az ellenanyag segitségével ki tudtuk mutatni, hogy mig a klén
2 sejtben nem, addig a horezisztensekben kis mennyiségben szintetizalédott a
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P-gp [VPH94]. Az &sszes drogrezisztens sejtben pedig jelentésen megnoveke-
dett a P-glikoprotein mennyisége (19. abra), és a fehérje mennyisége korrelalt
a mRNS szinttel [PHVss].

Ezen eredmények alapjan feltételezhetjiik egyrészt, hogy a hérezisztenseknél
a mérsékelt szintli multidrog rezisztencia a sejtekben viszonylag kis mennyiség-
ben szintetizalédott P-glikoproteinnek készonhetd. Masrészt a drogrezisztens
sejtekben a nagy mennyiségii P-gp megnovekedett drogrezisztenciat véltott

ki.



6. Az eredmények
osszefoglalasa

Munkank soran sikerult horezisztens sejtvonalakat izolalnunk eltéré fenotipusi
patkany hepatéma sejtvonalakbdl. A horezisztens variansok kozil a legrezisz-
tensebbnek a klon 2 sejtvonalbdl eloallitott sejtvonalak bizonyultak.

Ezekrol a horezisztens sejtvonalakrdl elmondhatd, hogy stabil horeziszten-
ciaval rendelkeznek, morfolégiailag eltérnek a szilotol. Specifikus majfunkcidk
nem, vagy csak csekély mértékben tértek vissza, tehat az izolalasi eljards nem
valtoztatta meg a sejtek differenciacios allapotat.

A horezisztensek fehérjemintazata eltért a sziil6étol, a konstitutiv hsp110,
90 és 70 alapszint megnovekedett benntiik. A hovel indukalhaté hsp68 a 42°C-
os hokezelést kovetoen gyengébben indukalédott a horezisztensekben, mint a
szuloben. Eros, 45°C-os hokezelést kovetoen a hsp68 indukcié jelentésen meg-
novekedett a horezisztensekben, sot a hsp68 indukcids deficiencidja, amely a
szuloi sejtvonalra jellemzo, részben, illetve teljesen meg is szlint a reziszten-
sekben.

A horezisztens sejtvonalakban feltehetoleg az igy megnovekedett fehérje
alap- és indukcids szintek jatszanak kozre mas fehérjék (luciferaz) hé-sokkal
szembeni védelmében.

Megvizsgalva a sejtvonalak mRNS szintézisét, megallapitottuk, hogy a hsp68
mRNS szint a klén 2(10x80) sejtvonal esetében a 42°C-os hékezelést kovetden
jéval magasabb szintet ért el, mint a szillében, a fehérje szinttel ellentétben,
amely a horezisztensben csokkentebb indukciét mutatott, mint a sziiloben. Ez
a tény arra utal, hogy a fehérje szintézise transzlaciés kontroll alatt allt.

A 45°C-os hokezelés utan vizsgalva a hsp68 mRNs szint korreldciét mutatott
a fehérje szinttel. A konstitutiv hé-sokk fehérjék esetében is a mRNS szint és
a fehérje szint ardnyban allt egymaéssal, mind 42°C-os, mind pedig 45°C-os
hokezelést kovetoen.
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A fehérjeszintézis vizsgalatakor kapott eredmények sugalljak azt a feltéte-
lezést, hogy a hsp68 fehérjének szerepe lehet a horezisztens sejtvonalakban
a magas homérséklet karosité hatasanak kivédésében, de feltételezhetéen a
horezisztencia kialakitasaban tobb hé-sokk fehérje megnovekedett alapszintje,
illetve megemelkedett indukciods szintje is kozrejatszik. Laborunkban a legi-
jabb vizsgalatok kimutattdk, hogy a horezisztensekben megjelent a kis mole-
kulasilyi ho-sokk fehérjék csaladjaba tartozé hsp27, amely a héérzékeny klon
2 sejtben nem mutathaté ki. Tovabbi vizsgédlatok sziikségesek annak eldonté-
sére, hogy csak a hsp27 fehérje elégséges-e a horezisztencia kialakitasahoz, vagy
ahogyan eddig feltételeztik, egyetlen ho-sokk fehérje szintjének megvaltozasa
nem valtja ki a horezisztenciat sejtvonalainkban.

A horezisztens variansok mérsékelt szinti drogrezisztenciat mutattak tobb,
a gyoégyaszatban hasznalatos szerrel szemben. Ez a horezisztenciaval parhu-
zamosan kialakult multidrog rezisztencia fokozhaté volt 1épcsézetesen novelt
koncentraciéju colchicin szelekciéval. Az ily mdédon eloallitott drogrezisztens
sejtvonalak fehérje mintazata és ho-sokk véalasza nem tért el a sziloi sejtvona-
lakétol. Tehat a drogrezisztencia novekedése nem volt kotheto megemelkedett
hé-sokk fehérje szinthez. A hoérzékeny sziilobol izolalt drogrezisztens sejtvonal
a szulohoz hasonléan héérzékeny maradt, vagyis a drogrezisztencia kialakuldsa
sejtvonalainkban nem jart egytutt a horezisztencia megjelenésével.

A horezisztens sejtvonalakban P-glikoprotein jelenlétét tudtuk kimutatni.
A drogrezisztens sejtvonalakban jelentésen megnovekedett ennek a fehérjének
a szintje.

Mind a horezisztens sejtvonalak, mind pedig a colchicinre szelektalt sejt-
vonalak multidrog rezisztensekké valtak, a sejtvonalak rezisztencia mintazata
eltért egymastol.

A sejtvonalak drogokkal szembeni eltéro érzékenysége magyarazhato a P-
glikoproteinben bekovetkezo egyetlen aminosav szubsztiticidjaval [CCKR88,
GDCT91], amelynek kovetkeztében a mutans P-glikoprotein a kiillonbozé dro-
gokkal szemben eltéroen viselkedik, megvaltozik a relativ rezisztencia mintazat.

Sejtvonalainkban a P-glikoprotein aktiv pumpaként mikédott, mivel a re-
zisztensekben jelentosen lecsokkent a sejten belili doxorubicin koncentracié és
a P-glikoprotein okozta multidrog rezisztencia fenotipus verapamillal vissza-
fordithaté volt. Végsosoron megallapithatjuk, hogy drogrezisztens sejtvona-
lainkban a P-glikoprotein szintjének nagy mértékii megnovekedése okozta a
drogrezisztenciat.
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1.abra. Kiilonb6z6 fenotipusi hepatoma sejtek tulélése 45°C-os hékezelést kovetoen.
Azonos szamu sejtet Petri-csészékben kiilonb6z6 ideji (45, 60', 90', 120", 150', 180")
45°C-o0s hékezelésnek tettiink ki. A sejtek viabilitasat a hékezelést kovetden Tripan kék
festési eljarassal teszteltiik. A szoras kisebb, mint 10%.
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2.4bra. Patkany hepatoma sejtvonalak leszarmazasa és f6bb jellemzoik.
Diff. - differencialt sejtvonal

Dediff. - dedifferencialt sejtvonal

DexS - dexametazon érzékeny sejtvonal

DexR - dexametazon rezisztens sejtvonal

HGS - héérzékeny sejtvonal

HOR - hérezisztens sejtvonal
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3. abra. A koloniaképzés vizsgalata 45°C-os hokezelést kovetoen a klon 2 sejtnél 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.



kontroll |30' 45°C |50' 45°C |70' 45°C |90" 45°C
tsz |tsz tm |tsz tm|tsz tm |tsz tm

klon 2 100%|58% tkR| 4% kR| 0% S| 0% S
klon 2(10x60) 100%|73% R [47% R{18% tkR| 4% tkR
klon 2(10x70) 100% |89 % R |78% R|71% R [68% R
klon 2(10x80) 100% (87 % R [82% R |69% R |35% R

3.1. tablazat. A 3.abra adatai tablazatosan 6sszefoglalva. Az egyes Petri-csészéken

talalhato telepek szamat a kontroll szazalékaban (tsz) tiintettiik fel, illetve a telepméreteket

(tm) jellemeztiik a hoérzékenység szempontjabol.
R- rezisztens, a telepek méretei hasonlok a kontrolléhoz
tkR- tobbé-kevésbé rezisztens, a telepek kissé kissebbek, mint a kontroll sejtnél
kR- kozepesen rezisztens, a telepek még kissebbek, mint az el6z6 kategoriaban
S- szenzitiv, egész kicsi, tliszeri telepek
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4.4bra. 45°C-o0s hokezelés hatasa a koloniaképzo képességre a horezisztens klon 2(10x80)
sejtvonalnal és szubklonjainal. Hasonloan az el6zo kisérlethez, a ho-sokkot kovetoen 2 hét
elteltével fixaltuk és festettiik a sejteket.



kontroll |30' 45°C |50' 45°C |70' 45°C |90' 45°C
tsz tsz tm |tsz tm|tsz tm |tsz tm
klon 2(10x80) 100% |77 % R |71% R[{43% tkR|20% kR
klon 2(10x80)Scl8 100% [93% R |75% R|37% tkR| 5% tkR
klon 2(10x80)Scl9 100% |98% R |58% R{21% kR| 3% S
klon 2(10x80)T1 100%|89% tkR|86% tkR|64% tkR|37% tkR

4.1. tablazat. A 4. abra adatai tablazatosan. Tsz - telepszam a kontroll szazalékaban. Tm -
telepméret

R - rezisztens

tkR - tobbé-kevésbé rezisztens

kR - kozepesen rezisztens

S - szenzitiv



5. 4bra. A klon 2 patkany hepatoma sejt és horezisztens variansai, a klon 2(10x80) és
klon 2(10x80)T1. ’
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6. abra. Tirozin aminotranszferaz (TAT) enzim mRNS alapszintje a kiilonb6z6 hepatoma
sejtekben.

Ossz-RNS preparalast kévetoen Northern-blot analizis segitségével vizsgaltuk a
sejtvonalak TAT mRNS alapszintjét.

1. Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz mRNS

2. TAT mRNS
ESA (mU/mg protein)
Faza 967 k 41.4
ind. 415.7
klén 2 k nem mérhetd
ind. nem mérhetd
klén 2(10x60) k 4
ind. 7.6
klén 2(10x70) k 3.6
ind. 10
klén 2(10x80) k nem mérhetd
ind nem mérheto
klon 2(10x80)T1 |k nem mérhetd
ind nem mérheto

6.1. tablazat. TAT enzim aktivitas mérésének adatai
ESA - Enzim specifikus aktivitas

k - kontroll

ind - 10° M 18 6ras dexametazon indukcid
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7. abra. 42°C-os, 3 oras hokezelés hatasa a hepatoma sejtek fehérje szintézisére.

A sejteket a ho-sokkot kévetd 3 oraban jeloltiik *° S-metioninnal, ezt kovetden fehérjét
preparaltunk, s egy dimenzios gélelektroforézissel valasztottuk szét a fehérjéket.

K - kontroll

42°C - ho-sokkolt sejtekbol nyert minta
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8. abra. A hostresszelt (42°C, 3 ora) sejtek fehérje szintézisének nyomon kovetése az ido
fiiggvénycben.

A fehérjék jel6léséhez *° S-metionint adtunk 3 6ras pulzusokban a ho-sokk és a
felgyogyulas ideje alatt.

k - kontroll minta

HS 42°C - A ho-sokk ideje alatt jelolt minta

R3 - A felgyogyulas elso 3 6réjéban jelolt minta

R3*- A felgyogyulas 2.5-3. Orajaig JGIOlt minta

rere

rere
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9. abra. Novekedo idotartami hostressz hatasa a hepatoma sejtek fehérjeszintézisére.
Az izotépos (*° S-metionin) jel61ést a ho-sokk utan 19 drahosszat végeztiik.

k - kontroll

45°C 10'-

45°C 20'- hostresszelt mintak

45°C 30'-
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10. abra. 45°C-o0s 15' hokezelés hatasa a hepatoma sejtek fehérje szintézisére. A
radioaktiv jelolést a ho-sokkot kovetden 18 oran keresztiil alkalmaztuk.

k - kontroll mintak

45°C - 15' 45°C hokezelt mintak
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11. abra. A fehérjeszintézis nyomonkdovetése hokezelést (45°C 15') kovetden
pulzusjeloléssel.

k - kontroll

HS 45°C - 15' 45°C-o0s hokezelés

R3 - A hokezelést kovetd elsod 3 ordban *° S-metionin jelolés
R6 - A hokezelést koveto 3-6 ora kozotti idoszakban,

RO - A hokezelést koveto 6-9 ora kozotti idoszakban,

R12 - A hokezelést koveto 9-12. ora kozotti idoszakban,
R15 - A hokezelést koveto 12-15. ora kozotti idoszakban,
R18 - A hokezelést koveto 15-18. ora kozotti idoszakban,
R18* - A hokezelést koveto 18 orahosszat tortént a jelolés.
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12/a. abra. A hepatoma sejtek mRNS szintézisének vizsgalata 42°C-os 3 oras ho-sokk
kezelést kovetoen. Northern-blot analizis segitségével valasztottuk szét az RNS mintakat,
majd radioaktivan jelolt cDNS probakkal hibridizaltuk oket.

1. Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz mRNS  k - kontroll minta

2. Hsp68 mRNS RO - A ho-sokk utan kézvetleniil preparalt minta
3. Hsp90 mRNS R3 - A ho-sokk utan 3 oraval késziilt minta.

klon 2 klon 2
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12/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 valo6 hibridizalas utan.

1. Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz mRNS

2. Hsp90 mRNS

3. Hsp68 mRNS

RO - kozvetleniil a ho-sokk utan preparalt mintak,

R1.5 - a ho-sokk utan 1.5 oraval preparalt mintak,

R4.5 - a ho-sokk utan 4.5 oraval preparalt mintak.
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13. abra. Hoérzékeny luciferaz enzim stabilitasanak vizsgalata 42°C-os 5, 10, 15, 20 és 30
perces hokezelést kovetden.



Gétlas a kontroll %-4ban
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14. abra. A klon 2 sejtet colchicin kiilonb6zo koncentracioival kezeltiik 1, 2 €s 3 napig. A
talélo sejtek szamat Tripan kékkel hataroztuk meg. A gatlas értékét a kontroll
szazalékaban adtuk meg. Lathato, hogy ennél a kisérletnél mar az altalunk valasztott
legalacsonyabb koncentracio (300ug/ml) is t6bb, mint 50%-o0s gatlast valtott ki.



Colchicin Doxorubicin Actinomycin D [Puromycin Vinblastin
ng/ml ng/ml ng/ml ug/ml ng/ml
klén 2 56.2 74.2 4 0.8 11.7
klén 2(10x80) 106 212.5 20.8 6.4 29.8
klén 2(10x80)T1 135.7 698.7 30.7 9.1 60.7
15/a. tabldzat. A klon 2 sejt és horezisztens variansainak LD50 értékei.
A szoras kisebb mint 10 %.
Colchicin Doxorubicin Actinomycin Puromycin Vinblastin
klén 2 1 1 1 1 1
kl6én 2(10x80) 1.9 2.8 5.2 8 2.5
klén 2(10x80)T1 4 9.4 7.6 171:3 5.1

15/b. tablazat. Relativ rezisztencia értékek.




Colchicin Doxorubicin Actinomycin D |Puromycin Vinblastin
ng/ml ng/ml ng/ml ug/ml ng/ml
klén 2 56.2 74.2 4 0.8 11.7
kién 2¢1000 2102.6 650 85.2 55.6 400
klén 2(10x80)c1000 1157.5 800 67 14 66.2
klén 2(10x80)T1c1000 2290 1080 145.2 52.5 62.2
16/1. tablizat. A klon 2 és a drogrezisztens sejtvonalak LD50 értékei
A szoras kisebb mint 10 %.
Colchicin Doxorubicin Actinomycin Puromycin Vinblastin
klén 2 1 1 1 1 1
klén 2¢1000 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)T1c1000 40.7 14.5 36.3 65.6 5.3

16/2. tablazat. Relativ rezisztencia értékek
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17. abra. Colchicin rezisztens sejtvonalak 25x nagyitas.
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18. abra. Hepatoma sejtek fehérjeszintézise 45°C-os 15 perces hokezelést kovetoen. A
sejteket a hostressz utan 18 6ran keresztiil > S-metioninnal jeloltiik, a fehérjemintakat 1
dimenzios gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk.
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19. 4bra. Patkany hepatoma sejtek P-glikoprotein alapszintjének vizsgalata Western-blot
analizis segitségével.





