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ELOsz0

A biologia tudomanyanak a XX. szazadban végbement fejlédése alapvetéen
valtoztatta meg gondolkodasunkat, lehet6ségeinket illetve az él6 anyagrol alkotott
vilagképunket. Az emberiséget évezredek Oota foglalkoztatd kérdések kerultek
megvalaszolasra, korabban nem is almodott tavlatokat nyitva meg. A tudomanyos
megismerés sajatos folyamata azonban tovabbra is megkerilhetetlen maradt, minden

Uj valasz ujabb kérdések tucatjainak felbukkanasat idézi elé.

Az él6 anyag Vviselkedését meghatarozé szabalyok megismerése,
folyamatainak felderitése, lehetéséget teremtett szamos, korabban leklzdhetetlen kor
gyogyitasara, esetenként végleges szanalasara. Az elmult évtizedekben kifejlesztett
molekularis biologiai eljarasok uj frontvonalakat nyitottak meg, lehetévé téve a
betegségek molekularis szintl megkdzelitését, értékelését és reményeink szerint a
nem tul tavoli jovében azok gyogyitasat is. A medicina néhany tertletén azonban a
hatalmas eré6feszitések ellenére sem sikerllt mindeddig latvanyos attérést elérni;
antimalarias gyogyszereink ellenére ma is pusztit a mocsarlaz, rohamléptekkel tor
elére az AIDS és néhany kivételtél eltekintve, tovabbra sincs lehetéség a daganatos
megbetegedések biztos sikerrel kecsegteté gyogyitasara. Bar a molekularis bioloégia
gyakorlatba atultetett eredményei mara mar betortek a mindennapi élet szinte
valamennyi  teruletére, kezdve a  mezbgazdasagi felhasznalastol, a
kornyezetvédelmen at a gyogyaszatig, a folytatddé alapkutatasok tovabbra is
megoldasokat keresnek az eddig még megvalaszolatlan kérdésekre, koztik a
daganatos megbetegedések hatékony preventiv, diagnosztikai illetve terapias
problémaira. Az intenziv nemzetkozi vizsgalatoknak koszonhetben vilagossa valt,
hogy a daganatképz6dés tobblépcsés mechanizmusaban a fokozott sejtszaporodasert
€s a csokkent sejtpusztulasért felelés folyamatok egyarant szerepet jatszanak. Ma ugy
tinik, hogy a daganatos betegségek kérdéskorének targyalasakor, szamos egyéeb
iranyvonal mellett, novekvé hangsullyal kell emlitenunk azon kutatasokat, amelyek a
sejtek szabalyozott pusztulasa és a daganatok kialakulasa kozti kapcsolatokat
probaljak tisztazni, tovabb szélesitve felhasznalhato terapias eszkozeink tarhazat [1,
2].



Magyarorszag a daganatok kérdésében sajnos kulondsen érintett, minthogy
szomoruan el6kel6 helyet foglal el a daganatos megbetegedések okozta halalozasok
szamanak nemzetkdzi ,ranglistajan”. Hazankban a rosszindulatu daganatos
megbetegedések haladlozasi aranya a sziv- és keringési-rendszer eredetli halalokok
mogott a masodik helyet foglalja el mintegy 25%-o0s gyakorisaggal. Eurdpaban
Magyarorszagon a legmagasabb a daganatos megbetegedések miatti halalozas; a
betegségcsoport 36 europai orszag kor szerint standardizalt mortalitasi ratajanak
elemzése alapjan férfiaknal az els6, néknél pedig a masodik helyen allunk. A
magyarorszagi rakmortalitasi adatokat dsszehasonlitva az eurépai orszagok megfeleld
adataival megallapithaté, hogy a dohanyzassal 0Osszefliggé tudd- és szajlregi
daganatok esetében Magyarorszag vezeti a férfi halanddsagi statisztikat, ugyanakkor
a ndéi daganatos haldlozas tekintetében a vastagbéldaganatok és a leukémiak
esetében az elsd, az emlédaganatok esetében pedig a 9. helyen all. Az egészségugyi
kormanyzat 2006. elején publikalt adatai alapjan 2000-2003. kéz6tt a férfi daganatos
megbetegedések szama 34 359-r6l 40 366-ra novekedett.

A gyermekkori rosszindulati daganatos megbetegedések bar Iényegesen
ritkabban fordulnak el6 mint felnéttkorban, jelentéségik mégis kiemelkedd, mivel a
halalokok kozott az 1-14 év kozotti gyermekeknél a daganatos megbetegedések a
balesetek utdan az els6 helyen allnak. A gyermekkori rosszindulatu daganatos
megbetegedések gyakorisaga hasonlé a nyugat-eurépaihoz, viszont hazai sajatossag,
hogy a daganatok kozul a kozponti idegrendszer daganatos megbetegedéseinek
gyakorisaga eléri a leukémias megbetegedések gyakorisagat. Minden egyéb
gyermekkori daganattipus az Osszes bejelentett daganatos megbetegedés mintegy
harmadat alkotja. 2004-ben az Uj megbetegedések szama 14/100 000 15 év alatti
gyermek (mintegy évi 300 uj eset), a kezelés alatt all6 betegek szama 622, a

gondozottak szama 2163 volt.

Amennyiben a fenti tendenciak nem valtoznak szamottevéen a kozeljovében,
ugy egyes ,életkor-specifikus” adatokra tamaszkodod becslések alapjan, a kdvetkezé
években 1000 fiu ujszulottbél 313, mig 1000 leanygyermekbdl 149 rosszindulatu

daganat miatt fog meghalni, még 75 éves kora el6tt.



TUDOMANYOS HATTER

Virusvakcinak és daganatok

A virusfertbzések és a daganatos megbetegedések kozti kapcsolat
koncepcidja nem ujkeletli. Az elsé tudomanyos alapossagu beszamoldk 1904-ben,
majd 1912-ben jelentek meg a virusfertézések és a daganatos betegségek
lehetséges kapcsolatardl [3, 4]. Dock és DePace tudodsitasa szerint cervix
carcinomaban szenvedd betegek kozott tobb esetben jelentés tumor-regresszid
kovetkezett be Pasteur-féle veszettség elleni oltbanyag adasat kovetben. A
kovetkezd években a téma egyre nagyobb tudomanyos figyelmet kapott és az 1920-
as években elvégzett allatkisérletek megerésitették a viralis onkolizis jelenségének
tényét. Az 1940-es és 50-es években az Aallatkisérleteket human probalkozasok
valtottak fel és megjelentek az elsé kodzlemények tobbek kozodtt a Newcastle
betegség virus és az influenza virusok onkolitikus képességeirél is. 1970-re mar
kozel 40 olyan, kétharmad részben RNS, egyharmad részben DNS virust tartottak
szamon (pl.. a mumpsz, vagy a rozsahiml6 korokozojat, a szarvasmarhak
enterovirusat vagy az attenualt human herpes simplex virust), melyekkel
kapcsolatban megfigyelhetd volt valamilyen mértéki onkolitikus hatas [5-7]. Az elmult
evtizedekben, klinikai vizsgalatok soran tobb szaz daganatos beteg esett at a
legkulonfélébb virusterapias beavatkozasokon — igen eltéré6 eredménnyel. E korai
prébalkozasok eredményeit értékelni, illetve 6sszehasonlitani nagyon nehéz, hiszen
a jorészt klinikai megfigyelések gyakran nehezen ellen6rizhetd korilmények koézott
zajlottak. A kezdeti vizsgalatokban rendszerint végstadiumu, mas terapiakra nem
reagalod, gyakran tobbszoros metasztazisokkal bird betegek vettek részt. Elvesztésuk
sokszor a betegséghez tarsuld egyéb elérehaladott kérformak okan kdvetkezett be,
hangsulyozva, hogy sulyos, terminalis allapotokban — a primer daganat sok esetben
tapasztalt makro-, és mikroszkopos regresszidja ellenére is — egy hatékonynak tiin6
kezelés is sikertelen maradhat. Annak ellenére tehat, hogy a megfigyelések szerint
egyes virusfert6zések nagymértékben befolyasoljak a daganatos megbetegedések
lefolyasat [8, 9], a medfigyelt tumor-regresszios és egyéb pozitiv hatasok (jarulékos
tinetek csokkenése, jobb kozérzet stb.) hattere tisztazatlan maradt. A
hatdsmechanizmusra vonatkozoan tobb elképzelés is napvilagot latott, melyeket

dontéen két csoportra oszthatunk.



Az egyik elképzelés szerint az alkalmazott virusvakcinak a daganatos
szovetekben replikalodnak és a tapasztalt klinikai hatasokért az e folyamatok soran
fellépé direkt citopatias hatas a felelés. Az ez iranyban végzett in vitro kisérletekben
sikerllt ugyan kimutatni egyes koérokozok fokozott szaporodasat daganatsejtekben, a
klinikailag jelent6és daganatellenes hatasokkal bird virusok esetében azonban a

virusreplikaciot bizonyitani tobbnyire nem lehetett [10].

A masik iranyzat szerint a klinikai tapasztalatok mogott dontéen immunolégiai
mechanizmusok allnak, az onkolitikus hatasu virusok pedig egyfajta adjuvansként
szerepelve segitik a beteg immunrendszerének a daganatszovettel szembeni
felléepéséet [11-13]. A virusfert6zések soran bekovetkez6 onkolizis pontos

mechanizmusa azonban e tedria esetében is tisztazatlan maradt.

Mar a korai vizsgalatok is ramutattak arra, hogy a jelentésebb mértéki
onkolitikus hatas gyakorta erdsen neurotropikus virusokhoz kapcsolhato,
hasznalatuk tehat nemcsak elényokkel, hanem igen komoly veszélyekkel is jarhat.
Nyilvanvaléva valt, hogy a hatékony, ugyanakkor veszélytelen onkolitikus
virusterapiara alkalmas agenseknek tobb szigoru feltételnek is meg kellene felelnilk.
Az alkalmazando virusnak szelektiven kell hatnia a daganatos szovetek sejtjeire,
idealis esetben még a nyugvd tumorsejtekre is, mig az egészséges szovetekre
gyakorolt citopatias hatas mértékének a lehetd legkisebbnek kell lennie. A terapias
agens nem okozhat a vad tipusra jellemzé emberi megbetegedést (mint a HSV, vagy
a mumpsz virus esetében), illetve a virusterapia soran bekovetkez6 emberi
megbetegedéseknek jol karakterizaltaknak és teljes mértékben kezelhetéeknek kell
lennidk. Igen komoly elvarast jelent a genetikai stabilitas biztositasa, amely feltétele
mind a biztonsagos kezelésnek, mind a virus hatékony és standardizalt
el6allitasanak. Megfelel6 eszkdzOknek kell rendelkezésre allniuk az alkalmazott
virusrészecskéknek a beavatkozas barmely szakaszaban torténd inaktivalasara. Az
alkalmazasra kerulé vakcina legyen jol toleralhatd a hagyomanyos beavatkozasi
modozatok (pl.: intravénas adagolas) soran is, és a lehet6 legkisebb mértéki

immunologiai valaszt valtsa ki.



A megfeleléen veszélytelen, emberi megbetegedést nem okozd, nem
neurotrépikus, de ugyanakkor magas onkolitikus aktivitasu virusok keresése
dramaian csokkentette a potencialis fajok szamat, csaknem lehetetlenné téve a
gyakorlatban is felhasznalhaté agensek kifejlesztését. Raadasul a Klinikai
probalkozasok nem vezettek attord sikerekhez és a virusterapian atesett betegeknél
a kezdeti regressziot kovetéen tumorprogressziot lehetett tapasztalni [14]. Végull a
daganatos betegek gyogyitasanak ilyen iranyd megkozelitése - részben a vad tipusu
virusok okozta betegségek kifejlédésétdl tartva, részben pedig az egyéb, ma
altalanosan alkalmazott onkoterapias médszerek térnyerése okan - hattérbe szorult.
Szerencsére, a viroldgia, a genetika és a molekularis biolégia elmult kozel két
evtizedes, robbanasszeri fejl6édése lehetéséget teremtett a korabbi tapasztalatok uj
megvilagitasban torténd felllvizsgalatara, és olyan, "genetikailag tervezett",
szelektiven a daganatsejtekben replikalédd és igy azokat elpusztitd, ugyanakkor
biztonsagos, nem patogén virusok kifejlesztésére, melyek az emlitett, igen szigoru
kriteriumoknak is megfelelhetnek, ujra felélesztve az eredményes onkolitikus

virusterapia realis lehet6ségét.

Genetikailag médositott virusok

Herpes simplex virus

A fenti megfontolasok alapjan tobb iranyban is vizsgalatok indultak olyan
onkolitikus virusvakcinak kidolgozasara, melyek hatékony terapias alternativat
kinalhatnak a jelenlegi gyogyitdo eszkd6zokkel szemben, vagy épp azok mellett. Az
ilyen irdnyu eréfeszitések alapjat a molekularis biolégiai ismeretek és modszerek
dramai fejl6édése biztositotta. Lehet6ség nyilt olyan, er6sen onkolitikus hatasu, de
vad tipusu formajaban human patogének atalakitasara, mint a Herpes simplex virus
(HSV). A HSV-vel végzett, az onkolitikus hatas fokozasara iranyul6 elsé kisérletek
soran egy timidin kinaz-defektiv mutans létrehozasara kerult sor, mely a normal
szOvetekben alig, mig tumoros sejtekben képes volt replikalodni [15]. Sajnalatos
modon a timidin kinaz gén "elvesztésével" egyuttal megszint a lehet6sége annak is,
hogy a mutans replikacidjat a herpesz ellen hasznéalatos szerekkel szabalyozni

lehessen.



Az igy létrehozott HSV variansok nem feleltek meg maradéktalanul a
korabban emlitett kovetelményeknek, ezért a ribonukleotid reduktaz, illetve a
neurovirulencia gének mutaciéi segitségével, kombinalt HSV mutansokat is (pl.:
G207) létrehoztak [16]. A kombinalt mutansok magas tumor szelektivitasuk mellett
megtartottak ganciklovir-érzékenységuket is, igy terapias felhasznalasi lehetéséglk
ujabb lenduletet kapott. A HSV-n végzett genetikai moddositasok nemcsak a
virusgenom egyes részeinek diszrupciojara vagy delécidjara vonatkoztak, hanem
szOvetspecifikus promoterek beépitésére is. Miyatake és munkacsoportja a
hepatocellularis carcinoma kezelésében alkalmazni kivant, szévetspecifikus HSV
partikulumok el6allitdsa soran az albumin génjének promoter/enhancer elemeit
beépitve az eredeti virusgenomba, egy specifikusan a hepatocitakban replikalodo
virust hozott Iétre [17]. A HSV-vel kapcsolatban tehat szamos genetikailag "tervezett"
varians létezik, melyek klinikai kiprobalasa jelenleg is folyamatban van. Az elséként
betegeken is alkalmazott HSV varians a mar emlitett G207 jeliG mutans volt, amelyet
terapiarezisztens malignus gliomakban szenvedd betegeken prébaltak ki. A kezdeti
probalkozasok tanisaga szerint az alkalmazott nagy dézis (>10° Gn. plakk-formald
egység [PFU]) ellenére sem lehetett toxikus hatasokat megfigyelni, habar a
betegcsoport kisszamu volt (n=21), [18, 19]. Hasonlé adatok lelheték fel tovabbi elsé
fazisu klinikai vizsgalatok kapcsan is [20], bar hangsulyozni kell, hogy a vizsgalatok

egyel6re kezdeti stadiumban vannak.
Adenovirusok

Minthogy meglehetésen sokféle szdveti rendszerben bizonyultak hatékony
vektornak, a genetikailag modositott mutansok masik, igen széles korben
tanulmanyozott tagjai az adenovirusok. Az onkolitikus terapiaban torténd
felhasznalasra a genomjuk ugynevezett korai régiojaban helyet foglalé E1A és E1B
gének mutacidival — tobbnyire részleges vagy teljes delécidjaval — létrehozott
variansok tlinnek a legalkalmasabbnak. Az ilyen mutans adenovirusok — mint példaul
az ONYX-015 jelzésli — megfigyelések szerint a vad tipust meghaladé mértékben
replikalédnak egyes tumorszuppresszor gének (pl.: p53 vagy retinoblastoma [Rb])
szempontjabol defektiv gazdasejtekben, mig egészséges, az emlitett fehérjéket

tartalmazo sejtekben alig.



Az elsé mutans adenovirus varians (dl1520) tumorspecifikus replikaciéjat a
viralis genom E1B génjének deléciojaval hoztak kapcsolatba. Az E1B egy 55 kD-os
fehérjét (E1B55K) kodold, a fertézés korai fazisaban expresszalddd gén, melynek
terméke igen fontosnak tlinik a vad tipusu adenovirusok replikacidja szempontjabdl.
Az E1B55K képes kapcsolddni a gazdasejt p53 tumorszuppresszor fehérjéjéhez,
blokkolva annak aktivitasat. Az E1B55K fehérje hianyaban azonban az adenovirus
E1A fehérjéi altal stabilizalt p53 a gazdasejt apoptdzisat okozza, még a
virusreplikacio effektiv befejezése el6tt. Az E1B defektiv mutansok ennek értelmében
tehat csak azokban a szdvetekben lennének képesek replikalddni, ahol a
gazdasejtek endogén p53 szintje alacsony. Ismereteink szerint a human daganatok
kozel 50%-aban a p53 aktivitds csOkkenése tapasztalhato, igy a defektiv
adenovirusok igéretes daganatellenes agenseknek tintek. Az elmult években
azonban tobb munkacsoport is kozzétett a fentiekkel ellentmondani latszé
eredményeket. Mig egyes vizsgalatokban endogén p53-fliggd, mas Kkisérleti
megkozelitésekben p53-fuggetlen onkolitikus hatas volt megdfigyelhetd [21-23].
Annak ellenére tehat, hogy az adenovirusok korai fehérjéinek hatasmechanizmusarol
viszonylag sokat tudunk, a genetikailag moédositott adenovirus-mutansokkal végzett
kisérletekb6l a Rb és p53 fehérjék szerepére vonatkozé adatok tovabbra is
ellentmondasosak. Minthogy human daganatokban a p53 aktivitas csokkenése igen
jelentds probléma, a replikaciés szempontbdl defektiv mutansok, mint p53-vektorok |.
fazisu klinikai kiprébalasara vonatkozéan az irodalomban biztaté adatokat talalunk.
Dummer és munkatarsai vizsgalatai alapjan példaul a p53-at hordozé replikativ-
defektiv mutansok alkalmazasa metasztatikus melanomaban illetve eml6édaganatban

meglehetésen igéretesnek tlnik [24].

Az fentiektdl eltérd stratégiaval Yin és kollégai egy p84N5 jell, ugynevezett
halaldomént tartalmaz6 fehérje génjét hordoz6é rekombinans adenovirust hoztak
létre. Megel6z6 vizsgalataik szerint a p84N5-6t expresszald transzfektans sejtek,
egyéb kulsé, apoptodzist indukald stimulus hidanyaban is elpusztulnak apoptézisra
jellemzé médon. A p84N5 fehérje génjét hordozo virussal, mint vektorral, ovarium és
eml6tumor, valamint osteosarcoma eredetl sejtvonalakon végzett kisérleteik szerint
a proliferacié6 mértéke szignifikansan csokkenthet6 volt és a hatas apoptotikus

sejtpusztulas utjan érvényesdult [25].



Hasonldéan a HSV variansokhoz, az adeovirusok genetikai manipulalasa soran
is erbfeszitések torténtek szovetspecifikusan replikalédd formak létrehozasara.
Prostata, emlé és hepatocellularis daganatokra specifikus adenovirusok el6allitasa
érdekében a prostata specifikus antigén (PSA), az a-foetoprotein (AFP), illetve az
MUC-1 gének promoter és/vagy enhancer régidit egyarant beépitették
adenovirusokba [26-28]. Az igy létrehozott mutansok egy része — hasonléan a mar
emlitett HSV-hez — szintén atesett, vagy jelenleg esik at klinikai teszteken. A HSV-
hez hasonldéan, igen magas partikulum szam esetén sem tapasztaltak toxikus
mellékhatasokat, jollehet az alkalmazott vakcinak kulonféle modokon (kozvetlendl a
tumorszdvetbe, vagy testiregekbe juttatva) is kiprobalasra kerultek [29-31]. A HSV-
vel végzett vizsgalatokkal ellentétben — ahol a virusok bejuttatasat kovetd
virusreplikaciora vonatkozéan nem allnak rendelkezésre megbizhaté adatok — az
adenovirusokkal végzett eddigi vizsgalatok, egyes daganattipusok (pl.: colorectalis
daganatok) kapcsan, az alkalmazott virusok daganatsejtekben medfigyelt
replikaciojarol szamolnak be. Az eddigi adatokbdl az is kiderill, hogy a folyamatos
virusterapia soran — kulondsen a hosszantartdé kezelések alatt — a betegek
tobbségeében neutralizalo ellenanyagok alakulnak ki. Ugyancsak jelentés emelkedés
figyelhetd meg egyes citokinek szérumszintjeiben is (interleukin-1 illetve 6 [IL-1, IL-6],
tumor nekrézis faktor-o [TNF- o, interferon-y [IFN-y]). Egyelére azonban nem
vildgos, hogy ezek a valtozasok milyen mértékben befolyasoljak a kezelések
kimenetelét. Az alapbetegség kezelését illetben az adatok biztatéak, kulonosen a
kemoterapias eszkozokkel torténd kombinaciok igéretesek, jollehet a virus- és
kemoterapia kozott kialakuld szinergizmus molekularis mechanizmusanak pontos

hattere egyelbre szintén ismeretlen.

Polio- és a vakcinia virusok

Végul, a rekombinans mutansokkal végzett kisérletek kozott érdemes roviden
megemliteni a polio- és a vakcinia virus atalakitasara iranyul6 eréfeszitéseket is. A
vakcinia virussal kapcsolatban komoly elény, hogy alkalmazhatésaganak biztonsagi
korlataira vonatkozoan, a himl6 elleni véd6oltasok miatt, nagy mennyiségi adat all
rendelkezésre, valamint, a kdzel 200 kb nagysagu genom, mely nagyobb inszertek

elhelyezését is lehetbve teszi.
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Tovabbi elényt jelenthet a vakcinia virusok erés immunvalaszt kivaltd
képessege is, mellyel elméletileg fokozhato lenne a beteg anti-tumor immunitasanak
hatékonysaga. A kisérleti koriimények kozott onkolitikus terapiara felhasznalt
vakcinia virusok szinte mindegyike a virus timidin kinaz (tk) génjébe inszertalt
kulonb6z6 transzgéneket tartalmaz, melyek az osztodo sejtalakok iranti szelektivitas
novekedését hivatottak el6idézni. Impressziv kisérleti eredményekrél szamolt be
Puhlmann munkacsoportja, akik egy tk-deletalt, luciferaz gént hordoz6 mutanst
alkalmaztak kulonb6zd, részben human tumorsejtekkel beoltott egerekben [32]. Az
egyes szovetekben illetve a megtapadt tumorsejtekben mérhetd luciferaz aktivitasok
alapjan a vakcinia virus mutansok szintén igéretes tumorspecifikus vektoroknak
tinnek [32]. Mastrangelo és kollégai kisérleteik alapjan a rekombinans vakcinia
virusokat a direkt citolitikus hatas elérése mellett a daganatszovet elleni
immunreakcidk kivaltasaban is alkalmazhaténak vélik. Beszamoldjuk szerint egy, a
granulocita-makrofag koldnia-stimulalé faktor (GM-CSF) génjét hordozé rekombinans
vakcinia virust felhasznalva [33, 34], inoperabilis cutan melanomaban szenved6
betegeken végzett |. fazisu klinikai prébakban a viszonylag nagy koncentraciéban,
subcutan illetve a tumorba injektalva alkalmazott vakcina jél toleralhato, a viralis GM-
CSF mRNS pedig hosszu idén at (31 hét) kimutathatd volt. Bar a periférias
fehérvérsejt szam szignifikansan ugyan nem emelkedett a betegekben, az
alkalmazas helyén eozinofilia volt megfigyelhetd, jelezve a rekombinans citokin
expresszidjat és hatékonysagat. A szovettani eredmények ellenére ugyanakkor a
bevont betegeknek csak egy része reagalt a kezelésre, melynek hatterében nem
kizart, hogy a minden betegben kimutathatd neutralizalé antitestek allnak.
Elképzelhetd tehat, hogy ebben az esetben épp a vakcinia virus erds antigenitasa
vezetett az alacsonyabb terapias hatékonysaghoz [35, 36]. A GM-CSF mellett
néhany egyeb rekombinans vakcinia virus el6allitasa is megtortént, igy Mukherjee és
kollégai az IL-2 [37], mig McCart és munkacsoportja az 5-fluorouracil (5-FU)
eléanyagabdl az aktiv hatbanyag létrehozasara képes citozin deaminaz enzim génjét
hordozd6 vakcinia virus eléallitasardl szamoltak be [38]. A poliovirusok esetében a
genetikai moédositas elsésorban a poliovirus egyszali RNS genomjanak 5' végén
elhelyezkedd, nem atirodd, de a genom transzlacioja szempontjabol fontos teruletét
erinti. Az exogén szekvenciak nagymértékben befolyasolhatjak a poliovirus szdvet-
specificitasat, mikdzben tumorszelektivitasat megtartva csdkkentik neurovirulencigjat

[39]. Sajnos klinikai kiprobalasukrol egyelére kevés adat all rendelkezésre.
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Klinikai
Név Virus Genetikai valtoztatds Daganattipus kiprobalas fazisa
[forras]
ONYX-015 Ai.e”‘,’ 25 E1B55K delécio Fej s nyak, maj, |}y 121, 40-42]
iméra ovarium, pancreas
CV706 E1A gén PSA promote’r .s'zbalyozas alatt, Prostata I, 11 [43, 4]
E3 delécid
Adeno 5 E1A gé tkd basin, E1B PSA Prostat
gén patkany probasin, rostata
U7 promoter szabalyozas alatt, wt E3 (metasztazis is) b WG]
G207 HSV-1 e ineweielo e [GPE golen Melanoma Preklinikai [46-51]
v134.5 delécio
Vakcinia - , . ” .
GM-CSF Vakcinia GM-CSF és lacZ inszercio a tk I6kuszban Melanoma 1, 11 [52, 53]

1. tablazat Genetikailag modositott onkolitikus virusok.

Daganatsejtek iranti természetes affinitassal rendelkezé virusok

Reovirus

A genetikai modositasokon atesett virusok mellett létezik a terapias
lehetéségeket magukban rejté virusoknak egy masik csoportja is, melyek esetében
nem beszélhetink az onkolitikus hatas elérése érdekében tervezett genetikai
valtoztatasokrél. E virusok tumorspecifikus viselkedése egyfajta "belsd" tulajdonsag,
melynek hattere jérészt tisztazatlan. E virusok kozott szamos torzset tartanak
szamon a reovirus csalad tagjaitol kezdve a parvovirusokon at a paramyxovirusokig.
A természetesen is human patogénektél — mint pl.: a mumpsz virusa — eltekintve,
ko6zos jellemzdjuk, hogy a fert6z6dés embereken vagy tinetmentes, vagy enyhe
lefolyasi megbetegedés formajaban zajlik. Az egyik legigéretesebb képviselbje e
virusoknak a reovirus (RV). A RV egy ubiquiter el6forduld, kulsé boriték nélkuli,
kettbésszalu RNS genommal és minimalis human patogenitassal rendelkezé virus. Az
emberi fert6zés altalaban enyhe léguti vagy gastrointestinalis tinetek mellett zajlik.
Bar a RV transzformalt human sejtek iranti affinitasa régrél ismert [54, 55], a
tumorspecifikus hatas és a transzformalt gazdasejtek IFN jelatviteli rendszerének
egyes elemei kdzotti kapesolatot csak az elmult években sikerult kimutatni. A RV-sal
végzett Kkisérletek szerint, konstitutivan aktiv epidermalis ndvekedési faktor
receptorral (EGFR) [56] vagy hasonlé Ras fehérjével transzformalt NIH3T3 egér
fibroblasztok kulondsen fogékonyak a RV-sal torténd fert6zésre, annak ellenére,
hogy a vad tipusu NIH3T3 sejtek nem fertézheték RV-sal [57, 58].
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Egészséges sejtekben a protein kinaz R (PKR), az antiviralis védekezés
kozponti elemeként, kettésszalu viralis RNS-intermedierek megjelenésekor — a
transzlacié egyik iniciacios faktoranak (elF2a) foszforilalasaval — jelent6sen
modositja a fert6zott sejt transzlacids mintazatat, a sejt pusztulasat idézve el6. A
transzformalt sejtekben az aktivalt Ras hatasara a PKR konstitutivan gatolt, igy a
reovirusok szaporodasanak kedvez intracellularis korilmények johetnek létre. A
megfigyelésnek az a tény ad kilénds hangsulyt, hogy a human daganatok kozel
30%-aban épp a Ras vagy jelatviteli rendszereinek valamely eleme mutalt. Minthogy
a RV egészséges emberi szOvetekben nem vagy csak alig szaporodik és a fert6zés
tobb vizsgalat alapjan is jellemzben aszimptomatikus, a RV onkolitikus hatasanak a
terapiaban torténé felhasznalasa igencsak kecsegtet6 lehetéségnek tliinik, hasonldéan
a paramyxovirusok csaladjaba tartozé Newcastle betegség virushoz (NBV), mely

szintén koran felkeltette a kutatdk érdekl6dését.

A NEWCASTLE BETEGSEG VIRUS

A NBV, mely a Mononegavirales rend tagjakén ismert Paramyxovirusok
csaladjaba tartozik, habar nem human patogén, kozeli rokona a human
parainfluenza, illetve mumpsz virusnak [59] (2. tablazat). A Rubula genusba sorolt
NBV-k meglehetésen nagyfoku pleomorfitast mutatnak. A tébbnyire szférikus jellegi
partikulumok 150-500 nm kozotti atmerdjliek, de elektronmikroszkopos felvételeken
gyakran lathatok filamentézus alakok, melyek jellemzéen 100 nm atméré mellett,
valtozé hosszusaguak. A virionok - bar nem olyan kifejezetten, mint az influenza
virusok - szamos felszini molekulaval rendelkeznek (1. abra). A legaltalanosabbak az
ugynevezett “tuskék”, melyek 8-20 nm hosszu, egymastdl 6-10 nm tavolsagra
elhelyezkedd glikoproteinek. A jellemzéen haemagglutinin-neuraminidazként (HN),
illetve fuziés (F) fehérjeként azonositott "tliskék" kdziul az utdbbi fehérje hozhatd
kapcsolatba a fertézés kapcsan kialakuld sejtfuzidéért, valamint hemolizisért, a
fertbzés kezdetekor ugyanis e fehérjék segitik a virus lipidburkolatanak és a
gazdasejt sejthartydjanak Osszeolvadasat. A HN fehérjék pontos szerepe nem
tisztazott, jelenlétik azonban képessé teszi a virionokat a vordsvértestek (vvt)
agglutinalasara, nemcsak természetes gazdaik, hanem — pl.: NBV esetén — akar

emberi vvt-k esetében is
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Paramyxoviridae

Subfamilia Paramyxovirinae Subfamilia Pneumovirinae

I. Genus Paramyxovirus I.Genus Pneumovirus

human parainfluenza virus (1, 3 tipusa) human respiratorikus syncytialis virus
szarvasmarha parainfluenza virus (3 tipus) szarvasmarha respiratorikus syncytialis virus
Sendai virus (ragcsaloé parainfluenza virus 1 tipusa) egér pneumonia virus

majom parainfluenza virus (10 tipus) pulyka rhinotracheitis virus

I.Genus Morbillivirus A csalad egyéb, még nem besorolt tagjai
kanyar6 (Edmonston) virus (human) Fer-de-Lance virus (FDLV),

kutya szopornyica virus Mapuera virus (MPRV),

delfin szopornyica virus Nariva virus (NARV),

peste-des-petits-ruminants virus
féka szopornyica virus
rinderpest virus

Ill. Genus Rubulavirus

mumpsz virus (human)
human parainfluenza virus (2, 4a, 4b tipus)

Newcastle betegség virus (madar paramyxovirus 1)
madar paramyxovirus (2-9 tipus)

diszn6 rubula virus (La-Piedad-Michoacan-Mexico virus)
majom parainfluenza virus (5, 41 tipus)

2. tablazat A Paramyxoviridae csalad tagjai. (van Regenmortel et al., The Seventh Report of the International
Committee on Taxonomy of Viruses, 2000. alapjan)

A HN fehérjék pontos szerepe nem tisztazott, jelenlétuk azonban képessé
teszi a virionokat a vorosvértestek (vvt) agglutinalasara, nemcsak természetes
gazdaik, hanem — pl.: NBV esetén — akar emberi vvt-k esetében is. A paramyxo-
virusok mindegyikében ugyancsak jelen 1évé neuraminidaz aktivitdas (mukopoli-
szacharid N-acetil neuraminil hidrolaz) pedig valdszinlleg alapvet6 a gazdasejt
felszini receptorainak eltavolitasaban. Feltehetbleg ez a mechanizmus akadalyozza
meg, hogy az ujonnan képzOdott virusrészecskék ujra az eredetileg fert6zott

gazdasejt felszinéhez tapadjanak. A

F protein

virionokon belul tovabbi, legalabb 3
kllonboz6 protein talalhaté (1. abra). A
matrix fehérje (M) a virion lipidboritékanak
belsé felszinén talalhatd, valdszinilleg
strukturalis szereppel, mig az ugynevezett

nukleoprotein (NP) a virion kapszidjanak 6

felépit6je, de kulondsen fontos szerepet

1. abra A Paramyxoviridae csaldd tagjainak altalanos e e es . ey
szerkezete. (A szerz$ abraja van Regenmortel et al., kap a viralis replikacio és transzkripcio
The Seventh Report of the International Committee on L, L i L

Taxonomy of Viruses, 2000. alapjan.) iranyitasaban (lasd késébb).
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A NBV esetében ez a fehérje teljes egészében korbeveszi a virusgenomot.
Ugyancsak a nukleokapszidban talalhato néhany kopia az L (large protein), illetve P
(phosphoprotein) proteinekbél, melyek egyuttesen alkotjak a "viralis-RNS-fliggé RNS
polimerazt". Egyes paramyxovirusokra jellemzé, hogy a P fehérje génjében talalhato,
ugynevezett atfedd "open reading frame"-ek atirasaval tovabbi fehérjék expresszidja
is lehetséges (pl. a Sendai virus "C" és "V" proteinjei). A NBV esetében a P gén
transzkriptumanak "atszabasa" egy ujabb, ugynevezett "V" fehérje transzlaciéjahoz
vezet. Erdekes modon a P gén transzkriptumanak ilyen tipusi médositasa csak a
viralis polimeraz-komplex belsé sajatossaga, tehat nagymértékben figg a P és L
fehérjék jelenlététél. A nukleokapszid altalaban 13-18 nm atméréjl, gyakran mutat
helikalis szimmetriat. Magassaga 5,5-7 nm kozotti, filamentumai 600-800 nm

hosszuak.

A virionok nukleinsav tartalma altalaban _ _ _
vrns 3 [INEEPRIRVEINE N ENRETY s

OsszetételUk mintegy 5%-a, amely egy darab,

UUUAUYUU § UuUUU GAA lUcCUARuuuC
A gén vége T A gén eleje
Intergénikus szekvencia

linearis, nem szegmentalt, jellemzéen negativ
— mint pl. a NBV esetében is — ritkdbban
pozitiv, egyszalu ribonukleinsav (RNS). A 2. &bra A Paramyxovirusok genomjinak

altalanos felépitése. (A szerz6 abraja van
genom teljes nagységa 15-20 kb ko6zott mozog Regenmortel et al., The Seventh Report of the

International Committee on Taxonomy of Viruses,
— a NBV esetében 15156-15186 nukleotid —  20°-2apian)
melyben a kédolé szakaszokat roévid repetitiv
szekvenciak valasztjak el egymastél. Az egyes gének végén poliadenilacios szignal
talalhatdé (2. abra). A génexpresszio, a génsorrend és a replikacio nagy fokban
konzervalt és igen nagy hasonlésagot mutat az ugyancsak a Mononegavirales
rendbe tartoz6 Rhabdo- illetve Filovirusokkal. A replikacid eseményei a gazdasejt
citoplazmajaban jatszédnak le (3. abra). A folyamat soran nagy mennyiségben
jelennek meg a citoplazmaban nukleokapszid fehérjek, melyek a fert6zott sejt
citoplazmajaban apré testecskéket formalhatnak, mig a szintén nagy mennyiségben
megjelend fuzids fehériék — a paramyxovirusok okozta fertézésekre igen jellemzé —
syntitiumokat hozhatnak Iétre. A replikacio korai fazisaban a virus negativ értelm,
egyszalu RNS molekulajardl egy rovid, nem transzlalédd "leader" RNS és hat,
monocisztronos, szubgenomiadlis mMRNS szintetizalodik, melyek transzlacidja

eredményezi a mar emlitett virusfehérjék citoplazmatikus megjelenését.
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g S\irion RNS (-) A koédold mRNS-ek a virdlis

L ﬂmohkaciﬁ genomban talalhatdé, meglehetésen

5 srvs - konzervalt  szekvenciaju  cisz-hatasu
4 \
v

Uj virionok

Szekunder
transzknpeid

fwinrns () start illetve stop szekvenciak segit-
ségével (2. abra), a genom diszkonti-
3. abra A Paramyxoviridae csaldd tagjainak szaporodasa. nuus tranSZkripCiC')ja soran Jon nek létre.

(A szerzd abraja van Regenmortel et al., The Seventh Report
of the International Committee on Taxonomy of Viruses, A fert6zés késoi szakaszaban

2000. alapjan.)

megfelel6 mennyiségl virusfehérje
jelenléte esetén a transzlacidos folyamatok leallnak, és ujra elétérbe kerllnek a
replikacios folyamatok. A transzlacid és a replikacid kozti valtas az ujonnan
szintetizalt nukleoproteinek kozvetitésével torténik. A nukleoproteinek a polimeraz
komplexszel egyutt a naszcensz "leader" RNS-hez kotédnek, meginditva annak
tovabbi szintézisét. A képz6d6é replikativ intermedier RNS molekula ujbdli
transzlacidjat az ahhoz, a lanc novekedésével azonos uUtemben, szekvencialisan
kapcsolédd nukleoproteinek akadalyozzak meg. A szintézis végeére létrejon egy
pozitiv, "anti-genomialis" RNS molekula (3. abra — replikaciés kéztitermék), melyrél
tovabbi, az eredeti virusgenom kezdeti atirasaval ellentétben most mar kontinuus
transzkripcidok ismétliédésével jonnek |étre az uj virionok negativ értelmd, "genomialis”
RNS molekulai (3. abra). A paramyxovirusok egyes tagjainak replikaciéja — koztuk a
NBV szaporodasa is — nagyfokban flugg a replikalodé6 genom méretétél. A vonatkozo
vizsgalatok szerint effektiv replikacié csak akkor megy végbe, ha a genom mérete 6
nukleotidnyi szakasz egész szamu tobbszorose [60]. A szakirodalomban "6-os
szabaly"-nak nevezett jelenség mogott, feltételezések szerint, a replikacié soran
koztitermékként megjelend pozitiv RNS 3' végén elhelyezkedd felismerési helyek és
a nukleoproteinek pontos illeszkedése huzédik meg. A replikacié soran a
nukleoproteinek az 5' végtdl kezdédéen kapcsoldédnak a pozitiv RNS szalhoz. Az
egyes nukleoproteinek 6 nukleotidonként foglalnak helyet a nukleinsav molekulan,
igy az utolsd, a 3' végen elhelyezkedd nukleoprotein pontos illeszkedése csak a
genom megfeleld hossza esetén lehetséges. A fehérje-RNS komplex 3' végi pontos
kapcsolddasa pedig a megfigyelések szerint kulcsfontossagu a replikativ intermedier
hatasossaga szempontjabdl [61]. A virusreplikacid kovetkez6 szakaszaban a |étrejott
virusfehérjék beépllnek a plazmamembranba, majd az Ujonnan Iétrejott

nukleokapszid-fehérjék az igy médositott sejthartyahoz kapcsolédnak.
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Az Uj partikulumma egyesult komponensek a modosult citoplazmamembran
egy darabjabdl képzett burokkal korulvéve lefiz6dnek a gazdasejtrdl. Az igy létrejové
lipidburkolat a virionok dsszetételének 20-25%-at is elérheti, kialakitva az atlagosan

mintegy 5x10° D molekulasulyl részecskét.

Jollehet a természetes fertézések kapcsan kialakuld kérformak elnevezése
meglehet6sen szines, a NBV a csirkepestis néven ismert, madarakban sulyos
enteralis fertézéssel jard, megbetegedés korokozoja. Mint onkolitikus agens, a NBV
a paramyxovirusok csaladjaba tart6zé egyéb onkolitikus hatasu virusokkal szemben
— mint példaul a mumpsz virusa — tobb pozitiv tulajdonsaggal is buszkeélkedhet.
Ismereteink szerint meglehetésen stabil szerkezetli, embereket megbetegit
tulajdonsaga nincs, a madarakkal foglalkoz6 farmereken, illetve a virussal foglalkozé
laboratoriumi  személyzeten végzett megfigyelések szerint a virusfertézés
egészséges személyeken nem, vagy csak minimalis megbetegedést, féleg kdbnnyebb
conjunctivitist illetve laryngitist okoz. Klinikai tanulmanyok szerint hatékonynak
bizonyult tobb elérehaladott, terapiarezisztens emberi daganattipus kezelésében (pl.
egyes glioblastomak, fej-nyaki és colorectalis daganatok, valamint melanomak
esetén) [10, 62-71].

Onkolitikus Newcastle betegség virus variansok

Bar a NBV egyes onkoterapias célra mar alkalmazott formai - mint a PV701
vagy az MTH-68/H — onkolitikus hataser6sséguk alapjan szelektalt variansok, széles
kor( felhasznalasuk, mint hatékony terapias eszkdz - hasonléan a korabbiakban
emlitett virusterapias agensekhez - jelenleg még varat magara. Ennek hatterében
tobb ismeretlen, vagy bizonytalan tényezd all. A NBV egyes variansai kapcsan
példaul nem ismert a fokozott onkolitikus hatas hatterében all6 mutacié molekularis
mechanizmusa. Ennek kovetkeztében - jdllehet eddigi adatok szerint a NBV és
variansai csak rendkivil enyhe lefolyasu emberi megbetegedések kivaltasara
képesek - nem ismert a valoszinlisége azon mutacioknak sem, melyek egy
virulensebb, esetleg sulyos human megbetegedést (is) el6idézd virust hozhatnanak
létre. Nem rendelkezink tovabba olyan antiviralis készitménnyel sem, amellyel
sikeresen fel lehetne venni a harcot egy, az embereket is megbetegiteni képes NBV

ellen.
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A PV701 jeli NBV varianssal végzett 1-es fazisu klinikai vizsgalatban a bevont
mintegy 80, el6rehaladott tumoroktdl szenved6 beteg esetében eltéré eredményeket
sikerult elérni. A laztol és natha-szer( tunetektdl eltekintve, a betegek egyikénél sem
jelentkeztek komolyabb mellékhatasok a kezelés soran. A kezelésben részt vett
betegek mintegy harmada reagalt a PV701-re pozitivan, ugyanakkor tobbségukben a

kezelés soran PV701-ellenes antitestek jelentek meg [72].

A ,pilot-study”-kban mar ugyancsak kiprobalt, MTH-68/H jelzési virusvakcina
a NBV Hertfordshire-i, ugynevezett Herts’33 tipusabdl szarmaztatott, attenualt,
mezogén virusvarians. A Herts’33 vonalat els6ként az 1930-as években irtak le
Angliaban [73], amelyb6l szamos passzazst kovetben izolaltak a késébb fokozott
onkolitikus aktivitast mutatd és altalunk is felhasznalt MTH-68/H format. Az elmuit
években tobb orszagban — koztiuk hazankban is — klinikai vizsgalatoknak alavetett
készitmény szamos — jellemzben szolid — daganattipusban is hatékonynak bizonyult.
Egy, a kozelmultban megjelent kozlemény alapjan az MTH-68/H-rol elmondhatd,
hogy hosszu idejl, tobb éves kezelésre is alkalmas, a betegek altal jol toleralhato,
relative magas onkolitikus aktivitasu készitmény. A beszamold szerint végstadiumu,
a konvencionalis terapiakra nem reagalé glioblastomakban szenvedd betegek
esetében igen impressziv eredményeket sikerult elérni, az e betegségcsoportban

tapasztalt néhany honapost messze meghaladd, tobb éves tulélést biztositva [71].

Annak ellenére, hogy az onkolitikus NBV-variansok klinikai megfigyeléseken
alapul6 irodalma meglehet6sen gazdag [10, 62, 66, 70, 71], a NBV kivaltotta kedvezd
onkoldgiai hatas mechanizmusarol sem rendelkezink pontos informacidkkal. Bar a
NBV sajat gazdaszervezetei egyes sejtjeiben apoptdzist képes elbidézni, nem
bizonyitott, hogy az onkolitikus hatasért human szévetekben is hasonl6 folyamatok
lennének a felelések. Tovabbra is kérdés, hogy milyen kapcsolat all fenn a NBV és
az egyébként gazdasejtjeiként nem szamon tartott human tumorsejtek kozott, illetve,

hogy mire vezethetd vissza e virusok daganatsejtek iranti fokozott affinitasa.
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Vektor Inszert

Virus Elény Hatrany (kb) (kb)
Osztddo és nem osztodo sejteket egyarant fert6z
Ay G Antigenitasa immunvalaszt valt ki
Adenovirus Nagy virustiterek alkalmazhatéak PR 36 7,5
. Kisméret( inszertet hordozhat
Nem toxikus
Antigenitasa immunvalaszt valt ki
Osztddo és nem osztddo sejteket egyarant fertéz
Elhtzodo génesxpresszio lehetésége
HSV-1 Nagy t.ranszgen. kz?pa’cltas ] Antigenitasa |mmgr.1valaszt"valllt ki 152 40-50
Gancyclovir/acyclovir érzékenység Herpes encephalitis lehetésége
Nagy virustiterek alkalmazhatéak
Antigenitasa immunvalaszt valt ki
Hatékony géntranszfer és expresszio
Vel Tranziens ggntranszf_eli Antlgem_tasa |n'1n_1unvallaszt valt ki 187 25
Nagy transzgén kapacitas Biztonsagi aggalyok
Antigenitasa immunvalaszt valt ki
Enyhe human patogenitas - TP
Reovirus Jelentés immunvalasz Csak akiival ras jelatviteli ittal gy g ?
. . X P rendelkez6 sejteket fert6z
Nem transzformalt sejteket nem képes fertézni
Nem human patogén Transzgén nem bevihet6
NBV Nincs permanens ferté6zés Tisztazatlan onkolitikus RNS ?
Nagy potencial mechanizmus

3. tablazat A klinikailag relevans onkolitikus virusok fébb jellemzéi.

KERDESFELVETES, CELKITUZESEINK

1. Befolyasolja-e a NBV fertézés a sejtek proliferaciojat szovettenyészeti

koriilmények k6zott? Igazolhato-e a NBV fert6zés proliferacio-gatlo hatasa?

A NBV-sal kapcsolatban korabban megjelent tanulmanyok elsésorban klinikai
probak osszefoglaldi. A részt vevd betegek altalaban mar mas, konvencionalis
antitumor terapiat/terapiakat kovetéen vettek részt a vizsgalatokban, igy nem lehet
egyeértelm( kapcsolatot kimutatni a betegek allapotaban bekdvetkezd valtozas és az
alkalmazott virusterapia kozott. A klinikai vizsgalatok soran nehéz a standardizalt
korulmények kialakitasa és fenntartasa, hiszen e vizsgalatokban leggyakrabban
végstadiumu,  multidrog-rezisztens  betegek  kerulnek  kezelésre, eltérd
korel6zménnyel és genetikai variaciokkal. A kérdés standardizalt, in vitro
rendszerekben végzett vizsgalatara vonatkozdan viszont csak elenyészd szamu
kozlemény all rendelkezésunkremelyek tobbnyire a NBV allategészségugyi
vonatkozasai €s nem a human egészségugyi felhasznalas céljabol veégzett
kisérletekb6l szarmaznak. Kisérleti programunk elsédleges célja volt in vitro
kornyezetben modellezni, bemutatni és jellemezni a NBV in vivo tapasztalt

onkolitikus hatasat.
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2. Kimutathaté-e eltér6 hatas daganatosan transzformalt illetve daganatos

jellegiinek kevéssé tekinthetb sejtkulturak fert6zésekor?

A Kkoézelmultig elvégzett, illetve folyamatban |évé human virusterapias
probalkozasokrol készult beszamoldk és kozlemények alapjan még ma sem
egyertelmd, hogy az alkalmazott infektiv agensek az egészseéges szovetekre milyen
mértéki és minéségl, rovid- és/vagy hosszutavu hatast fejtettek ki. Az ilyen
informaciok hianya részben érthetf is, hiszen a klinikai probak egyrész elsésorban az
onkolizis hatasfokanak megallapitasara koncentralnak, masrészt a betegek
nagysagrendekkel nagyobb szamu nem transzformalt sejtiében zajlé akar komolyabb
terapia-indukalt reakciok is rejtve maradhatnak. Az in vivo kezelések tapasztalatai
szerint a NBV-hoz hasonld, onkolitikus hatasu virusok magasabb dézisban illetve
hosszabb tavon, akar éveken at is jOl torelalhatok a betegek részérél. Ezek az adatok
arra engednek kovetkeztetni, hogy az onkolitikus virusok feltehetéen nem fertéznek

egeszséges sejteket.

3. Az egyes daganattipusok k6zo6tt felfedezhetbk-e érzékenységbeli eltérések? .

Mely tipusok fogékonyabbak és melyek rezisztensebbek?

Az egyes altalanos célra fejlesztett, vagy sajat onkolitikus hatassal bird
virusokkal (igy a NBV-sal) végzett klinikai vizsgalatok gyakori konkluziéja, hogy az
adott vakcina bizonyos tipusu daganatokban nagyobb hatasfokd, mint mas
tumorokban. Néhany onkolitikus agens esetében — mint pl.: a reovirus kapcsan —
sikerult az egyes daganattipusok érzékenységét meghatarozé molekularis szintd
kapcsolatot talalni. Jéllehet a NBV-sal végzett klinikai vizsgalatok elsésorban szolid
daganatok (pl.: glioblastomak) kapcsan szamolnak be figyelemre méltd
eredményekrél, az egyes onkoterapias célra hasznalni tervezett NBV variansok
esetében mind a potencialisan érzékeny daganattipusok kore, mind az érzékeny

tumorsejtek és a NBV kapcsolata tisztazatlan.

5. Milyen folyamatok lehetnek felel6sek a citotoxicitasert?

A végsd kérdés barmely onkolitikus infektiv agens esetében a

hatasmechanizmus.
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A virusterapias agens jelenlétét koveti-e immunvalasz, és ha igen, milyen
mértékben tamaszkodik az onkolitikus folyamat az immunvalaszra? A fert6zés soran
mely intracellularis folyamatok vezetnek a daganatos szOvet sejtjeinek
pusztulasahoz? Zajlik-e hagyomanyos értelemben vett fertézés, ujonnan szintetizalt,

tovabbi onkolizisre képes partikulumokat |étrehozva?

Kisérleti megkézelités

Kisérleteinket egy klinikai probakban mar alkalmazott NBV varianssal, az
MTH-68/H onkoterapias készitménnyel hajtottuk végre. Vizsgalatainkat a hazai és a
nemzetkozi tudomanyos kozosseég altal egyarant elfogadott in vitro szOvettenyészeti
modellrendszereket és molekularis bioldgiai eljarasokat felhasznalva végeztuk.
Biokémiai jellegl vizsgalataink soran  kiindulasi” modellrendszerként tdbb
alkalommal tamaszkodtunk a PC12 patkany phaeochromocytoma sejtvonalra. E
sejtvonal egyes szignalizacios folyamatainak fébb komponensei jol definialtak,
morfoldgiai valtozasai konnyen megfigyelheték és értékelheték. Vizsgalatainkat tobb
alkalommal, egymastdél fliggetlen kisérletek formajaban végeztik el, mig a kulsé
laboratériumokban, kooperacid keretében veégzett mérések soran az altalunk

elbkészitett mintak analizise vakon, kizarolag kodszamok alapjan tortént.

Bar az MTH-68/H fertézés molekularis szinti folyamatait igyekeztlink
egységes modellrendszerben nyomon kovetni, a rendelkezésunkre allé antitestek
fajspecifikussaga ezt nem minden esetben tette lehetévé (pl.: a kaszpaz-8
aktivaciojara  iranyuld  kisérleteinkben). igy eredményeink  bemutatasanal
természetesen megjeldltem azt a modellrendszert is, amelyben az adott vizsgalati
eredményt észleltik. Az MTH-68/H hatékonysagara iranyuld Kkisérleteinkhez
alapvetéen human, kisebb részben mas emlés — egér, patkany — eredetl
szovettenyészeti rendszereket alkalmaztunk, melyek koézul a human vonalak
részletesebb dsszefoglalasat a 4. tablazat, mig az elvégzett kisérletek részleteit és

eredményeit a kdvetkez6 fejezet tartalmazzak.
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Sejttipus Szoveti eredet p53 statusz [forras] Genotipus®
Primér . 1 Lo
fibroblaszt Human NA Diploid
Egér embrionalis 1 L
NIH3T3 fibroblaszt NA Diploid
Patkany embrionalis 1 Lo
Rat-1 fibroblaszt NA Diploid
HT-25 Human colon carcinoma NA' Diploid
Hypertriploid
L . . L. c-myc, K-ras, H-ras, N-
120 Humén colorectalis CGT/CAT mutacioé a ?75:] gén 273 kodonjaban ras, Myb, sis, fos +;
adenocarcinoma ., N-myc, abl, ros, src -;
Fokozottan termelt p53 antigén CEA+
TGFBBP +
Diploid ,,kozeli”;
mutacioé a ras gén 13.
HCT-116 Human colon carcinoma wtp53+/+ [75] kodonjaban;
Keratin +
TGFB 1/2 +
Human prostata . . . cle. 223 . 274,
DU-145 adenocarcinoma agyi Lallie Ll mutalt.[7l'-;r]o D ER VA Hypotriploid
metasztazisa
a Az egyik p53 allél deletalt;
Human. AT Frame shift-et okozé pont mutacié a 138-as Lo
PC-3 adenocarcinoma csont- . s Hypotriploid
.. kodonban, amely korai terminaciohoz vezet
metasztazisa [76]
Human ductalis GGT/GAT mutacio a K-
. . CGT/CAT mutacio6 a p53 gén 273 kodonjaban ras gén 12. kodonjaban
PANC-1 epithelioid pancreas A oy
. [77] p16 gén metilalt
carcinoma L
Hypertriploid
N-ras amplifikacié [79]
Human breast _ Tx-4 onkogénre +
MCF-7 - wtp53+/+ [78] Osztrogén receptor +
adenocarcinoma -- .
Osztrogén dependens
Kaszpaz 3 -
Human cervix HPV16 E6+; .
HelLa : s Keratin+
adenocarcinoma alacsony p53 expresszié [80]
Human nagysejtes tiidé Hypotriploid
NCI-H460 carcinoma pleuralis Emelkedett p53 mRNS express.zic’).2 Keratin +
metasztazisa Vimentin +
Diploid/hypotriploid;
5 CGT/CAT mutacioé a p53 gén 273 kodonjaban TNFa +;
u373 Human astrocytoma [81] Substance P rec. +;
HSP28 +
Az endogén p53 kromoszoma-atrendezédés
kovetkeztében inaktivalt. A sejtvonal stabil
LNZTA3WT4 Human glioblastoma transzfektansa egy CMV promoter és
tetraciklin represszor vezérelt wtp53 cDNS-
nek.
A431 AR G L CGT/CAT mutéci6 a 273 kodonban [82] Hypertriploid
carcinoma
HT-168-M1/9 Human melanoma NA' NA'
WM983B Human melanoma NA' NA'
HT199 Human melanoma NA' NA'

4. tablazat Az alkalmazott sejtvonalak fontosabb tulajdonsdgai. 'NA: Nincs adat; Az American Tissue Culture Collection
adatai, valamint a feltlintetett publikaciok alapjan. Az egyes sejtvonalak tenyésztési koriilményei az Alkalmazott anyagok és

madszerek c. fejezetben (57. oldal) talalhatoak.
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EREDMENYEK

Kisérleteinkben vad tipu- ** =rcizona
su PC12 (wtPC12) kultarakat .. iy

citasara, mind az esetleges

fertéztink kilonb6zd seijt:virion
aranyok felhasznalasaval. Ugy
tint, e sejtvonal alkalmazasaval ?
valaszt kaphatunk mind az -
MTH-68/H vakcina fajspecifi- . ﬂ

100/1 50/1 10/1 51 nm 1/5, 110 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 A

citotoxikus hatas jelenlétére. A ' Sejtviion arany

Anizomicin (gimi
Gitotoxicitasi ViZSGAIatok SOTAN  Ktmams suteonank venien TELobl b et o
jelzésl oszlopdiagrammok a kezeletlen sejtek 72 o¢ras tenyésztését
a fert6zést 72 oras inkubacid  kévetsen mérhetd mitokondridlis oxido-reduktaz aktivitasat mutatja. A
nagy dozisu anizomicinnel kezelt sejtek - "A” jelzéssel - pozitiv kontrollként
kovette, mely alatt biztositottuk  szolgainak.
a sejtek tuléléséhez és proliferacidjahoz szikséges koériiményeket. Az inkubacid
alatt tovabbi virionokat nem juttattunk a rendszerbe. Az inkubaciot kovetéen WST-1
kolorimetrias modszerrel mértik az egyes mintak mitokondridlis oxido-reduktaz
rendszereinek aktivitasat, mely elSkisérleteink szerint 10*-10° kdz6tti induld sejtszam
esetén jol korrelal az egyes mintakban jelen |évd €16 sejtek szamaval. A fertézés 72
ora alatt a teljes sejttenyészet pusztulasat idézi el6. A citotoxikus hatas
dozisfuggdnek bizonyult; 72 éras fertézés soran az 50%-os sejtpusztulas 1:5-1:10
titernél kovetkezik be. 1:800-as titer esetében a totdlis fehérje-szintézis gatlast
el6idéz6 nagy dozisu anizomicin kezeléssel azonos meértékl sejtpusztulas mérhetd
(4. abra). Habar a NBV és a patkany eredetl sejtek kdzotti kapcsolatra nincs korabbi
irodalmi adat, PC12 sejtek esetében sikerllt kimutatnunk, hogy a virus nem
természetes gazdasejtek esetében is képes hatast gyakorolni a célsejtekre
ellen6rizheté in vitro koriimények koézott. Ugyanakkor, a PC12 tenyészetekkel
végzett méréseinkb6l mégsem vonhattunk le az irodalomban fellelhetd klinikai
megdfigyeléseket alatamaszté vagy cafold kovetkeztetéseket, a célsejtek eltérd
rendszertani jellemz6i miatt. A PC12 sejtekkel végzett mérések eredményei nem
szolgalhattak egyértelmld bizonyitékkal a NBV és a human sejtek lehetséges

kapcsolatat illetéen.
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A kérdés tisztazasa érdekében, hasonlé korulmények, kozott HeLa human
cervix carcinoma sejtek proliferacios aktivitasat is megvizsgaltuk MTH-68/H fert6zést
kovetéen. A NBV fert6zés dramai hatasunak bizonyult Hela sejtek esetén. A
legkisebb altalunk megvizsgalt sejt:virion arany alkalmazasakor is kdzel maximalis
mértékl sejtpusztulast tapasztaltunk a fert6zést kovetd 72 ora alatt (4. abra). Az
MTH-68/H riasztd mértékl citopatias hatasat tapasztalva citotoxicitasi méréseinket
kiterjesztettuk néhany tovabbi tumorosan transzformalt human eredeti sejtvonalra is.
A felhasznalt sejttipusok fontosabb jellemzéit a 4. tablazatban foglaltam 6ssze (21.
oldal). Az 5. abra B paneljén melanoma, C paneljén colorectalis, mig A paneljén
tovabbi, egymastodl eltér6 szoveti eredetl human daganatos sejtvonalak 72 éras

MTH-68/H fert6zést kovetbéen mérhetd proliferacios aktivitasa lathato.

A vizsgalt tumorsejtvonalak mindegyike fogékonynak bizonyult a fertézéssel
szemben, jbllehet az egyes daganattipusok kapcsan az MTH-68/H kivaltotta
hatasban jelentés eltérések is felfedezheték. A melanoma sejtvonalak esetében a
tenyészetek teljes pusztulasat tapasztaltuk 72 oraval a fert6zést kovetéen akkor, ha
az alkalmazott virus titer elérte, vagy meghaladta az 1:1-1:5 sejt:virion aranyt, mig az
atlagosan 50%-o0s sejtpusztulas a 10:1-5:1 titertartomanyban volt megfigyelhet6 (5.
abra B panel). Igen hasonlé eredményekre vezettek a colorectalis eredeti
sejtvonalakkal végzett kisérleteink. Ez esetben a maximalis hatas elérése 1:5 vagy e
feletti titer esetén jelentkezett, mellyel 6sszhangban az 50%-0s pusztulas eléréséhez
is magasabb, jellemzéen 5:1-1:1 sejt:virion arany volt sziikséges (5. abra C panel).
Ezzel szemben az 5. abra A paneljének eredményei joval arnyaltabbak. Az itt
bemutatott eltérd eredetl tumorsejtvonalak kézott néhany, a Hela sejtek abszolut
fogékonysagara jellemzé tipus (pl.: Panc-1) mellett, az MTH-68/H fert6zésre kevésbé
érzékeny (pl.: MCF-7) sejtvonalakat is talalunk. Erdekes eredményt hoztak az U373
astrocytoma tenyészetekkel végzett méréseink. Amig alacsony titerek esetén az
U373 sejtek inkabb a legkisebb érzékenységet mutaté MCF-7 sejtekre jellemzé
citotoxicitast figyeltink meg, addig 1:1 sejt:virion arany felett az U373 kulturakban
mert citotoxicitasi értékek gyorsan novekvé mértéki sejtpusztulast jeleznek. Az U373
sejtek viabilitasa az 1:1 sejtvirion tartomanytol kezdve inkabb kozelit a nagy
érzékenységl sejtvonalak esetén tapasztaltakhoz. A sejtpusztuldas mértéke 1:50
sejt:virion arany felett mar teljes, nem fokozhat6 tovabb, mig MCF-7 culturakban ez

az érték csak a sejtek valamivel tébb, mint 50%-anak pusztulasat idézi elb.
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Asso

1,700
1,600 il A I Panc-1 kontroll
! [ H E==PC3 kontroll
1,500 + I E==2IDU145 kontroll
r CONCI-H460 kontroll
1,400 + C—IMCF-7 kontroll
1,300 U373 kontroll
’ L —— U373 (MTH-68/H)
1,200 + ——PC3 (MTH-68/H)
r —&—Panc-1 (MTH-68/H)
1,100 —6—NCI-H460 (MTH-68/H)
1,000 1 I —B—MCF7 (MTH-68/H)
L —A—DU145 (MTH-68/H)
0,900 +
0,800 + a
0,700 +
0,600 +
0,500 +
0,400 +
0,300 +
0,200 +
0,100 +
0,000 +
-0,100 +
-0,200 -
- 100/1 50/1 10/1 51 n 1/5 110 1/50 1/100 1/200 A
Sejt:virion arany, Anizomicin (1ug/ml)
1,200
o . HT-199 kontroll
1,100 EEEHT-168-M1/9 kontroll
L E==1A431 kontroll
1,000 C—IWM-983B  kontroll
r —6—A431 (MTH-68/H)
0,900 + —A—HT168-M1 (MTH-68/H)
L —6—HT199 (MTH-68/H)
0,800 + —— WM983B (MTH-68/H)
0,700 +
0,600 +
0,500 + I
0,400 +
0,300 +
0,200 +
0,100 +
0,000 +
-0,100 +
-0,200 +
-0,300 A . . . . . . . . . . .

- 100/1 50/1 1011 5/1 n 1/5 110 1/50 1/100 1/200 A

Sejt:virion arany, Anizomicin (1ug/ml)

5.A és B abrak Humaédn eredetii tumorsejtvonalak MTH-68/H érzékenységének vizsgalata. A panel:
hasnyalmirigy (Panc-1), prosztata (DU145 és PC-3), glioblastoma (U373), tidé (NCI-H460) és emlé (MCF-7)
eredetl sejtvonalak. B panel: melanoma eredeti sejtvonalak. A ”-” jelzésl oszlopdiagrammok a kezeletlen sejtek
72 oras tenyésztését kdvetben mérheté mitokondridlis oxido-reduktaz aktivitast mutatjak. A nagy dézisu

anizomicinnel — "A” jelzéssel — kezelt sejtek a totalis sejtpusztulasra vonatkozo pozitiv kontrollként szolgalnak.
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Asso

Asso

1,400

1300+ C
1,200 1

1,100 +

1,000 +

B HCT-116 kontroll
EERHT-25 kontroll
EHT-29 kontroll
—A—HCT116 (MTH-68/H)
——HT25 (MTH-68/H)
——HT29 (MTH-68/H)

0,900 +
0,800 +
0,700 +

0,600 +

0,500 ,:
0,400 —:
0,300 ,:
0,200 —:
0,100 ,:
0,000 —:

-0,100 +

-0,200 - —
- 100/1 50/1 101 51 17 1/5 110 1/50 1/100 1/200 A

Seijt:virion arany, Anizomicin (1pg/ml)

1,600

1500 D
1400 |
1300 |
1200
1100 | F\‘e—\*\%

1,000 +

0,900 +
0,800 +
0,700 +

0,600 +

I Rat1 kontroll
EEENIH3T3 kontroll

0,500 +

0,400 +
L C—JHuman primér fibroblaszt kultira kontroll

0,300 1 —8—Rat-1 (MTH-68/H)
0,200 + —&—NIH3T3 (MTH-68/H)
—>—Human primér fibroblaszt kultira (MTH-68/H)

0,100 +

0,000 -
- 100/1 50/1 10/1 5/1 171 1/5 110 1/50 1/100 1/200 A

Sejt:virion arany, Anizomicin (1pg/ml)

5.C és D abrak Human eredetii tumorsejtvonalak MTH-68/H érzékenységének vizsgalata. C panel:
colorectalis eredetii sejtvonalak. D panel: tumorosan nem transzformalt human, egér (NIH3T3) és patkany (Rat-
1) fibroblasztok. A "-” jelzésli oszlopdiagrammok a kezeletlen sejtek 72 6ras tenyésztését kovetéen mérhetd
mitokondrialis oxido-reduktaz aktivitast mutatjak. A nagy dézisu anizomicinnel — "A” jelzéssel — kezelt sejtek a
totalis sejtpusztulasra vonatkozé pozitiv kontrollként szolgalnak.
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Ugyanakkor az egér, patkany és primér human fibroblasztokkal végzett

kisérleteink soran (6. abra D panel) a barmely korabbi sejtvonalban maximalis

sejtpusztulast el6idéz6 titerek esetén sem tapasztaltunk szignifikans sejtpusztulast,

s6t, egészséges, konfluens tenyészetet létrehozd folyamatos proliferaciés aktivitas

volt mérheto.
Az egyes sejtvonalak

esetében mérhet, a 72 Odras
inkubacié utan a sejtek 50%-anak
pusztulasat el6idéz6 virustiterek
0sszehasonlitdsaval meghataroztuk
az egyes sejtvonalak relativ MTH-
68/H érzékenységét (5. tablazat). A
relativ érzékenység alapjan MTH-
68/H rezisztens megjeldlést kaptak
a vizsgalt fibroblaszt kulturaink.
Alacsony relativ  MTH-68/H érzé-
kenységet mutatnak PC12 és MCF-
7 sejtkultaraink is, jollehet a hosz-
tobb MTH-638/H

fertbzések soran mindkét sejtvonal

szabb, napos
teljes pusztulasat tapasztaltuk. Ko-
zepes érzékenységinek bizonyultak
egyes colon (HT-25, HCT-116),
prostata (DU-145), tudé (NCI-H460)
és idegrendszeri (U373) eredetl vo-
MTH-68/H
érzékenységet mutatnak bér (A431,
HT-168-M1/9, WM983B, HT199),
glioblastoma (LNZTA3 WT4), cervix
(HeLa) és (Panc-1)
adenocarcinoma eredetll sejtek (5.
tablazat).

nalak, mig kifejezett

pancreas

Relativ
Sejttipus Szoveti eredet MTH-68/H
érzékenység’ |
Primér a .
fibroblaszt AE IS
NIH3T3 Egér embrionalis fibroblaszt Nincs
Patkany embrionalis .
e fibroblaszt e
HT-25 Human colon carcinoma +++
HT-29 Human colo_rectalis o
adenocarcinoma
HCT-116 Human colon carcinoma +++
Human prostata
DU-145 adenocarcinoma agyi +++
metasztazisa
Human prostata
PC-3 adenocarcinoma ++++
csont-metasztazisa
PANC-1 Human ductalis epitr_lelioid Ao,
pancreas adenocarcinoma
MCF-7 Human eml6 adenocarcinoma ++
HelLa Human cervix adenocarcinoma +++++
Human nagysejtes
NCI-H460 tlidécarcinoma pleuralis +++
metasztazisa
u373 Human astrocytoma +++
LNZTA3WT4 Human glioblastoma +H++
A431 Human epidermoid carcinoma ++++
HT-168-M1/9 Human melanoma ++++
WM983B Human melanoma ++++
HT199 Human melanoma ++++

5. tablazat Az alkalmazott human sejtvonalak relativ MTH-68/H
érzékenysége. A relativ MTH-68/H érzékenység meghatarozasa az
50%-os sejtpusztulast el6idézé MTH-68/H titerek alapjan az alabbiak
szerint tortént:

Relativ MTH-68/H 50%-os citotoxicitdst okoz6 sejt:virion

érzékenység arany
+++++ 100:1 - 10:1
++++ 10:1 - 5:1
+++ 5:1-1:1
++ 1:1-1:10
+ 1:10 - 1:200
Nincs <1:200

27



Aktiv virusreplikacié az MTH-68/H kivaltotta citotoxicitas soran

A viralis onkolizis molekularis mechanizmusara felallitott — korabban (6. oldal)
roviden Osszefoglalt — elméletek szerint alapvetéen két mechanizmus allhat a
jelenség hatterében; szelektiv virusreplikacid a daganatsejtekben és/vagy egyéb
immunolégiai folyamatok. Minthogy in vitro rendszereinkben nincsenek jelen
immunkompetens sejtek, a kérdés megvalaszolasa érdekében megprobaltuk az aktiv
virusreplikacio jelenlétét igazolni. E kisérleteinkhez a legnagyobb és a legkisebb
MTH-68/H érzékenységet mutaté HeLa és MCF-7 sejtvonalakat fertéztik 100:1 és
10:1 titerekkel, 24 6ran at a korabbiakkal azonos koérulmények kozott. A fertézést
kovetben a sejttenyészetek
médiumait 6sszegyjtottuk,
150x g-vel 5 percig centri-
fugalassal megtisztitottuk a
sejtes elemektdl, majd a
fellluszét friss Hela illetve
MCF-7 tenyészetekre vit-
tik at és ujabb 24 o6ran at
inkubaltuk. Az Uj sejttenyé-
szetek 24 6ras inkubacidjat
kovetéen mindkét sejtvonal
esetében sulyos sejtpusz-
tulast tapasztaltunk (6.
abra). A friss sejtkultu-
rakban megfigyelt sejt-
pusztulas meértéke drama-
ibbnak bizonyult, ha az
els6ként fert6zott tenye-
szeteknél magasabb Kiin-
dulasi MTH-68/ titert alkal-

6. abra MTH-68/H fert6z6tt HeLa (A-D panelek) és MCF-7 sejtek (E-H panelek) , ,
médiuméanak hatdsa egészséges sejtekre. A és E panel: kezeletlen sejtek 24 Maztunk (6. abra. C, G és
oras inkubaciot kdvetden, B és F panel: 1ug/ml anizomicinnel kezelt sejtek 24 éras

inkubaciot kovetsen, C és G panel: 100:1 sejtvirion titer alkalmazasaval D, H panelek).

prekondicionalt médiumban tenyésztett sejtek 24 6ras inkubacioé utan, D és H

panelek: 10:1 sejtvirion titer alkalmazasaval prekondicionalt médiumban

tenyésztett sejtek 24 6ras inkubacié utan. Olympus CK-2 inverz faziskontraszt

mikroszkdppal késziilt felvételek, 20x objektiv.
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Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az elsé tenyészet fert6zését kdvetben
szolubilis, sejtpusztulast kivaltdé ,anyag” van jelen a tenyészt6folyadékban, amely a
friss  virusfertézéshez hasonlé  sejtpusztulast képes kivaltani. Kisérleti
eredményeinkre két magyarazat is adodott. Egyrész elképzelhet, hogy a fert6zés
hatasara a célsejtekben a tenyésztéfolyadékba szekretalt szolubilis, sejtpusztulast
el6idéz6 molekulak szintézise indul meg. Ezt latszottak alatamasztani azok az
irodalmi adatok is, amelyek szerint a kulonb6z6 NBV fertézések soran jelentds
mértékl IFNa illetve TNFa termelés fokozddas meérheté [83, 84]. Masfel6l nem
zarhato ki, hogy a tapasztalt jelents sejtpusztulas mogott a fert6zott tenyészetekben
meginduld aktiv virusreplikacid huzédik meg. igy, a tenyésztéfolyadékba kijutd Uj

virionok is felelések lehetnek a masodik tenyészet pusztulasaért.

A kérdés tisztazasa érdekében megvizsgaltuk a citotoxicitasi kisérletek soran
72 6ran at fert6zott vad tipusu (wt) PC12 patkany phaeochromocytoma, HelLa human
cervix carcinoma, NIH3T3 egér és Rat-1 patkany fibroblaszt sejtek (4. és 5. abra)

tenyészt6folyadékainak fert6zoképes virus tartalmat (6. tablazat).

Sejttipus wtPC12 HelLa NIH3T3 Rat-1
Kezelés Mérheto virus titerek (MTH-68/H partikulum/ml)
(sejt:virion Az 72 Az 72 6raval Az 72 Az 72
arany) inkubacio oraval inkubacio késBbb inkubacio oraval inkubacio oraval
kezdetén késobb kezdetén kezdetén késobb kezdetén késobb
Kezeletlen c <10’ c <10’ - <10' - <10’
Anizomycin 1 1 1 1
(1 ug/mi) - <10 - <10 - <10 - <10
100:1 4x10° 4x10° 102 6.3x10* 102 <10’ 102 <10’
50:1 8x10° 4x10° 2x10° 1.5x10* 2x10? <10’ 2x10° <10’
10:1 4x10° 4x10° 10° 1.5x10* 10° <10’ 10° <10’
5:1 8x10° 4x10° 2x10° 2.5x10* 2x10° <10’ 2x10° <10’
1:1 4x10* 2.5x10* 10* 1.5x10* 10* <10’ 104 <10’
1:5 2x10° 2.5x10* 5x10* 1.5x10* 5x10* 1.3x10? 5x10* 6x10'
1:10 4x10° 4x10* 10° 10° 10° 2.1x10? 10° 8x10'
1:50 2x10° 1.5x10* 5x10° 10° 5x10° 1.4x10° 5x10° 7.5x10?
1:100 4x10° 1.5x10° 108 1.5x10° 108 1.9x10° 10° 7.2x10?

6. tablazat A wtPC12, HelLa, NIH3T3 és Rat-1 sejtek 72 Ords fert6zését kbvetben a tenyészté médiumban mérhet6
virionok szama.
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Az egér és patkany (NIH3T3 és Rat-1) kotészoveti sejtek 3 napos fert6zését
kovetben, 100:1 - 1:1 kozotti induld titerek esetén gyakorlatilag nem volt kimutathato,
visszatitralhaté mennyiségi infektiv partikulum a sejtek tenyésztéfolyadékaban. 1:5
illetve magasabb alkalmazott titereknél ugyan mérhet6 a visszatitralt virionok szama,
azonban az indulé titerekkel dsszevetve ugy gondoljuk, hogy az e mintakban, a 3
napos inkubacié utan is kimutathatd virionok valojaban a kezdeti fert6zéshez
hasznalt populaciéo ,maradvanyainak” tekinthet6k. A fibroblaszt sejtekkel végzett
kisérleteink tehat egyértelmlien arra utalnak, hogy a virusreplikacio e sejtekben nem
megengedett. A megegyez6 korilmények kdzott, transzformalt sejteken (Hela illetve
wtPC12) végrehaijtott méréseink viszont érdekes eredményekre vezettek. A 72 éras
fert6zést kovetben wtPC12 és Hela sejtekben az induld titerekkel Osszevethet6,
vagy annal jelentésen nagyobb mennyiségl fert6z6képes részecske volt kimutathato
a médiumokban, eredményeink helyes értékeléséhez azonban figyelembe kell

vennunk az MTH-68/H vakcina fert6zé6képességére vonatkoz6 adatainkat is.

ElSkisérleteink szerint ugyanis az alkalmazott MTH-68/H készitmény 37°C-on
48-72 ora alatt teljesen inaktivalodik (ugyanakkor 4°C vagy alacsonyabb tarolasi
hémérsékleten hosszu ideig fert6z6képes). A 72 6ras, fiziologias korilmények kozott
végrehajtott fert6zést kovetben visszatitralhato, az induld részecskeszamnal nagyobb
mennyiségl virion jelenlétét tehat csak aktiv virusreprodukcid magyarazhatja.
Eredményeink ugyanakkor azt mutatjak, hogy az egyre magasabb indulé titerek csak
korlatozott mértékben noévelik a visszatitralhatd virionok szamat; wtPC12 sejtek
esetén 10:1, Hela sejtek esetén 1:1 sejt:virion arany feletti titer alkalmazasakor — a
kisebb indulé titereknél tapasztalthoz képest — mar nem né tovabb a 72 6ra elteltével
a médiumban talalhato, fert6z6képes partikulumok szama. A jelenségért egyarant
felel6s lehet a ndvekvd induld titerek kovetkeztében a célsejtek egyre gyorsabban
bekdvetkez6 pusztulasa, illetve a virusreplikacioban szerepet jatszo intracellularis
mechanizmusok funkcionalis kapacitasanak kimerulése. Tovabbi érdekesség, hogy a
citotoxicitasi esszékben a legérzékenyebbnek bizonyult HeLa sejtek fertézésekor
mérhetd virion képzés mintegy szazszorosa a joval kevésbé fogékony wtPC12

esetén mérhetd virusreplikacidnak.
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Mindez jol korrelal a korabban bemutatott viabilitasi esszék eredményeibdl
levezetett relativ érzékenységbeli kulonbségekkel, utalva az onkolitikus hataserésség
és a virusreprodukcios kapacitas kozti szoros kapcsolatra. Bar eredményeink
alatamasztjak azokat a korabbi klinikai jellegli megfigyeléseket, melyek szerint a
NBV-k képesek lehetnek proliferacio gatlé hatast gyakorolni emberi daganatsejtekre,
nem adnak pontosabb valaszt a fertézés utani események hatterére. A NBV
természetes gazdai, a madarak fert6zését kovetd folyamatokat korabban tébb
munkacsoport is vizsgalta. Lam és kollégai szerint a NBV a madarak egyes
sejtjeiben (pl.: macrophagokban, periférias vér lymphocitaiban) igen jelentés mértéki
pusztulast idéz el6, és a munkacsoport altal tapasztalt citopatias hatas hatterében
pedig apoptotikus folyamatok hiuzédnak meg [85-88]. Joggal felmerllé kérdés tehat,
hogy az altalunk medfigyelt sejtpusztulas vajon Osszevethet6-e a természetes
gazdasejtekben lezajlé apoptotikus folyamatokkal, vagy egy attdl eltérd
mechanizmus utjan valésul meg. A kérdés megvalaszolasa érdekében kulonb6zd
sejteket fertéztink MTH-68/H-val, majd az
apoptézisra jellemzd markereket kerestink.
Erdekes megfigyelés, hogy a Sindbis
virusfertézések  kapcsan leirt  nagyfoku
vakuolizacié az MTH-68/H fert6z6tt tenyészetek
tobbségeénél szintén megfigyelhetd volt (7. abra
A). A vizsgalt sejtkulturakban roviddel a
vakuolizaciét  kovetbéen zsugorodd  sejtek
jelennek meg, kornyezetukben pedig az
apoptotikus  testekre jellemzd objektumok
sokasaga lathaté (7. abra B). A morfoldgiai
jellemz6khoéz hasonléan (7. abra és 27. abra
késébb), biokémiai vizsgalatok is megerdsitet-
ték, hogy a fert6zést kdvetbéen a human daga-
natsejtekben apoptotikus folyamatok induka-
l6dnak (7-12., M4, M, abrak). A 8. abran Hela,
a 9. és 10. abrakon wtPC12 sejtek MTH-68/H

indukalta DNS fragmentacidja lathato. sejtek massziv vakuolizciéja 9 O6rdval az
MTH-68/H fert6zést kovetéen. B panel:

Apoptotikus testek megjelenése a fert6zés 10.
ordjaban. Olympus CK-2 100x objektiv.
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Az apoptozisra jellemzé ,DNS-létra” megjelenéséhez minimalisan szikséges

Hdinaktivacio
MTH-68/H sejt:virion arany

= 101 81 61 41 21 11 1:2 14 10:1 1:2 14
e il B

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
8. abra MTH-68/H fert6z6tt Hela sejtek
internukleoszomalis =~ DNS-fragmentdcidja.
Mintak: 1.: kezeletlen sejtek, 2-9.: az abran
jelzett MTH-68/H titerekkel fert6zott sejtek, 10-
12.: 30 perces forralassal héinaktivalt MTH-
68/H-val fert6zott sejtek.

MTH-68/H titer jol korrelal a HelLa sejtek relativ
érzékenységével, jelezve az MTH-68/H kivaltotta
citotoxicitas és a beindulé apoptotikus folyamatok
kozti szoros 6sszefliggést. DNS fragmentaciés
vizsgalataink a legtobb sejttipus esetében szintén
szoros Osszefuggést mutattak a DNS-fragmen-
tacio megjelenéséhez minimalisan szlikséges
MTH-68/H titer és az adott sejttipus kapcsan
meghatarozott relativ érzékenység kozott. A 8.
abran bemutatott kisérlet 10-12. mintai, melyben
a Hela sejteket 30 perces forralassal inaktivalt
MTH-68/H-val fertéztik,

egyértelmlen jelzik,

Szérum
MTH-68/H
(sejt:virion)

- - + 4+ + + o+ +

50:1 25:116:1 12,5:1 10:1

T

1 2 3 4 6 7 8

9. abra MTH-68/H fert6zétt wtPC12  sejtek
internukleoszomalis DNS-fragmentaciéja. Mintak 1.: A
Hind Il marker, 2.: széruméheztetett sejtek, 3.: szérum
jelenlétében tenyésztett kezeletlen sejtek, 4-8.: az abran
jelzett MTH-68/H titerekkel fertézott sejtek.

5

=+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ Szérum

- 5 10 15 30 60 1440 MTH-68/H (perc)
(50:1 sejt:virion)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10. abra MTH-68/H indukalt DNS-fragmentacié
dinamikdja wtPC12 sejtekben. Mintak 1.: A Hind Il
marker, 2. széruméheztetett sejtek, 3.: szérum
jelenlétében tenyésztett kezeletlen sejtek, 4-9.: MTH-68/H
fert6zott seijtek.
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hogy az apoptozis indukcids képesség
alapvetbéen a kisérleti vakcina él6
virustartalmatdél figg, annak hianyaban
a DNS-fragmentacié elmarad. Eredmé-
nyeink alapjan arra a kovetkeztetésre
juthatunk, hogy az MTH-68/H fert6zés
okozta sejtpusztulasnak és a sejtekben
beindulo

apoptotikus  folyamatoknak

egyarant a virusok
jelenléte a feltetele. Az MTH-68/H altal
kivaltott

folyamatainak

fert6z6képes

apoptozis és sejtpusztulas
tovabbi elemzése

céljabol az apoptdzis kinetikajara
vonatkozo kisérleteket végeztink (70-
11. abrak). A 10. abran bemutatott
wtPC12

ideig fertéztink, majd a

kisérlet  soran sejteket
kilénb6zé
friss médiummal

tovabbi

tenyészeteket
atmostuk és 24 o6ran at

inkubaltuk.



Medgfigyeléseink szerint a célsejtek 30-60 perces, alacsony titerl (50:1) MTH-
68/H expozicidja is elegend6é ahhoz, hogy a folyamatos 24 6ras fertézésre jellemzd
mértékli DNS-fragmentaciot tapasztaljunk. Figyelembe véve, hogy a sejtpusztulast
virusreplikacio kiséri feltételezhetjik, hogy a virionoknak ennyi idére van szikséguk
ahhoz, hogy in vitro rendszerinkben a sejtekbe jussanak. HeLa sejtek MTH-68/H
fert6zését idében nyomon koévetve (M, abra a Mellékletben) azt tapasztaltuk, hogy
amig az apoptozist befejezett, TUNEL pozitiv sejtek aranya a fertézés els6é 12 orajat
kovetden csak 25-30% kozott mozog (M4 abra D4 panel), addig a kovetkezd 6 draban
kdzel megkétszerezédik (kb. 70%, My abra E; panel), majd 24 o6raval a fert6zést

kdvetben eléri a teljes populacio kézel 90%-at (M; abra F1 panel).

A fentiekkel 6sszecseng6 eredményt kaptunk wtPC12 fert6zését kovetben a
kaszpaz-3 aktivaciora vonatkozéan is (11. abra). Az MTH-68/H fert6zést kdvetben 10

oraval a sejtekben igen jelent6s meértékben emelkedik a hasitott kaszpaz-3 mennyi-

sége, mig hasonldéan kiugré
MTH-68/H (éra, 1:10 seijt:virion arany)
- 2 4 6 8 10 12 18 24
matikus elhelyezkedésli kasz- | S Sk s """ RSO Kawpaza
- ‘ quasiionkaszpéz—Q
11. abra Kaszpdz-3, és -9 aktivdcio kinetikdja MTH-68/H fert6zétt
kimutatni (71. abra). S6t, az WFC12seitekben.

iniciator tipusu kaszpaz-9 hasitott forma- [A

valtozast a hasitott, citoplaz-

paz-9 kapcsan nem sikerult

MTH-68/H (1:10, 6ra)
janak megjelenését csak a fertézés nagyon - 2 4 6 8 10 12 24

kés6i stadiumaiban figyelhetjink meg,
amelyet messze megeldz az effektor tipusu
kaszpaz-3 hasitasi termékeinek akkumula-

cioja. A fertbzést >18 oraval kovetd kasz-

paz-9 aktivacio tehat inkabb csak kovetkez-

B MTH-68/H (1:10, 6ra)
ménye lehet az apoptotikus folyamatoknak. [ ko - 2 4 6 8 10 12 24
Erdekes moédon a receptor-aktivalt kasz- <A
paz-8 kimutatasara iranyulé kisérleteink is A

negativ eredmeényre vezettek. Eziranyu

kisérleteinkhez kaszpaz-3 deficiens MCF-7,

4 5 6 7 8

valamint kaszpaz-3 pozitiv DU-145 Sejteket 12. abra A kaszpdz-8 aktivdcié Western-blot analizise
MCF-7 (A panel) és DU-145 (B panel) sejteken.

hasznaltunk (12 ébra). Mindkét panelen az ”A” savban az inaktiv 55-57 kD-os
pro-kaszpaz-8, mig a "B” savban a 41kD-os hasitasi
termékek lathatok.
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Az irodalmi adatok szerint a prokaszpaz-8 inaktivalt formaja egy 55-57 kD
latszolagos molekulasulya fehérje, mely hasitasat kovetéen az immunoblot
analiziseken egy 41kD-os pre-domén mellett egy 18 kD-os aktiv termékként jelenik
meg. Amint az a 12. abran lathaté, sem az MTH-68/H fert6zoétt MCF-7 (12. abra A),
sem a DU-145 sejtekkel (12. abra B) végzett vizsgalatainkban sem a kaszpaz-8
inaktiv formajanak mennyiségében, sem az aktivalt kaszpaz-8 fragmentumok akku-

mulaciéjaban nem tudtunk érdemi valtozasokat kimutatni.

A kaszpaz-8 és -9

MTH-68/H (1:10, 6ra)
2 4 6 8 10 12 18 24

e R ot kaszpiz-3
F --v Hasitott kaszpazo | OO/H fertézott PC12 sejtekben a

= r"‘m Hasitottkaszpaz-12 | 11, Abran bemutatott kaszpaz-3

aktivaciéval korrelald kaszpaz-12

aktivacioval ellentétben az MTH-

13. abra A kaszpdz-12 aktivdcié PC12 sejteken.
aktivaciot sikerult azonositanunk

(13. abra). A hasitott kaszpaz-12 megjelenése 8 oraval a fert6zés kezdetét kovetden
mar egyértelmlien kimutathatd, amelyet idében a kaszpaz-3 aktivacioja kovet. A
kaszpaz-12 lehetséges szerepét tamasztjia alda a molekula endoplazmatikus
retikulumbdl térténé felszabadulasa és az ezt kdvetd nuklearis transzlokacioja (M,
abra a Mellékletben). Immuncitokémiai vizsgalataink szerint a kaszpaz-12 nuklearis
megjelenése a PC12 sejtek MTH-68/H fert6zését kdvetd 10. oratdl mar egyértelmien
kimutathatoé (M, abra d és e panelek). Az endoplazmatikus retikulumba (ER) lokalizalt
kaszpaz-12 aktivaciéja az ER-stressz hatasok kovetkeztében jon létre, melyet

jellemzéen az adott sejt transzlacios

MTH-68/H (1:10, éra)
0 1 12 18 A gépezetének a transzlacié iniciaciojan

P-elF2u (Ser51)

56 v - e

— . keresztlli  leallitasa  kOvet. Minthogy
wectz korabbi 2nyei MTH-68/H

- e e

eredményeink az
Aktin

kivaltotta sejtpusztulast egyértelmien az

aktiv  virusreplikaciohoz kotik, és a

MTH-68/H (1:10, éra)
8 10 12 18 2

virusfehérjék szintézise konnyen okozhat

P-elF2u (Ser51)

tulterhelést a célsejtek ER-ban, megvizs-

MCF-7 el {3 Vs .7 Vs r
— " galtuk az ER-stressz medialasaban

Aktin szerepet jatszd néhany tovabbi molekula

14. abra Az elF2a foszforilacié vizsgalata MTH-68/H
fert6zott wtPC12 és MCF-7 sejtekben.

lehetséges szerepét.
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Az ER-stressz regulacié egyik kozponti molekulaja az eukaridta transzlacio
iniciacidjat szabalyozé elF2a. Az elF2a 51. szerin oldallancan végrehajtott
foszforilacio a fehérje inaktivalodasahoz, ezen keresztll pedig a poliszémakon zajlé
fehérjeszintézis leallasahoz vezet [89]. Kisérleteink szerint az elF2a gatldasa PC12
sejtekben a fert6zés 10-11. 6rajaban valik kifejezetté (14. abra). igy az elF2o
inaktivacidé néhany éraval a kaszpaz-12 aktivaciét kovetden torténik és idében inkabb
a kaszpaz-3 aktivacioval esik egybe. A legkevésbé MTH-68/H érzékeny MCF-7
sejtek esetében az elF2a foszforilacié kezdete néhany oraval késébbre, a fertézést

kovetd 12., mig maximuma a 18. orara tehetd (74. abra).

Az elF2a szabalyozasaban szamos fehérje kinaz vesz részt. Ezek kozul az
ER-stressz regulaciéban a protein kinaz R-szerli ER-lokalizalt kinaz (PERK) tlnik
kiléndsen fontosnak [90]. A PERK immunoblot vizsgalata PC12 sejtekben érdekes,
de korantsem varatlan eredményre vezetett. MTH-68/H fertézés alatt a PERK egy

relative  gyengébb  nyugalmi

MTH-68/H (1:10, éra)
2 4 6 8 10 12 18 24

fertbzés els6 8-10 o6raja alatt . P-PERK (Thr 981)

foszforilacios allapotbdl a

er6sebben foszforilalt allapotba

. , . . PERK

a kezelés 10. orajat kovetden 45 apra perk foszforilicio PC12 sejteken.
(15. abra). A PERK foszforilacio

tehat idében megel6zi mind az elF2a foszforilaciot, mind a kaszpaz-3 és -12

aktivaciot. Az ER-stressz medialasaban résztvevdé molekulak kitintetett szerepére a
kdézelmultban tébb kdzlemény is utalt. Egér pancreas p-sejtek RNS-virus fert6zéseket
kovetd apoptotikus pusztulasanak modellezésekor korai protein kinaz R (PKR) - egy
kettds szalu RNS-ek altal aktivalt és az antiviralis védekezés kdzponti molekulajanak
tartott masik elF2a kinaz - aktivacidjat kovetéen a nuklearis faktor « B (NFxB)
nuklearis transzlokaciojat figyelték meg [91]. Az NFxB nuklearis transzlokacidjat e
sejtekben kaszpaz-12 aktivacio és TNF-receptor asszocialt ligand (TRAIL) indukcid
koveti. Sajnos a PKR szerepére iranyuld sajat kisérleteink ellentmondasos
eredményekre vezettek, igy e molekula lehetséges szerepe az MTH-68/H fert6zést

kovetd sejtpusztulasban egyelbre nem tisztazott.

35



AZ MTH-68/H kivaltotta apoptozis p53 fiiggetlen

Inzutin stb.

NOvekedés! faktorok Az apoptoézist szabalyoz6

Sejtmembran

202900290080 0908980G0RLLONGAGR009
PDK1/2
PTEN  AKT/PKB
D Thr3o

fehérjék kozott kozponti helyet foglal el

egy rovid féléletideji, 53 kD
molekulasulyl transzkripciés faktor — a
p53. A fehérje klinikai jelentéségét jelzi,

hogy a human daganatok mintegy

& @ felében e tumorszuppresszor funkcio-
u:gs vesztd mutaciojat azonositottak. Mint
transzkripciés faktor, szamos gén

o CATM J expresszidjat iranyitja, melyek kozott

Q i sejtciklust szabalyozé, DNS repair,
|—> illetve proapoptotikus fehérjék génjei

egyarant megtalalhatok (p21, GADD45,
16. abra A p53 Akt/PKB — MDM2 medialt szabalyoza-
sdnak vazlata. Bax) [92, 93]

Az MTH-68/H-val végzett, el6z6ekben targyalt vizsgalataink eredményei arra
engednek kovetkeztetni, hogy a vizsgalt sejtekben a fert6zés hatasara intenziv
apoptotikus folyamatok zajlanak. Ugyanakkor, ha Osszehasonlitiuk az egyes
fogékonynak bizonyult sejtvonalak genotipusait, kitinik, hogy szamos sejttipust —
HT-29, DU145, PC3, Panc-1, HelLa, U373, LNZTA3WT4, A431 — mutans p53 allélok
jellemeznek, mig néhany sejtvonalrol — wtPC12, MCF-7, HCT-116 — biztosan tudjuk,
hogy vad tipusu p53-at (wtp53) expresszal (6. tablazat). Mindez talan arra utal, hogy
a klinikai szempontbdl oly fontos p53 mikddés nem szikséges az MTH-68/H
indukalta apoptdzishoz, bar az Aaltalunk vizsgalt sejtvonalak kozvetlen
Osszehasonlitasat neheziti az a tény, hogy az egyes sejttipusok nem kizarélag p53
statuszukban térnek el egymastol. Részben a human daganatokban tapasztalt wtp53
allélok funkciovesztd mutacidinak gyakorisaga, részben a jelenlegi onkoldgiai
stratégiak tobbségének p53-figgd hatasmechanizmusa miatt egy p53-fuggetlen
onkolitikus mechanizmus a viroterapia szamara rendkivul komoly elényt jelentene.
Minthogy az MTH-68/H onkolitikus aktivitasahoz kapcsolodo p53 fuggéség kérdéseét

fontosnak éreztik, a p53 lehetséges szerepére iranyul6 vizsgalatokat végeztink.
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Kisérleteink egy részéhez az American Tissue Culture Collection készletébdl

szarmazo, human, deletalt p53
l6kuszokat tartalmazé glioblastoma Tot - Tot
Uv,.
sejtvonalat — LNZTA3WT4 — alkalmaz- 100 — - p-MDM2 (Ser 166)
tunk. A sejttipus érdekessége, hogy az | °~
' ! s0 - [ ps3

eredetileg p53-deficiens  sejteket 50 — N p-PTEN (Ser 388)
stabilan transzfektaltak egy tetraciklin so — I PTEN
represszor altal szabalyozott wtp53-at —— * Aktin
tartalmazo expresszios plazmlddal 17. abra A p53 és PTEN expressziojanak, illetve az MDM2

; gz ; foszforilaltsaganak Western-blot vizsgdlata LNZTA3WT4
(Ian 4. tablazat)’ melynek eredmé- sejtekben. ,Tet-”: tetraciklin nélkul, ,Tet+”: tetraciklin

jelenlétében tenyésztett és kezelt sejtek.; K: kezelés nélkiili,
UViz: 120° UV besugarzas utani mintak. A ,Ser 166" és ,Ser
388” a megfeleld szerin amindsavakat jelolik.

nyeként a tetraciklin jelenlétében
tenyésztett sejtek nem, mig a tetraciklin

nélkuli kérnyezetben fenntartott sejtek ...

1,500 B | NZTA3WT4 (Tet+) kontroll
r ;s vz EEILNZTA3WT4 (Tet-) kontroll
expresszalnak wtp53 fehérjét. E=3Pcs foniol
jzgz —e—PC3 (MTH-68/H)
Western-blot eredményeink a fentieket .« o INTTAOWT (Te /T
—8—HT-29 (MTH-68/H)

o 1 1
. e 1om
allélt nem kifejezd sejtekben nemcsak

0,500

igazoltak (17. abra). Az exogén wtp53

0,400

a p53, hanem a p53 szabalyozasaban ...
fontos és p53-szabalyozott fehérjek = kw

0,100

sem termeldédnek illetve aktivalédnak. o

100/1 50/1 101 51 n 115 110 1/50 1/100 1/200 A
Seijt:virion arany A: Anizomicin (1 pug/ml)

Természetesen a nem termel6dd ) ) )
18. abra Az LNZTA3WT4, PC3 és HT-29 sejtvonalak MTH-
fehérigk UV besugarzas okozta  6&H érzékenysége.
indukcidja szintén elmarad. igy, az
MTH-68/H 1:10 (6ra) UV,
LNZTA3WT4 jeli klonnal végzett - W, 2 4 10 12 S NS NP

vizsgalatok soran — az indukalt vagy .,'.’.'. ’Q'
p53-bol

ségektdl eltekintve — egyéb, genotipus-

represszalt ered6 kulonb-

bél fakadd eltérések hatasaival nem
kellett szamolnunk. Az LNZTA3 WT4

glioblastoma sejtekkel végzett citotoxi-

19. abra A p53 DNS-koté aktivitisa MTH-68/H fert6zott
wtPC12 sejtekben. Roviditések: UViy: 120 perces UV
besugarzas; S: specifikus kompetitor (jeldletlen p53 specifikus
oligonukleotid); NS: nem-specifikus kompetitor (jeloletlen AP1
specifikus oligonukleotid); NP: fehérje izolatum nélklli minta. Az
S és NS mintakban az UV kezelt sejtek magfehérjéivel tortént az
inkubacio.

citasi vizsgalataink a sejtvonal MTH-
68/H
mutattak (78. abra).

iranti nagyfoku érzékenységét
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MTH-68/H 1:10 (6ra)
- A, 2 4 6 8 1012
-5

UV,
S NS NP

e ]

v

20. abra A p53 DNS-ko6t6 aktivitaisa MTH-68/H
fert6zott HCT-116 sejtekben. Roviditések: UVz:
120 perces UV besugarzas; A 12 odras
anizomicin  kezelés (1pg/ml) S: specifikus
kompetitor (jeldletlen p53 specifikus oligonuk-
leotid); NS: nem-specifikus kompetitor (jeldletlen
c-Myc specifikus oligonukleotid); NP: fehérje
izolatum nélkuli minta. Az S és NS mintakban az
UV kezelt sejtek magfehérjéivel tortént az

Jelentds érzékenyseégbeli eltérést sem a
tetraciklin hianyaban, sem az annak jelenlétében
tenyésztett és fert6zott sejtek esetében nem
mértink. A relativ érzékenység a mar korabban
vizsgalt, mutans p53 allélokat hordozé HT-29
PC-3 prostata vagy A431 bor
eredetl sejtekéhez hasonlo (7. tablazat). A
tovabbi érdekében,
wtp53-at expresszald wtPC12 illetve HCT-116

sejtek felhasznalasaval megvizsgaltuk a fertézott

colorectalis,

kérdés tanulmanyozasa

sejtek sajat p53 fehérjéinek DNS-kot6 aktivitasat
(19-20. abra). Az endogén p53 aktivacio egyik

inkubacio.

faktor

konszenzus szekvenciaihoz torténd fokozott kdétédése (716. abra). A wtPC12 sejtekrél

kozponti lépése a  transzkripcids
sajat és irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az NGF kezelést kdvetd proliferacio-
gatlas és neuronalis iranyu differenciacié egyik mediatora épp a p53 [94, 95], jelezve
a funkcidképes, wtp53 molelulak jelenlétét. Ezzel dsszhangban, a 19. abran lathaté
gél-retardacios esszé eredményeként kapott elektroforetogramm egyértelmien jelzi
a wtPC12 sejtek 120 perces UV besugarzasat kovetbéen — a kezeletlen, proliferald
wtPC12 sejtekhez képest —nagyobb mennyiségl, specifikus p53-DNS komplexek
kialakulasat (19. abra, fekete haromszbéggel jelzett sav). Az MTH-68/H fert6zott
wtPC12 sejtekkel végrehaijtott DNS koétddési vizsgalataink eredményei azonban nem
mutattak valtozast a p53 konszenzus szekvencia kotésének mértékében a fertézés
elsé 12 orajaban, jollehet korabbi kisérleteink igazoltak, hogy 12 6raval a fert6zést
kovetéen a wtPC12 sejtek pusztulasa iranyaba mutatdé molekularis ,dontés” mar

megszuletett.

Erdekes médon, ha nem is jelentds mértékben, de eltéré eredményeket adtak
a p53-at ugyancsak expresszalé HCT-116 colorectalis carcinoma sejtvonallal végzett
kisérletek. Amint a 20. abran lathatd, a kezeletlen, proliferald6 HCT-116 sejtekhez
képest a fert6zott sejtekben a fert6zés elbrehaladtaval arnyalatnyi, p53 aktivaciora
utalé DNS ko6tédési tendencia bontakozik ki, de ez semmiképp sem dsszemérhetd a
metodikai kontrollként alkalmazott,

UV besugarzott mintakban tapasztalhato

emelkedéssel.
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A p53, elsésorban genotoxikus hatasokra, vagy proliferaciot el6idézé fokozott

c-Myc transzkripcionalis aktivitas hatasara, jellemzéen az Apaf-1 és kaszpaz-9

medialta intrinsic rendszeren keresztul fejti ki szabalyozott sejthalalt kivaltd — és igy

tumorszuppresszor — hatasait [96]. Sajat eredményeink dsszhangban allnak ezekkel

az adatokkal, hiszen kisérleteink soran nem, vagy csak jelzett mértékl p53 aktivitas

mellett, csak késleltetett és gyenge — valoszinlleg szekunder — kaszpaz-9 aktivitas-

fokozodast sikerult kimutatnunk (11. abra). Kozvetlen és kozvetett eredményeink

alapjan ugy tilnik, hogy a vizsgalt in vitro rendszerekben, az MTH-68/H fert6zésre

adott apoptotikus sejtvalasz medialasaban az endogén p53 funkciok feltehetéen nem

jatszanak kozponti szerepet.

A c-Myc és NF«B transzkripcios faktorok

aktivacioja MTH-68/H fert6zés soran

Természetesen elképzelhet6,
az MTH-68/H

altalanosan csokken a fert6zott

hogy

fert6zest kovetben
sejtek
transzkripcionalis aktivitasa, igy eredmé-
nyeink tovabbi ellen6rzése céljabdl a 19. és
20. abrakon

alkalmazott magfehérje izolatumokkal ujabb

bemutatott kisérletekben

gélretardacioés vizsgalatokat végeztink, de

ezuttal a c¢c-Myc, egy az apoptozis
szabalyozasaban ugyancsak fontosnak
tartott transzkripcidés faktor, konszenzus

szekvenciajat tartalmazo oligonukleotidok
felhasznalasaval. A 21-22. abrak tanusaga
szerint sem wtPC12, sem HCT-116 sejtek-
ben nincs jelen altalanos transzkripcionalis
aktivitas csokkenés. So6t, wtPC12 sejtekben
a c-Myc DNS kotédésének mértéke jelentés
mar az MTH-68/H

emelkedést mutat

fert6zés 4. 6rajatol kezdédben.

MTH-68/H 1:10 (6ra) 6h
W, 2 4 6 8 1012 S NS NP

SRS

21. abra A c-Myc DNS-kot6 aktivitasa MTH-68/H
fert6z6tt wtPC12 sejtekben. Roviditések: UVi: 120
perces UV besugarzas; S: specifikus kompetitor
(jeloletlen c-Myc specifikus oligonukleotid); NS: nem-
specifikus kompetitor (jeldletlen AP1 specifikus oligo-
nukleotid); NP: fehérje izolatum nélkili minta. Az S és
NS mintakban a 6 6ras MTH-68/H kezelés magfehér-
jéivel tortént az inkubacio.

MTH-68/H 1:10 (6ra) 6h
- UWy,A, 2 4 6 8 10 12 S NS NP

PRNIVNIVIPER

22. abra A c-Myc DNS-két6 aktivitisa MTH-68/H
fert6z6tt HCT-116 sejtekben. Roviditések: UViz: 120
perces UV besugarzas; Aq,. 12 6ras Anizomicin kezelés
(1pg/ml) S: specifikus kompetitor (jeldletlen c-Myc
specifikus  oligonukleotid);  NS:  nem-specifikus
kompetitor (jeldletlen AP1 specifikus oligonukleotid);
NP: fehérje izolatum nélkili minta. Az S és NS
mintakban a 6 6ras MTH-68/H kezelés magfehérjéivel
tortént az inkubacio.
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MTH-68/H 1:10 (éra) A,
- UV,A, 2 4 6 8 10 12 S NS NP
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-

23. abra A NFxB DNS-koté aktivitasa MTH-68/H
fert6zott wtPC12 sejtekben. Roviditések: UVg: 60
perces UV besugarzas; A,. 12 6ras Anizomicin kezelés
(1ug/ml) S: specifikus kompetitor (jeldletien NF«xB
specifikus  oligonukleotid); NS:  nem-specifikus
kompetitor (jeldletlen p53 specifikus oligonukleotid);
NP: fehérje izolatum nélkili minta. Az S és NS
mintakban a 12 éras anizomicin kezelés magfehérjéivel
tortént az inkubacio.

MTH-88/H 1:10 (6ra) A,
- UV,A, 2 4 6 8 1012 S NS NP

24. abra A NFxB DNS-kot6 aktivitaisa MTH-68/H
fert6zott HelLa sejtekben. ROoviditések: UVgy: 60
perces UV besugarzas; A, 12 éras Anizomicin kezelés
(1ug/ml) S: specifikus kompetitor (jeldletlen NF«xB
specifikus  oligonukleotid); NS:  nem-specifikus
kompetitor (jeldletlen p53 specifikus oligonukleotid);
NP: fehérje izolatum nélkili minta. Az S és NS
mintakban a 12 éras anizomicin kezelés magfehérjéivel
tortént az inkubacio.

Hasonl6, bar talan kissé arnyaltabb c-
figyelhet6 meg HCT-116

sejtekben is. Erdekes ugyanakkor, hogy amig

Myc aktivitas

a wtPC12 sejtek két éras UV besugarzasa
p53 és c-Myc aktivaciot egyarant eredmeényez
(19. és 21. abrak), addig HCT-116 sejteknél
ez a jelenség elmarad; az UV irradiaciot
kovetd p53 aktivitds novekedése mellett a
kezeletlen, proliferadl6 sejtek alap c-Myc
aktivitasahoz meérten inkabb csokkent c-Myc

kotédés figyelheté meg (22. abra).

Az MTH-68/H fert6zés tumorsejtek
transzkripciés mintazatara kifejtett hatasarol
korvonalazédd képet tovabb szinesiti, hogy
mind wtPC12, mind a funkcionadlisan p53
defektivnek tartott HelLa sejtekben, a c-Myc
aktivaci6  korabban latott  kinetikajahoz
hasonléan nuklearis faktor kappa B (NF«xB)
aktivacio is azonosithatdé (23-24. abra). Az
NF«B aktivacio a fert6zést kovetéen a c-Myc
aktivacidhoz képest gyorsabban kialakul. A

kapott eredmények mintdzata az MTH-68/H

fert6zott Hela sejtekben eltér az UV
besugarzott sejtekben tapasztalhatotol, de

nagyon hasonlé a teljes fehérjeszintézis

blokad soran (24. abra A, minta) kimutathaté

valtozashoz. Jellemzéen kulonb6zéd molekulasulyd DNS-fehérje komplexek jonnek

létre, melyek mindegyike specifikusnak bizonyult és amelyek kdzil a nagyobb

molekulasullyal rendelkezék 8 oraval a fertézést kdvetéen mutathatdk ki. Az NFxB

DNS-kotédési vizsgalataink eredményei igy egy NFkB — PERK / kaszpaz-12 —

elF2a / kaszpaz-3 lehetséges eseménysor aktivalédasara utalhatnak.
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OSSZEFOGLALAS

A human és nem human virusok emberi daganatokra gyakorolt elényds
hatasai régota a tudomanyos kdzosség érdeklédésének targyat képezik. Az 1900-as
évek elejére visszanyulé kutatasoknak kdszonhetéen mara sikerllt definialni azokat
a virus fajokat, amelyek rendelkeznek egy teoretikus onkolitikus agens

potencialjaval.

Bar a kisérletek kdzéppontjaban allé onkoterapias agensek altalanos klinikai
bevezetése még nem torténhetett meg, a hatékony virusterapias eszkdzok
kifejlesztésére tett ertfeszitések eredményei alapjan szamos, a virusok terapias
felhasznalasanak korlataira vonatkozé megallapitdas mar ma is megfogalmazhato.
Elméleti megfontolasok, illetve az eddigi medfigyelések alapjan ma egy olyan
virusterapias eszk6z iranti igény korvonalazédik, amely szelektiven képes
elpusztitani a tumorosan transzformalt sejteket, mig az egészséges szbévetekre nem
gyakorol hatast. A folyamat soran ugyanakkor kivanatos lenne a terapias ,eszk6z”
szikség szerinti, de kontrollalhatd replikacidja és propagacidja a tavolabbi
daganatsejtek iranyaba is. Jdllehet a vizsgalt onkolitikus agensek in vitro
meglehetésen gyorsan képesek szaporodni, in vivo szaporodasuknak, és igy
effektivitasuknak is gyakran gatat szabnak az eltér6 szoveti korulmények. A
tumorokban talalhat6é kotészovet mennyisége, a daganat vaszkularitasa, a daganatos
sejtek receptordenzitdsanak mértéke, a daganatokban gyakori nekrotikus terlletek
jelentésen ronthatjak a terapiasan alkalmazott virusok propagalasat, és igy azok
onkolitikus hatasat. A potencialisan immunkompetens betegekben kifejl6dé antiviralis
folyamatok ugyancsak jelentésen csokkenthetik a hatasfokot, bar a két folyamat kozti
kapcsolat még tisztazasra szorul. Hasonléan donté mozzanata lehet a virusterapias
eljarasok soran a kezelés technikaja is. Az eddigi vizsgalatok szerint a legtobb
esetben, a betegekben megjelend neutralizalé antitestek, illetve a retikulo-
endotelidlis rendszer sejtjeinek reakcidi csak abban az esetben nem rontjak
szamottevéen a virusterapia hatasfokat, ha a viruspartikulumokat kozvetlenll a

tumoros szovetbe juttatjak.
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A neutralizalé antitestek ugyanakkor az intravaszkularis bevitelt kovetd
virusreplikaciot igen nagymértékben csokkenthetik, jollehet a tavoli, kozvetlenul nem
hozzaférhetd metasztazisok elérése csak intravaszkularis mddon tlnik

megvaldsithaténak.

A viroterapia gyakorlati bevezetését segiteni hivatott eréfeszitések mindeddig
két f6 iranyban haladtak; egyrészt néhany hatékonynak itélt virus molekularis
bioldgiai mdédszerekkel torténd atalakitasa segitségével, masrészt egyes sajat, belsd
onkolitikus tulajdonsaggal rendelkezé agensek attenualt formainak felhasznalasaval

biztonsagos onkoldgiai eszkozt 1étrehozni.

Kutatasi programunk soran ez utobbi torekvéshez kivantunk hozzgjarulni,
amennyiben a Newcastle betegség virus egy onkolitikus célra mar alkalmazott
attenualt variansanak — az MTH-68/H — hatékonysagat illetve onkolitikus hatasanak
mechanizmusat kiséreltUk meg a korabbiaktol eltéeréen feltérképezni. A
kooperacioban végrehajtott vizsgalatsorozat célja az onkoterapias agens in vitro
korulmények kozotti vizsgalata, a kulonb6zd szoveti eredetli daganatsejtek
fogékonysaganak meghatarozasa, a fert6ézés intracellularis elemekre gyakorolt

hatasanak jobb megismerése volt.

Vizsgalatsorozatunkban sikerult bizonyitanunk, hogy a Newcastle betegség
virus MTH-68/H jell izolatuma in vitro valdban képes a természetes gazdaseijtjeitdl
eltérd rendszertani besorolasu (emlés/human) sejtekre is hatast gyakorolni. Az MTH-
68/H infekcio a célsejtek szovettani eredetétdl fuggetlenll a tumorsejt-tenyészetek
pusztulasahoz vezet. Az MTH-68/H citotoxikus hatasa egyenes korrelaciét mutat a
felhasznalt virustiterekkel, de az alkalmazott daganattipusté fliggéen eltéré mértéki
(5. tablazat). A fokozott érzékenységet mutatod glioblastoma és melanoma vonalak
mellett kulondsen érzékenynek bizonyultak a pancreas tumor és a cervix carcinoma
eredetl sejtvonalak, mig a legkevésbé érzékenynek az emlédaganat eredetii MCF-7
sejtvonal tdnik. Mindez arra utal, hogy az egyes daganattipusok eltér6 geno- és
fenotipusa ugyan kulonb6z6 MTH-68/H érzékenységet alakithat ki az adott
sejtvonalban, de az az eltéré érzékenység mellett altalanosan megfigyelt citopatias
hatas és egy alapvetéen minden vizsgalt tumoros eredetli sejtvonalban jelen lévé

mechanizmust feltételez.
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A vizsgalt és MTH-68/H szenzitiv sejtvonalak tdbbségének ismert onko- és
tumorszuppresszor gén ,mintazata”, a viszonylag gyakori és jol ismert ras és p53
mutacioktdl eltekintve, meglehetésen eltér6 (4. tablazat). Ezek kozul csak az
inaktivalodott pb3 az, amely kdézés mind a két legnagyobb érzékenységet mutatod
Panc-1 és HelLa, mind a némileg alacsonyabb de még mindig jelentfs érzékenyseéget
mutatd egyeéb sejttipusok kozott is. Ezzel szemben a legalacsonyabb relativ
erzékenységu MCF-7 sejtvonal vad tipusu p53-at expresszal, mig a ras tekintetében
oly gyakori pontmutaciok helyett ,csak” az N-ras - az egyes MCF-7 szubklénokban
kilonbdz6 mértékl - amplifikacidjat irtak le. Irodalmi adatok alapjan az MCF-7
sejtvonal Osztrogéndependens, széruméheztetésre sejtpusztulassal valaszol, de
ugyanakkor a casp-3 gén delécidja miatt kaszpaz-3 deficiens. Az azonos
korulmények kozott végzett MTH-68/H  fertbzések ugyanakkor hatastalannak
bizonyultak nem transzformalt fibroblaszt kultarainkon. Ugy tinik tehat, hogy a
funkciovesztd p53 és/vagy funkcidnyerd ras mutaciok jelenléte fokozza, mig ezek
hianya inkabb csokkenti az MTH-68/H fert6zés iranti fogékonysagot, megerdsitve,
hogy az MTH-68/H kivaltotta sejtpusztulas a célsejtek daganatos fenotipusaval van
szoros kapcsolatban; sikeres fertézés a daganatos eredettel biré sejttenyészetekben

jon létre.

A transzformalt sejtek fert6zése soran virusreplikacio zajlik, melynek mértéke
az egyes sejttipusok kapcsan meghatarozott relativ érzékenységgel mutatott szoros
Osszefuggést, mig az MTH-68/H rezisztens fibroblaszt kulturakban a
virusszaporodas telies mértékben gatolt. Ugy tiinik tehat, hogy az MTH-68/H
replikacidjanak lehetésége és mértéke, valamint az MTH-68/H fert6zést kovetd

sejtpusztulas kdzott szoros kapcsolat van.

A szakirodalom, egyes in vivo vizsgalatok alapjan, a viralis onkolizisért felel6s
folyamatokban nagy jelent6séget tulajdonit a fert6z6 agensek hatasara kibontakozoé
kilonféle immunolégiai folyamatoknak. Sajat kisérleti rendszereink azonban
mentesnek tekinthetdk azoktdl az aktiv immunoldgiai elemektdl, amelyek az MTH-
68/H fert6zés soran tapasztalt sejtpusztulast medialhatnak. Kisérleteink alapjan igy a
tapasztalt sejtpusztulasért egyértelmien az MTH-68/H fert6zés direkt citotoxikus

hatasat tehetjik felelssé.
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Normalis mitokondriumok

Apoptotikus testek

26. abra Az apoptézis morfolégiai
jellegzetességei

A tobbsejtll, kulondsen a valodi szovetekkel
rendelkez6 szervezetek egyik nélkulozhetetlen
tulajdonsaga az individualis sejtek szabalyozott
pusztulasa, apoptézisa. Ez a rendkivll dsszetett, a
sejtciklus szabalyozasaval szorosan dsszefonddo,
minden elemében a mai napig feltaratlan folyamat
teszi lehetbévé tobbek kozott az egyes szervek,
szervrendszerek, testtajak, az adott fajra jellemzé
kialakulasat. Ugyancsak apoptézis szabalyozza a
szOvetek homeosztazisat és Oregedését, illetve
egyes betegségek kialakulasat és lefolyasat is. Az
apoptotikus sejtpusztulas alapvetben a sejt illetve
az egyes sejtalkotok zsugorodasaval jar egyutt (26.

abra). A membranszerkezeti valtozasok érinthetik a

mitokondrialis, illetve az endoplazmatikus membranrendszereket is, de a

membranszerkezetben bekovetkez$ valtozasok ellenére azok integritasa mindvégig

megmarad (26. abra). Az apoptozist karakterisztikus nuklearis valtozasok is kisérik; a

kromatin kondenzacioja mellett (27. abra A) a sejtmag — és maga az 6rokité anyag is

27. abra A. Kromatin konden-
zdci6 apoptézisban MTH-68/H
fert6zott HelLa sejtek, 24 oraval
a fert6zést kovetdéen. Propidi-
um-jodid magfestés, Olympus
BX-61, 60x immerziés objektiv.

27. abra B. Internukleoszoma-
lis DNS fragmentdcié wtp53-
mal transzfektalt, az exogén
p53-at konstitutivan kifejezé
wtPC12 sejtek spontan
apoptézisa sordn. (A szerz6
sajat felvételei.)

B
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(27. abra A) — feltdredezik (karyorrhexis), apro,
maghartyaval hatarolt egysegek létrejottét
eredményezve (26. abra). Az apoptdzis késoéi
fazisaban a lefiz6d6 membrankomponensekbdl
kialakulnak az apoptotikus testek (26. abra),
megakadalyozva a sejttartalom extracellularis térbe
torténd kijutasat. In vivo a kérnyezé szoveti sejtek
felismerik az elpusztult sejteket majd fagocitaljak
azokat, igy a sejtpusztulas gyulladasi reakcioktol
mentesen zajlik le. A szabalyozott sejthaldl
folyamatat legalabb négy f6 szakaszra bonthatjuk
[97, 98].

Az elsé fazis soran a sejteket szabalyozott

sejthalalt kivalté hatas éri.



Ezek a legklulonfélébbek lehetnek; a  szOvettenyészeti  sejtek
szérumeheztetésétdl a farmakologiai agenseken, kemikaliakon, UV-, vagy radioaktiv
besugarzason, a szoveti sejteket szabalyozott sejthalalra kényszeritd citotoxikus T

limfocitakon at a virusfert6zésekig.

A masodik fazison a szabalyozott sejthalalt kivaltdé stimulus detektalasat és a
szignal sejten bellli kozvetitését értjuk, mely szerint a szabalyozott sejthalalt kivalto
hatasokat két csoportba sorolhatjuk. Egy részik sejtfelszini halalreceptorokon
keresztll (Fas, TRAIL-receptorok, TNFR-a), un. ,extrinsic” médon jut érvényre, mig a
stimulusok masik része (mint pl.: egyes kemoterapias szerek, kemikaliak, UV-, vagy
a radioaktiv irradiacié) ,intrinsic’ maodon, kdézvetlenil egyes intracellularis
sejtalkotokra (pl.: mitokondrium, endoplazmatikus retikulum), vagy molekulakra (pl.:
DNS) gyakorolt hatasaik réven valtanak ki apoptozist (28. abra). A TNF-a receptor
szupercsaladba tartoz6 halalreceptorok, ligandjaik hatasara jellemzé trimereket
alkotnak és tovabbi, immar intracellularis molekulakat megkotve tovabbitjak az
apoptotikus szignalokat. A receptor-trimerek és effektor molekulaik (pl.: FADD) kozti
kapcsolat a mindkét molekulatipusban megtalalhaté halaldomének kozotti fehérje-

fehérje kolcsonhatasok utjan valosul meg.

A kialakul6 fehérjekomplexek prokaszpaz-8 i'?f:s Sop—— Apopfotikus szigndi
és -10 megkotésén és aktivalasan keresztul
. "y s . s . . 29 9909060090900 00000000000000000
inditjak el a szabalyozott sejthalal extrinsic .}:: FADD
ey e . . . , Citokrod
Utiat  (28. &bra). Az intrinsic Gt \ Kioramids
jellegzetessége, hogy rendszerint a I
. . , .. vl e e Progeg®, 12 Prokaszpoz-9
mitokondrium  aktiv  kozremikodésével
Kaszpaz-8, -10 ——
7 . . . ” Koszpaz-9
valésul meg. A mitokondrium  kiils& _\‘_"/_ L8
Prokaszpaz-3,-7 Mitokondrium
membranjaban képz6d6 porusokon  at . A
Kaszpaz-3,-7
mitokondrialis fehérjek jutnak a ¥ v X\
. i . B B Prokaszpaz-6 PARP DFF
citoplazmaba (pl.: citokrom-c), melyek mas, v \/ \/
, . , ., , Kaszpaz-6  Hasitolt PARP  Hasitolt DFF
a szabalyozott sejthalalban szerepet jatszé
APOPTOZIS

molekulakkal Osszekapcsolédva egy

28. abra Extrinsic és intrinsic apoptézis szignalok

N Iy - . altal indukalt kaszpazok. FADD: Fas asszocialt "halal"
jelindito  feherjekomplexet hoznak létre  omen, PARP: poli(ADP-ribsz) polimeraz, DFF: DNS

fragmentacids faktor.
(Apaf-1).
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Mind az extrinsic, mind az intrinsic folyamat elinditasaban és végrehajtasaban
egyarant alapvetbnek tlnik egy, a sejten belil mikodé proteolitikus kaszkad-
rendszer, melynek tagjai 6nmagukat is beleértve, célfehérjék egész sorat képesek,
azok aszparaginsav amindsavainak C-termindlisa mellett hasitani (cisztein aszpartat
proteazok - "kaszpazok") [99] (28. abra). A jelenleg eml6sdkben ismert 14 kaszpaz
kozul 11-et emberben is azonositottak. A kaszpazok funkcionalisan harom csoportra
oszthatok: iniciator (kaszp-2, -8, -9, -10, -12), effektor (kaszp-3, -6, -7, -12) illetve a
gyulladasos reakciokban résztvevé kaszpazok (kaszp-1, -4, -5, -11). Az el6bbiek a
kilonféle szabalyozott sejthalalt indukalé szignalok hatasara, proteolitikus
hasitasukat kdvetben aktivalodnak és hasitjak a hierarchiaban alattuk elhelyezked6
prokaszpazt/okat. A kivaltd stimulustol fuggben két f6 kaszpazkaszkad palyat
ismerunk, melyek kézul az ugynevezett extrinsic és intrinsic utakat a 28. abra mutatja
be vazlatosan [100]. A teljes képhez azonban hozzatartozik, hogy az extrinsic és
intrinsic utak mellett Iétezik egy tovabbi, alternativ lehetéség is a szabalyozott

sejthalal kivaltasara.

Az endoplazmatikus retikulum (ER) kaszpaz rendszere egyesiti magaban az
extrinsic és az intrinsic utak egyes elemeit. EmIésdkben az ER normalis funkcidjat
megzavaré hatasokra (pl.: fokozott fehérjeszintézis, virusfert6zés, nem megfelel
térszerkezetl fehérjék felhalmozddasa), az ER membranban talalhaté prokaszpaz-
12 aktivacidja figyelhet6 meg. A hasitott kaszpaz-12 részben kozvetlenldl a
sejtmagba transzlokalodva, részben mas - tobbek kdzott az intrinsic kaszpaz-utvonal
elemein keresztul vezet a szabalyozott sejthalalhoz. Emberben a 11-es kromoszéma
g22.3-as lokuszan talalhatdé casp-712 gén csak egy pszeudogén, amely tobb ,frame-
shift” és legalabb egy funkciéveszté mutacionak kdszonhetéen nem fejez ki mikodéd
fehérjét [101]. Minthogy az ER-stresszhatasokra emberi sejtekben is sikerilt
kimutatni a szabalyozott sejthalal jellemzdit, human sejtekben feltehetéen az azonos
I6kuszban talalhatd, kaszpaz-12-vel nagyfoku homoldgiat mutaté kaszpaz-4 és -5

tolti be az inaktiv kaszpaz-12 szerepét [102, 103].

A szabalyozott sejthalal harmadik fazisat effektor fazisnak is nevezhetjuk. Az
effektor kaszpazok aktivalasat kovetéen proteolitikus hasitds utjan tobbek kozott
inaktivalédnak azok az enzimek, melyek a sejtek tulélését hivatottak elésegiteni (mint

pl.: a DNS reparaciojaban kulcsfontossagu poli(ADP-ribéz)-polimeraz [PARP]).
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Ugyanakkor mas, proapoptotikus molekulak épp a proteolitikus reakcioknak
koszonhetbéen nyerik el aktiv formajukat (mint pl.: maguk a kaszpazok, vagy a
DFF45) (28. abra). Az egyes kaszpaz utak kommunikalhatnak egymassal és ki is
valthatjadk egymast [104], de a szabalyozott sejthalal akar kaszpazfiggetlen
utvonalakon is megvaldsulhat. Illyenkor a kaszpazfliggetlen effektor utak
kulcsenzimei szerin proteaz inhibitorok (szerpinek). Egyes szerpinek (pl.: a leukocita
elasztaz inhibitor [LEI]) folyamatos gatlas alatt tartanak proapoptotikus fehérjéket
(LEI-fuggd DNaz lI-t), de amint az intracellularis viszonyok valtozasa miatt aktivitasuk
csOkken, a proapoptotikus molekulak felszabadulva a gatlas aldl, szabalyozott
sejthalalt valtanak ki. Az egyes kaszpazflggé vagy flggetlen mechanizmusok
azonban inkabb egy halozatként foghatok fel, semmint linearis, egymastol
elvalasztott mechanizmusokként. Amig az Omi/HtrA2, egy a mitokondriumban
talalhaté szerpin, példaul a mitokondriumbdl kiszabadulva egy szabalyozott
sejthalalgatlo fehérjét (X-kromoszémahoz koétoétt apoptdzis inhibitor [XIAP]) két meg
és — feltehet6en az antiapoptotikus fehérje gatlasan keresztll — kaszpazfuggetlen

szabalyozott sejthalalt valt ki, addig in vitro, direkt kaszpazaktivalé hatasu [105].

Barhogy is kozvetitédjék a kivaltd stimulus a sejten belll, a negyedik fazis a
sejt halalanak bekovetkeztét jelenti. Megjelennek az apoptdzis morfologiai jegyei;
kondenzalédik és fragmentalddik a sejt o6rokitd anyaga, a sejtmag jellegzetes
befliz6déseket mutat, a folyamat eredményeként megjelend, membrannal hatarolt

apoptotikus testek pedig fagocitozis aldozataul esnek.

Az apoptdzis mechanizmusa természetesen nemcsak effektor molekulakat
foglal magaba, hanem gatlé, antiapoptotikus rendszereket is, mint a Bcl-2
fehérjecsalad egyes tagjai. A pro- és antiapoptotikus rendszerek kozott fennalld
dinamikus egyensuly alapvetéen fontos a sejttulélés illetve a szabalyozott sejthalal
szempontjabol, melynek szabalyozasa tdbb szinten, részben transzkripcionalis
folyamatokon, részben fehérje-fehérje kapcsolatokon illetve foszforilacios
esemeényeken keresztul torténik [106, 107]. Minthogy a gazdasejtek tulélése
alapvetéen befolyasolhatja a virusfert6ézések kimenetelét, nem meglep6, hogy
szamos virusfert6zés kapcsan sikerult kimutatni a szabalyozott sejthalal

szabalyozdiban bekdvetkezé valtozasokat.
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Az eukariota szervezetek és virusaik kozott  kialakult  bonyolult
kapcsolatrendszer egyre fontosabbnak bizonyulé eleme a gazdasejt altal a fert6zés
soran beinditott apoptotikus valasz. A virusok szempontjabdl a gazdasejt apoptotikus
pusztulasa hatranyos lehet — limitalva a virusreplikaciéra felhasznalhatd idét,
cellularis enzim kapacitast és igy az ujonnan létrejové virusrészecskek szamat [108].
Nem meglepd tehat, hogy infektiv részecskék egész sora kodol antiapoptotikus
hatasu molekulakat, megakadalyozva ezzel a gazdasejt fert6zésre adott ongyilkos
valaszat. Az antiapoptotikus Akt/protein kinaz B (Akt/PKB) viralis formajat hordozé
akutan transzformalé retrovirus AKT8 [109] mellett, fokozott Akt/PKB aktivaciét és
ennek koOvetkeztében a gazdasejt virus-indukalt tulélését idézik el példaul az
Epstein-Barr virus [110, 111], a citomegalovirus vagy az SV40 virus egyes fehérjéi
[112, 113] is. Hasonloképp, bar masik tamadaspontot valasztva mikddik a
bakulovirus, vagy a tehénhimlé virusa, melyek egy, az interleukin 1B-konvertalo
enzimhez — vagy ma hasznalatos néven kaszpaz-1-hez — kotédé, és azt inaktivald
fehérjét kodolnak [114, 115]. Mas virusok Bcl-2 homoldég fehérjékkel, p53
antagonistakkal, vagy proteaz inhibitorokkal (mint pl.: a p35, vagy az IAP) probaljak a

gazdasejt pusztulasat megakadalyozni [116, 117].

Bar a virusfert6zéseket kovetd apoptodzis intracellularis eseményei teljes
komplexitasukban még nem tisztazottak, annak szamos fontos elemét mar ismerjuk.
A tObbsejtli szervezetek els6dleges antivirdlis védekezési vonala a fert6zést
szenvedett sejtek kdrnyezetében beinduld IFN termelés [118]. Az IFN — kiléndsen az
IFN-a és B — receptor altal kdzvetitett uton tébb tucat gén transzkripciojat inditja el
vagy fokozza, melyek kozll legalabb egy, a protein kindaz R (PKR), fészerepet jatszik
a virusfertézésre adott apoptotikus valasz kialakitasaban. A PKR egy ubiquiter
modon expresszalddd, IFN indukalhatd, kulonbozd stressz-hatasokra aktivalédo
protein kindz, melynek legfébb ma ismert tulajdonsaga az apoptotikus valasz
szabalyozasa. Komplex és kodzponti szerepét mi sem bizonyitja jobban, mint
effektorai széles skalaja, ahol megtalaljuk a transzlacié iniciacidjaban szerepet jatszé
elF-2a-t, az NF«xB, illetve p53 transzkripcids faktorokat, de a p38, illetve bizonyos
korilmények kozott az ERK mitogén aktivalt protein kinaz fehérjéket is [89, 119,
120].
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A PKR virdlis fert6zéseket kovetd aktivacioja — tobbek kdzott a transzlacid
iniciacidjanak elF2a-n keresztuli gatlasa révén — a gazdasejt apoptozisat
eredményezi. Bar ugy tlinhet, hogy a gazdasejt virusfertézés hatasara bekdvetkezé
apoptozisa nem szolgalja a fert6z6 agensek "érdekeit", mégis, gazdag irodalommal
alatamasztott tény, hogy viralis agensek nem csupan apoptoézist gatlé, hanem azt

aktivan eléidézd tulajdonsaggal is rendelkezhetnek.

Az apoptozis kapcsan talan az egyik legkevésbé felderitett |épés, a mar
korabban emlitett utolsé fazis, amely soran a létrejové apoptotikus testeket a
kornyezd szoveti, illetve a reticuloendothelialis rendszer sejtjei rovid idén beldl
eltintetnek. Az apoptotikus testek membrannal koérulhatarolt sejtmaradvanyok,
melyek egyes elképzelések szerint kivalo kozvetitd kozeget jelenthetnek az
elpusztult sejtben szaporodd virusok szamara, megdvva ezzel az ujonnan képz6dott
virionokat mindennemi széveti immunvalasztél. igy a virus-indukalt apoptézis
termékei kivalé ,médiumai” lehetnek az ujabb fert6zésnek. Talan ezt az elképzelést
latszanak alatamasztani a Sindbis virus (SV) fert6zések kapcsan tett megfigyelések
is, melyek szerint litikus SV fert6zés kés6i szakaszaban, tobb emlés sejttipusban is,
a jelentés kromatin kondenzacié mellett a citoplazma nagyfoku vakuolizacioja
figyelheté meg [121]. A SV az alfa virusok prototipusaként ismert, egyszalu pozitiv
RNS genommal rendelkez6 fert6zd agens, mely a legtdbb osztodd, emlbs sejtben,
de kuléndsen a fiatal egerek neuronjaiban, litikus fert6zést, illetve fiatal egerekben
encephalitist okoz. A kdzelmultban derult fény arra is, hogy a SV fert6zés soran -
legalabb néhany emlds sejtben (293T és BHK) - a gazdasejt apoptézisat a Bcl-2 és
Bcel-X. inaktivacid mellett a fert6zést kovetdé Bad aktivacidja is medialja [122].
Ugyancsak jol ismert adat, hogy a human immundeficiencia virus-1 (HIV-1) fert6zés
soran a fert6zott paciens CD4" T limfocitainak szama jelentésen csokken. Kisérleti
adatok szerint a CD4" T limfocitak pusztulasa soran a CD4" T sejtekben Fas-medialt
apoptotikus folyamatok zajlanak, melyekért elsésorban a HIV-1 Tat génje altal kddolt
transzkripcids faktor a felel6s. A Tat fokozza a Fas-ligand expressziét, beinditva
ezzel a fert6zott sejt apoptozisat [123], s6t, a Tat fehérje képes elnyomni a fertézott
sejt endogén Bcl-2 expresszidjat is [124]. A virionok tehat nemcsak aktiv
proapoptotikus folyamatok indukciéjaval, hanem antiapoptotikus szabalyozo

rendszerek gatlasa utjan is a sejt szabalyozott pusztulasat idézhetik eld.
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Hasonldé megfigyelésekrél szamolt be Yamada és munkacsoportja human T-
sejtes leukémiai virusok (HTLV-1) tanulmanyozasa kapcsan is, melyek a gazdasejtbe
kerulve egy Tat homoldgot -Tax - expresszalnak [125]. A parvovirus B19 — egy, a
klinikai gyakorlatbdl ugyancsak jél ismert patogén — szintén az apoptozist indukald
virusok kozott emlithetd. A parvovirus B19 fert6zés gyakran perzisztens és a
legkiilonfélébb szoveteket érintheti. Altalaban a terhesség masodik trimeszterében
bekbdvetkez6 — rendszerint hydrops foetalis-szal kombinalt — magzati elhalas
korokozojaként ismert, de majsejtek fert6zésekor akut fulminans majelégtelenséget
is okozhat. A vonatkozé irodalmi adatok szerint a fert6zést kdvetd sejtmorfologiai
valtozasok megfelelnek az apoptézis morfoldgiai kritériumainak [126]. Kisérleti
adatok utalnak arra, hogy a parvovirus B19 altal indukalt apoptozisért legalabb egy
viralis gén mindenképp feleléssé tehetd, mely a virus nem strukturalis fehérjéjét
(NSP1) koédolja. Az NSP1 a fert6zés soran a sejtmagban talalhaté és DNS kotd
doménnel is rendelkezik. NSP1-gyel transzfektalt COS-7 majom epithelialis
sejtekben elsésorban a mitokondrialis eredetl proapoptotikus molekulak (kaszpaz-9,
Bax, Bad), illetve p53, p16, p21 és kaszpaz-3 fokozott expresszidja illetve
aktivalodasa kovetkezik be. Hasonlé eredményekre vezettek a parvovirus B19-cel
primér hepatocitakon és HepG2 sejteken végzett kisérletek is [127, 128]. A Sindbis
virus, a HIV-1 és a parvovirus B19 mellett, az apoptdzist indukalé virusok kozott
szamos egyéb, klinikai szempontbdl is fontos patogént talalunk, melyeket a 7.

tablazatban foglaltam dssze.

Sajat kisérleteinkben az MTH-68/H fert6zés soran tapasztalt sejtpusztulas
soran szintén sikerllt az apoptdzis morfolégiai — sejtzsugorodas, apoptotikus testek
megjelenése — és biokémiai — DNS-fragmentacié és TUNEL pozitivitas, kaszpaz-3 és
kaszpaz-12 aktivacio — jegyeit kimutatnunk; a tapasztalt massziv sejtpusztulas
hatterében tehat — legalabb részben — az MTH-68/H kivaltotta apoptotikus
folyamatok huzodnak meg. Az MTH-68/H fert6zés hatasara megjelené apoptozis
kivaltdsahoz a fogékony sejtek rovid ideji — 60 perces — direkt expozicidja is
elegenddnek tlnik, melyet az apoptozisban kiteljesedd bioldgiai valasz 72 éran belul
az egész tenyészetre kiterjed6 mértékben kovet. A folyamat soran a
paramyxovirusokra jellemz6 szoveti elvaltozasok — nagymeértékl vakuolizacio,

sejtfuziok soran kialakuld syntitiumok — ugyancsak megfigyelhetok.
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Virus csalad Virus Protein (gén) Feltételezett mechanizmus
E1A TNF érzékenység fokozasa, fokozott p53 aktivitas
Adenoviridae Adenovirus Edorf4 PP2A aktivacio
E3-11.6K Ismeretlen
SV40 nagy T antigén Fokozott p53 aktivitas
Polyoma nagy T antigén Fokozott p53 aktivitas
Papovaviridae virus SRS 1T TNF érzékenység fokozasa
antigén
Papilloma E7 Fokozott p53 aktivitas
Ml E2 E6 expresszié csokkentése
Parvoviridae MVM, B 19 NSP 1 DNS torések (?) A sejtciklus gatlasa G2 fazisban (?)
Circoviridae CAV VP3 "Apoptin" Ismeretlen
HHV6/7 Ismeretlen Fokozza a TNFR1 expressziot
Herpesviridae EBV EBNA3C Koétédés a Retinoblasztéma fehérjéhez.
EBV EBNA1 Apoptdézis ha nincs paralell latens fertézés, mechanizmusa ismeretlen.
Baculoviridae AcNPV IE-1 Ismeretlen
Hepatitis B TNF érzékenység fokozasa,
Hepadnaviridae sirus HBx MEKK-en keresztll fokozza a c-myc majd a p53 expressziét + ismeretlen
p53-figgetlen mechanizmus.
Tat Fokozza a FasL prométer miikodését, és a fert6zott T sejtek oxidativ
allapotat.
Gp160 Aggregatum-képzés, ndveli az intracellularis Ca"™ szintet.
HIV-1
A Keresztkotések kialakitasa a CD4 kozott nem fert6zott sejteken,
Retroviridae etz neuronokban koélcsdnhatas a CXCR4 kemokin receptorokkal.
Vpr A sejtciklus gatlasa G2 fazisban.
HTLV 1 Tax Fokozza a FasL promoter m(]lfédésé’t és a fert6zott T sejtek oxidativ
allapotat.
Semlll'<| NS régio Ismeretlen
- Forest virus
Togaviridae Sindbis
. E1, E2 NF-xB aktivacié (neuronokban)
virus
Flaviviridae Hepatitis C| Core protein Koétédik a TNFR1 citoplazmatikus doménjéhez, NF«B aktivacio gatlasa.
Floatlng Qenus: PRRSV | OrfS géntermék Ismeretlen
Arterivirus
Sendai C protein Ismeretlen
virus Vezet6 régio Ismeretlen (IFN indukcié?)
Paramyxoviridae
NBV Ismeretlen Ismeretlen
RSV Ismeretlen IFN és kaszpaz-1 indukcio
Orthomyxoviridae Inflx;eg za Ismeretlen Fas expresszio fokozasa, esetleg PKR medialt uton.
. o1 (kapszid
Reoviridae Reovirus fehérie) Ismeretlen
Rotavirus NSP4 A plazma membran permeabilitas elvesztése (nekrozis?).
Birnaviridae IBDV NS and VP2 Ismeretlen

7. tablazat Apoptozist kivalté ismert virusok [129]. (Réviditések az angol elnevezés alapjan; TNF: tumor nekrézis faktor;
SV40: majom virus 40; MVM: Egér minute virus; CAV: csirke anémia virus; HHV: human herpesvirus; EBV: Epstein-Barr virus;
AcNPV: Autographica californica nuklearis polyhedrosis virus; HIV: human immundeficiencia virus; HTLV,:human T-sejtes

leukémia virus; NBV: Newcastle-betegség virus; RSV: respiratorikus syncytialis virus; IBDV: infectious bursal disease virus;
PRRSV: Porcine reproductive and respiratory syndrome virus)
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Figyelembe véve a Hela tenyészetek TUNEL vizsgalatakor kapott
eredmeényeinket (M, abra), melyek szerint a fertézést kovetéen 18 déraval a populaciéd
mintegy 2/3-a TUNEL pozitiv; a kevésbé érzékeny wtPC12 sejtek apoptotikus
valaszanak kivaltasahoz elegendé 30-60 perces MTH-68/H expoziciét (10. abra),
valamint a 10 6ras inkubaciot kdvetéen mar egyértelml kaszpaz-3 aktivaciot (71.
abra), ugy tinik, hogy a fert6zésre adott cellularis valaszra vonatkozé molekularis
"dontés” és annak kivitelezése meglehetésen rapid médon torténik, az ehhez vezet6

folyamatoknak feltehetéen az els6é 10 oraban kell lejatszodniuk.

Bar az MTH-68/H fert6zés soran kaszpaz-3 pozitiv sejtek esetében e molekula
aktivaciojat  sikerult  azonositanunk, kétséges az MTH-68/H kivaltotta
sejtpusztulasban az effektor kaszpaz-3 abszolut szerepe, hiszen az MTH-68/H
fertbzés a kaszpaz-3 deficiens MCF-7 sejtvonal szamara is citotoxikus hatasunak
bizonyult, bar épp e sejtvonalat talaltuk az egyik legkevésbé MTH-68/H érzékeny
tipusnak. Adataink alapjan ugy tinik, hogy az MTH-68/H fert6zést kovet apoptotikus
valasz iniciaciojdban sem a kaszpaz-8/extrinsic, sem a kaszpaz-9/intrinsic
kaszpazkaszkdd nem tekinthet§ els6dleges molekularis mechanizmusnak.
Ugyancsak e feltevést tlinnek alatamasztani a citotoxicitasi vizsgalataink soran
tapasztaltak is, hiszen amig az apoptozis kozvetlen morfologiai €s biokémiai
markereinek vizsgalata a fert6zott sejtek részérdl egy relative gyors apoptotikus
,dontés”’-re engednek kovetkeztetni, addig a mitokondrialis enzimek mikoddésén
alapulé méréseink idében joval késbébb jelzik a sejttenyészetek pusztulasat. Mindez
azt valoszindsiti, hogy az apoptotikus valaszreakciora vonatkozo cellularis dontési és
végrehajtasi folyamatok idében megel6zik a mitokondridlis oxido-reduktiv
enzimrendszerek karosodasat. A tapasztalt kaszpaz-3 aktivacié tehat feltehetéen a
klasszikus mitokondrialis fehérjéktél induld intrinsic, valamint a halalreceptorok altal
medialt extrinsic apoptozis utvonalaktdl fuggetlen mechanizmusok hatasara

kovetkezik be.

Az apoptdzist szabalyozé fehérjék kozott kodzponti helyen talaljuk a p53
transzkripcids faktort. A p53 tumorszuppresszor daganatok progresszidjaban jatszott
szerepe ma mar vitathatatlan, és egyre tobb adat all rendelkezésunkre arra
vonatkozodlag is, hogy a p53 funkcidvesztd mutacidi jelentésen fokozzak a daganatok

hagyomanyos terapiakkal szembeni rezisztenciajat [130, 131].
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Az egyes alkalmazott sejtvonalak genotipusara vonatkozé adatok, valamint
sajat kisérleteink eredményeinek elemzése alapjan az MTH-68/H kivaltotta
apoptézist, mint p53-fuggetlen mechanizmust azonositottuk, mely eredményt a
klinikai alkalmazas szempontjabdl kilonésen fontosnak tartunk. Kisérleteinkkel
bizonyitottuk, hogy szabalyozhaté p53 expressziéval rendelkezd glioblastoma
sejtekben az MTH-68/H-ra adott valaszban valédi eltérés nem mutathatd ki sem p53-
at expresszalo, sem p53 fehérjét nem tartalmaz6 sejtekben. Sé6t, az MTH-68/H
fertbzést wtp53 allélokat kifejezd sejtekben sem kiséri a p53 transzkripcios
aktivitasanak szignifikans emelkedése. A p53-fliggetlen citotoxicitdsra vonatkozé
adataink talan magyarazatul szolgalhatnak az MTH-68/H-val végrehaijtott klinikai
probakra is, amelyekben el6rehaladott, a konvencionalis terapiakra rezisztens
tumoros betegeket sikerrel részesitettek MTH-68/H terapiaban [70, 71].

A p53-mal ellentétben, MTH-68/H fert6zott wtPC12 sejtekben mind a c-Myc,
mind az NFkB DNS koétédésének mértékében felfedeztliink valtozasokat. A c-myc
onkogén terméke, a p53-hoz hasonldan, tobb human daganatban — ovarium, emld és
colorectalis tumorok, kissejtes tudérak, lymphomak — megtalalhato, sejtbioldgiai
hatasai pedig a p53-éval csaknem megegyezden széles skalan mozognak [132,
133]. A c-Myc altal szabalyozott gének kozott proliferaciot, differenciaciot és
apoptozist serkentd géneket egyarant talalunk, am a c-Myc egyes géncsoportokra
gyakorolt hatasara vonatkozé adatok egyel6re igencsak ellentmondasosak és
nagymértékben fliggenek az adott sejt illetve szdvet tipusatdl. Klinikai szempontbdl
lényeges, hogy a c-Myc deregulacié mértéke — mely jellemz&en amplifikacid vagy
fokozott transzkripcié eredménye —, illetve az egyes tumorok malignitasa szoros,

inverz korrelaciot mutat.

A c-Myc jelentés emelkedést mutat mar az MTH-68/H fertézés 4. drajatol
kezdddben és hasonld, bar talan kissé arnyaltabb c-Myc aktivitas figyelheté meg
MTHT-68/H kezelt HCT-116 tenyészetek EMSA vizsgalata soran is. A szakirodalom
jelenleg a c-Myc proapoptotikus iranyu mikodését az apoptdzis intrinsic jelpalyaiban
megtalalhaté elemekhez, elsésorban a mitokondrialis citokrom-c kiaramlashoz és az
azt kdvetd kaszpaz-9 aktivacidhoz kéti. igy azonban, a gél-retardacids vizsgalataink
soran latott, MTH-68/H fert6zés alatt zajlo c-Myc aktivitas relevancigja egyel6re nem

vilagos.
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Egyrészt, az altalunk eddig e szempontbdl tanulmanyozott, MTH-68/H
fert6zott tumorsejtekben fellépd c-Myc aktivitas — a bemutatottakhoz hasonldan,
egyseges képet mutatva — minden esetben kimutathatd volt, masrészt viszont ezt

nem kiséri az aktivalt kaszpaz-3 akkumulaciot megeléz6 kaszpaz-9 aktivacioé.

Az NFxB, mely a Kkisérleti szituacio fuggvényében egyarant lehet pro- és
antiapoptotikus hatasu is, ugyancsak az antiviralis folyamatok egyik fontos mediatora
[91, 134]. Kisérleteinkben e transzkripcios faktor aktivaciéjat is tapasztaltuk, mind
MTH-68/H fert6zott PC12, mind Hela sejtekben, bar mind az aktivacio kinetikaja,
mind a képzddé DNS-koté komplexek dsszetétele eltér. Erdekes, hogy amig az
MTH-68/H irant nagyobb érzékenységet mutaté HelLa sejtekben az NFxB aktivacio
csak a fertézés 8. drajat kovetéen mutathatd ki, addig az NFkB DNS-k6tédésének
mértéke az MTH-68/H irant kisebb fogékonysagot mutaté PC12 sejtekben mar a
fertbzés 2. odrajat kovetben megfigyelhetd. Medfigyeléseinkre tobb elméleti
magyarazat is adodik. Elképzelhetd, hogy az irodalmi adatokkal 6sszhangban, az
NFkB, a fert6zott sejttipustdl fuggdéen, az MTH-68/H fertbzés soran is lehet pro-
illetve antiapoptotikus hatasu. Ugyanakkor az sem kizarhatd, hogy az NFxB
alapvet6en antiapoptotikus hatasa Hela sejtekben késleltetett vagy gatolt, igy téve a
HelLa sejteket az MTH-68/H fert6zés irant fogékonyabba, mig PC12 sejtekben a
relative prompt megjelend NFxB aktivacié valamelyest késlelteti az MTH-68/H
infekciéra  kibontakozé  apoptotikus  valaszt, melyet kulonb6zé  kisérleti
Osszedllitdsainkban csdokkent MTH-68/H iranti érzékenységként észleliink. Minthogy
a célsejtek NFxB statusza akar dontben is befolyasolhatja az MTH-68/H fert6zésre
adott valaszreakciokat, az NFxB lehetséges szerepének tisztazasa mindenképp

fontosnak tlinik.

Az extrinsic és intrinsic kaszpaz utak MTH-68/H kivaltotta apoptdzisban
betoltott szerepét megkérddjelezé6 eredményeinkre az endoplazmatikus retikulum
(ER) apoptotikus folyamatai szolgalhatnak magyarazatul. A kaszpaz-3 indukciéval jél
korrelalé6 kaszpaz-12 aktivaciot (13. és M, abrak) sikerllt kimutatnunk PC12

modellinkben.
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igy az ER stresszhatasokra indukalédé apoptotikus folyamatok kaszpazainak
kettbés funkciéja — a kaszpaz-12 iniciator és effektor kaszpaz szerepét egyarant
leirtak — értelmezhetévé tenné mind a kaszpaz-3 pozitiv sejtvonalakban tapasztalt
kaszpaz-8 és -9 flggetlen apoptotikus folyamatait, mind a kaszpaz-3 deficiens MCF-
7 sejtek pusztulasat. Ugyancsak az ER, illetve a transzlacié regulaciojaban fontos
elemek lehetséges szerepére utalnak az NFkB aktivaciora, valamint PERK és az
elF2o. foszforilaciora vonatkozé medgfigyeléseink is (14 és 15. abra). Az elF2a
foszforilaciot a PC12 és MCF-7 sejtek mellett mas rendszerekben is sikerilt
kimutatnunk. Ugyanakkor, amig a fenti két sejtvonalban az elF2a foszforilaciéo az
MTH-68/H fert6zést kovetéen 10, illetve 12 éraval jelenik meg, addig a nagyobb
MTH-68/H érzékenységi DU-145 sejtek esetében mar a fert6zés 8. orajaban igen
nagy mértékii elF2a foszforilaciét figyeltink meg. igy az érzékenyebb human
vonalakon végzett vizsgalatainkat is figyelembe véve azt mondhatjuk, hogy az MTH-
68/H érzékenység fokozodasaval az elF2a foszforilacio idében is korabbra kerdl.
Ugyancsak sikerult kimutatnunk az elF2a foszforilaciojaert felelés, endoplazmatikus
retikulumban taldlhaté kinaz, a PERK, foszforilacidéjat mely idében megel6zi a
megfigyelt elF2a foszforilaciot, igy talan a dontdé mozzanata lehet az MTH-68/H

fert6zésre adott cellularis valasznak.

Megfigyeléseink mindenképp felhiviak a figyelmet az MTH-68/H fert6zést
kovetd sejtpusztulas hatterében allé komplex intracellularis folyamatok
kdvetkeztében kibontakozé apoptotikus folyamatokra. Ugy tiinik, hogy ezek
kozéppontjaban a sejtek transzlaciés gépezetéhez illetve az endoplazmatikus
retikulum rendszerhez szorosan kot6ddé szabalyozé mechanizmusok helyezkednek
el. Az MTH-68/H fert6zést kovetd gyors PERK aktivaciot — az adott sejt relativ MTH-
68/H érzékenyseégeével korrelald modon, a megfigyelt elF2a foszforilaciés események
alapjan — néhany Ooraval késébb feltehetben a fehérjeszintézis egyensulyanak
felborulasa és az aktiv kaszpaz-12 endoplazmatikus retikulumbdl torténé
felszabadulasa majd a kaszpaz-3 aktivacidja kovetheti. Elképzelhetének tlnik, hogy
a transzformalt sejtek fokozott fehérjeszintézise miatti ER-tulterheltség jelenti azt a
koz0s tulajdonsagot, amely a vizsgalt sejtvonalakat fogékonnya teszi az onkolitikus

virusfertbzések irant.
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A tulterhelt ER sebezhetébb egyensulyanak megbomlasat konnyen
el6idézhetnék az elF2a foszforilacid hatdsara a fehérjeszintézis mintazataban
bekovetkezb valtozasok, melyek végul a kibontakoz6é ER-stressz valasz eseményein
keresztll a sejtek pusztulasahoz vezethetnek. Ez a feltételezés szamunkra igen
izgalmasnak tinik és reményeink szerint a kozeljovében részletesebben is
megvizsgalhatjuk az ER-stressz szabalyozasaban szerepet jatszé tovabbi

molekulakat.

A biztonsagos, de hatékony virusterapia tehat mindaddig varat magara, amig
az intenziv kutatasoknak kdszdnhetben jobb betekintést nem nyerink a viralis
onkolizis mechanizmusaba, illetve megoldast nem nyernek a kezelés technikai
kérdései. Ugyanakkor a viralis onkolizis jelensége mogott rejld molekularis és sejt
szintl mechanizmusok feltérképezése az uj, alternativ terapias megkozelitések
lehetésége mellett, talan az egyes daganattipusok sejtbiologiai sajatossagainak

pontosabb megeértéséhez is elvezet minket.
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ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt anyagok. A kiilénb6z6 kezelésekhez felhasznalt anyagokat a kdvetkezd gyartoktdl szereztiik be:
anizomicin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Németorszag); MTH-68/H: UCRI Hungary (Budapest, Magyarorszag).

Sejtkulturak. A kisérleteinkhez felhasznalt sejtvonalakat és a tenyésztésiikhdz szilkséges médiumok 0sszetevéit
az alabbi tablazatban foglaltam 6ssze.

L Tenyészési g Végsé Py Katalégus
{f . o Médium P 7
/e Jjellemzé b koncentracio e szam
RPMI 1640-NIefg::.gR g:gr;nnz :I(ﬁlutamin 2mM) ) GIBCO 11835-030
s o, W
Panc-1 (pancreas adenocarcinoma) Letapadd FCS (Fetal Calf Serum) 10% G!BCO 26010074
L 1 mM Sigma S8636
MEMINa pifuvet 1x Sigma M7145
MEM non tial amino acid solution
HCT 116 (colon carcinoma.) Letapado
HT-25 (colon carcinoma) Letapado RPMI 1640-Medium (benne L-Glutamin 2mM) ; ¥
HT-168-M1/9 (melanoma) Letapado fenolvorossel 59 g:ggg g;g:g_g;:
HT199 (melanoma) Letapado FCS (Fetal Calf Serum) °
WM983B (melanoma) Letapado
DU-145 (prostata adenocc. agyi met.) Letapado
NCI-H460 (pulm. cc. pleur. met.) Letapad6 DMEM, Ham’s F12 (1:1) (benne L-Glutamin 2mM) = GIBCO 31330-038
PC-3 (prostata adenocc. csont met.) Letapado FCS (Fetal Calf Serum) 10 % GIBCO 26010-074
HT-29 (colon adenocarcinoma) Letapadd
H 3 q , DMEM, Ham’s F12 (1:1) (benne L-Glutamin 2mM) - GIBCO 31330-038
Aisil(epidermoidicarcinoma) Letapadé FCS (Fetal Calf Serum) 5% GIBCO 26010-074
ey || e DMEM ; GIBCO | 41966029
. o g
MCF-7 (ductalis adenocc. mammae) Letapadé FBS (Fetal Bovine Serum) 10% GIBCO 10106-169
DMEM - GIBCO 41966-029
n e FBS (Fetal Bovine Serum) 10% GIBCO 10106-169
LNZTA3WT4 (glioblastoma) Letapado L-Glutamin 2mM GIBCO 25030-024
Tetraciklin 1pg/ml Sigma T7660
DMEM - GIBCO 41966-029
PC12 (patkany phaeochromocytoma) Letapado FBS (Fetal Bovine Serum) 5% GIBCO 10106-169
Horse serum 10% GIBCO 16050-122
Rat-1 (patkany fibroblaszt) Letapadé DMEM - GIBCO 41966-029
NIH3T3 (egér fibroblaszt) P Calf Serum 10% GIBCO 26170-043
a NP A DMEM - GIBCO 41966-029
Human/primeénfibroblaszt setapaco FBS (Fetal Bovine Serum) 20% GIBCO 10106-169

Citotoxicitdas mérése WST-1 kolorimetrias moédszerrel. A WST-1 sejtproliferaciés reagens egy steril,
vizoldékony sejtpermeabilis tetrazélium sé [4-(3-(4-jodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzén
diszulfonat (WST-1)], mely a mitokondrialis szukcinat-tetrazélium-reduktaz enzimrendszerek segitségével 440-
450 nm hulldamhosszon spektrofotometrids uton mérhetd formazan termékekké konvertalodik. E modszer soran a
tenyészetben jelenlévé metabolikusan aktiv mitokondriumok segitségével kovetkeztetunk az él6 sejtek szamara.
A mddszer beallitasa soran szerzett tapasztalataink szerint a mért adatok 5x10° és 5x10* induld sejtszam esetén
linearis Osszefliggést mutatnak a sejtszammal. Méréseink soran a sejttipusoktdl fliggéen 10* - 4x10* sejtet
Ultettiink ki 1 ml médiumban 24-lyuku lemezekre. 24 6raval a killtetést kovetéen a letapadt és egészséges
tenyészeteket MTH-68/H-val fertdztik, majd 72 éran at inkubaltuk. Pozitiv kontrollként nagydézisu (1ug/ml),
fehérjeszintézist gatlé anizomicin kezelést alkalmaztunk. Az inkubaciot kovetéen a médiumot 100 pl 10% WST-1
tartalmd médiumra cseréliik és az egyes sejtféleségek metabolikus jellemz6itél fliggéen 90-240 percig
inkubaltuk. A médiumokbdl 100 pl-es mintakat 96-lyuku ELISA lemezekre vittiink fel, majd az egyes mintak
formazan tartalmat spektrofotométerrel 440 nm-en hataroztuk meg

Az infektiv MTH-68/H partikulumok kvantitativ vizsgalata. A meghatarozas a Lomniczi altal leirt [135] eljaras
szerlnt a Budapesti Allatorvostudomanyi Egyetem viroldgiai laborjaban, dr. Lomniczi Béla iranyitasaval tértént. A
6x10° primér embryonalis csirkesejtet a szdvettenyészeti kérilmények kozott 72 oran at fert6zott daganatsejtek
tapfolyadéka 0,5 ml-ének felhasznalasaval 3 napig inkubaltuk. A fert6zott csirkesejtek ultrahang feltarasat
kovetden az intracellularis virionok meghatarozasa un. plakk esszével tortént.

DNS fragmentacio vizsgalata. 3-5x10° sejtb6l 0,5% Triton X-100, 5 mM TRIS pH 7.4, 5 mM EDTA-t tartalmazo
pufferrel tortént lizalast kdvetéen fenol/kloroformos DNS extrakciét majd alkoholos klcsapast végeztink éjszakan
at -20 °C-on. Az igy extrahalt DNS-t TE pufferben feloldva (2mg/ml) RNaz A-val 37 °C-on, 60 perces inkubacioval
tisztitottuk, majd 1,8%-0s agaréz gélen elektroforetizaltuk. A nukleinsav fragmentumokat a gélben fluoreszcens
festékkel tettiik lathatéva (SYBR Gold nucleic acid stain, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA).

TUNEL -esszé. 10° poly-L-lizinnel bevont fed6lemezre kiultetett sejtet 4%-paraformaldehid tartalma 1X PBS ben 4

°C-on 20 percig fixaltunk, majd 0,1% Triton X-100 tartalmu 1xPBS oldattal permeabilizaltunk szobahémérsékleten
15 percig. Az egyes Iépések k6zott 3x5 percig 1X PBS oldattal mostuk a mintékat.
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A permeabilizalast kovetéen FITC-konjugalt dUTP és termindlis deoxynukleotid transzferaz
felhasznalasaval nukleinsav-végjelélést hajtottunk végre a gyartdé utasitasainak megfeleléen. A reakcio
befejeztével propidium-iodid hattérfestést végeztiink. A preparatumokat fluoreszcencia mikroszképpal vizsgaltuk.

Western-blot. A fehérjekoncentraciok meghatarozasahoz Bio Rad RCpc protein assay kolorimetrids modszert
alkalmaztunk. A sejt lizatumokat 12%-os SDS tartalmud poliakrilamid gélben elektroforetizaltuk, majd éjszakan at
BioRad Sequiblot PVDF membranra (Bio-Rad Hungary, Budapest) elektro-transzferaltuk. Az immunoblot
analiziseket a gyartok el6irasai szerint, a kbvetkezé antitestekkel hajtottuk végre:

. . . Katalogus Py
Antitest Antitest tipusa 7 Gyarté
foszfo-specifikus Mdm2 Poliklonalis, nyul (ser166) #3521
p53 Poliklonalis, nyul #9282
foszfo-specifikus PTEN Poliklonalis, nyul (Ser388) #9551
PTEN Poliklonalis, nyul #9552 Cell si i
hasitott kaszpaz-3 Poliklonalis, nyul #9661 B S ISIQI\;;: "l]J%A
hasitott kaszpaz-9 Poliklonalis, nyul #9507 (Beverly, MA, USA)
kaszpaz-8 Poliklonalis, nyul #9746
elF2a Poliklonalis, nyul #9722
foszfo-specifikus elF2a Poliklonalis, nyul (Ser51) #9721
PERK Poliklonalis, nyul #sc-13073 SantaCruz Biotechnology
foszfo-specifikus PERK Poliklonalis, nyul (Thr 981) #sc-32577-R (SantaCruz, CA, USA)
Aktin (mAb, AB-1) Monoklonalis, egér IgM #CPO1 (Merck Ltd ogﬁ‘;g:::t Hungary)
Kaszpaz-12 Poliklonalis, nyal #BV-3182-3 "("ri"g:f;:'f;;:ﬁ)s

Az immunkomplexek vizualizalasa erésitett kemilumineszcens eljarassal tortént (ECL Plus Western blot detection
system, Amersham Pharmacia Biotech AB., Uppsala, Sweden).

Immuncitokémia. A poly-L-lizinnel fedett fed6lemezen tenyésztett sejteket a kezelést kdvetbéen 4%-os friss
paraformaldehiddel fixaltuk 4°C-on. A fixalt sejteken az immuncitokémiai vizsgalatot a felhasznalt antitestek
gyartéinak el8irasai szerint hajtottuk végre, a készitményeket ProLong Antifade fed6anyaggal fedtik és 24 6ran
at 4°C-on szaritottuk majd Olympus FV-1000 pasztazé Iézer konfokalis mikrészkdppal vizsgaltuk.

Gél-retardacios (mobility shift) esszé. Az eljarast Xu és Cooper altal leirtak szerint [136] végeztik. A sejteket
atmostuk jéghideg 1x-es foszfat pufferelt séoldattal (1x PBS), majd 10x-es volumen( pufferben (10mM HEPES,
pH 7.9, 1.5 mM MgCl;, 10mM KCI, 0,5 mM DTT, Protease inhibitor Mini EDTA free tablets- Boehringer
Mannheim) feloldottuk, jégen allni hagytuk 10 percig, erételjes vortexezés utan 10 mp-ig centrifugaltuk
(13500rpm). A szedimentumként kapott magfrakciét Ujraszuszpendaltuk 2x-es volumen( pufferben (20mM
HEPES, pH 7.9, 25% glicerol, 420 mM NacCl, 1.5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, Protease inhibitor Mini
EDTA free tablets- Boehringer Mannheim), jégen allni hagytuk 20 percig, vortexezés utan Ujra centrifugaltuk (10
min., 13500rpm). A fellluszoként kapott magfehérje oldatot -70°C-n taroltuk felhasznalasig. A fehérje
koncentraciot Bio-Rad RCpc Protein Assay segitségével fotometrias Uton hataroztuk meg. Oligonukleotid-
jelélés: A vizsgalni kivant transzkripcids faktorok konszenzus szekvenciait tartalmazé oligonukleotidokat Ready-
To-Go T4 polynucleotide Kinase kit segitségével [y-SZP]ATP-veI jeloltink a gyartd leirasnak megfeleléen
(Amersham Pharmacia Biotech). DNS-fehérje kotédési reakcié: A -70°C-on tarolt fehérjemintakat jégen
felolvasztottuk, 10 pg/minta fehérjét szobahémérsékleten inkubaltunk 4pl 5x-6s moddositott Ziff puffer (10mM
HEPES, pH 7.5, 10% glicerol, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA), 2ul 100 ng/ul poli d(I)d(C), illetve 1 pug kompetitor
oligonukleotid jelenlétében (a reakcioelegyet 20ul-re kiegészitettiik desztillalt vizzel). A kompetitorokat tartalmazo
kontroll mintakat 15 percig elSinkubaltuk. Az egyes mintakat 100 000 cpm jelolt kotShelyspecifikus
oligonukleotiddal egészitettik ki, majd szobahémérsékleten 30 percig inkubaltuk. Elektroforézis: 5% TBE (Trisz
Base, Borsav, EDTA) tartalmd nem denaturalé poliakrilamid gélben 1x TBE puffert hasznalva elektroforetizaltunk
(300mA, 200V, 2,5 dra). A gélt megszéritottuk, az értékelés Cyclone Phosphorimager-rel (Cyclone phosphor
imager system Packard Instrument Co. Inc., Meriden, CT, USA) tortént. A kisérleteinkhez felhasznalt p53
konszenzus  szekvenciat (5-TACAGAACATGTCTAAGCATGCTGGGGACT-3') tartalmazdé  kettdslancu
oligonukleotidokat a Santa Cruz Biotechnology Inc.-t6l (Santa Cruz, CA, USA), mig a c-Myc (5'-
TGTGCGGCCACGTGTCGCGAGGCCCGG-3') és az NFkB (5'-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3')
konszenzus szekvenciat tartalmazd kettéslancu oligonukleotidokatt az Amitof-tdl (Amitof, Boston, MA, USA)
szereztlk be.
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MELLEKLET

M, abra. MTH-68/H fert6z6tt HelLa sejtek TUNEL vizsgalata. A.-F, panelek: TUNEL pozitiv
apoptotikus sejtek; A,-F, panelek: a teljes sejtpopulaciok megjelenitése propidium-jodid magfestéssel.
A panelek: Kezeletlen HelLa kultura. A B panelek: 3 6ras, C panelek: 6 6ras, D panelek: 12 6ras, E
panelek: 18 éras, F panelek: 24 6ras MTH-68/H kezelést kdveté TUNEL pozitivitds aranyat mutatjak.
Olympus BX-61, 20x objektiv.
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e,

M, abra. ER-stressz aktivalt kaszpdz-12 nukledris transzlokacidja MTH-68/H
fert6zott PC12 sejtekben. A kaszpaz-12 ellen termelt primér antitest detektalasa
Cy3-konjugalt masodlagos antitesttel tortént (a4-e4 panelek). A sejtmagokat Hoechst
33258—cal festettilk (a;-e; panelek). Az az-e; panelek a két festést egyutt abrazoljak.
Az a panelek kezeletlen, mig a b-e panelek 4, 6, 10 és 24 6ran at MTH-68/H-val
haromszdgek jelzik. Olympus FV-1000 Iézer konfokalis mikroszkop, 60x immerzids
obiektiv.



