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BEVEZETES

A virusfert6zések daganatos megbetegedésekre gyakorolt jotékony hatasanak
koncepcidéja nem ujkeleti. Dock és DePace 1904-ben, majd 1912-ben megjelent
tuddsitasa szerint cervix carcinomaban szenved6 betegek kdzott tobb esetben jelentds
tumor-regresszié kovetkezett be Pasteur-féle veszettség elleni oltbanyag adasat
kovetéen. 1970-re mar kozel 40 olyan, kétharmad részben RNS, egyharmad részben
DNS virust tartottak szamon, melyekkel kapcsolatban megfigyelhetd volt valamilyen
mértékld onkolitikus hatas. Az elmult évtizedekben, klinikai vizsgalatok soran tobb szaz
daganatos beteg esett at a legkulonfélébb virusterapias beavatkozasokon — igen eltéré
eredménnyel. A megfigyelések szerint egyes virusfertézések valéban nagymértékben
befolyasoljak a daganatos megbetegedések lefolyasat, a megfigyelt tumor-regressziés
€s egyéb pozitiv hatasok (jarulékos tlnetek csdkkenése, jobb kodzérzet stb.) hattere
azonban tisztazatlan. A hatasmechanizmusra vonatkozoan tobb elképzelés is
napvilagot latott, melyeket dontéen két csoportra oszthatunk. Az egyik elképzelés
szerint az alkalmazott virusvakcinak a daganatos szoOvetekben replikalodnak és a
tapasztalt klinikai hatasokért az e folyamatok soran fellépé direkt citopatias hatas a
felel6és. A masik iranyzat szerint a klinikai tapasztalatok moégott dontéen immunolégiai
mechanizmusok allnak, az onkolitikus hatasu virusok pedig egyfajta adjuvansként
szerepelve segitik a beteg immunrendszerének a daganatszovettel szembeni
fellépését. Az onkolitikus virusok kozott tartjak szamon tobbek kdzott a mumpsz, vagy a
rézsahimlé kérokozojat, a szarvasmarhak enterovirusat, az attenualt human herpesz
simplex virust, illetve a madarak Newcastle betegség virusat is.

A NEWCASTLE BETEGSEG VIRUS

A Newcastle betegség virus (NBV), a Mononegavirales rend tagjakén ismert
Paramyxovirusok csaladjaba tartozik. Habar nem human patogén, kozeli rokona a
human parainfluenza, illetve mumpsz virusnak. A tdbbnyire szférikus jellegi
partikulumok 150-500 nm kozotti atmeéréjlek, felszini molekulaik k6zott haemagglutinin-
neuraminidaz (HN) illetve fuzios (F) fehérjék talalhatok. A virionokon belll tovabbi,
legalabb harom kulonb6z6 protein talalhato. A matrix fehérje (M) a virion
lipidboritékanak belsé felszinén talalhatd, valdszinilleg strukturalis szereppel, mig az
ugynevezett nukleoprotein (NP) a virion kapszidjanak f6 felépit6je, de fontos szerepe
van a viralis replikacio és transzkripcid iranyitasaban is. Ugyancsak a nukleokapszidban
talalhaté néhany kopia az L (large protein), illetve P (phosphoprotein) proteinekbdl,
melyek egyuttesen alkotjak a "viralis-RNS-figgé RNS polimerazt". A nukleokapszid
altalaban 13-18 nm atmeérgji, gyakran mutat helikalis szimmetriat. A paramyxovirusok
kdézé sorolt virionok nukleinsav-tartalma altalaban dsszetételik mintegy 5%-a, amely
egy darab, linearis, nem szegmentalt, jellemzéen — mint pl. az NBV esetében is —
negativ, ritkabban pozitiv, egyszalu ribonukleinsav (RNS). A genom teljes nagysaga 15-
20 kb kozott mozog — az NBV esetében 15156-15186 nukleotid — melyben a kddolo
szakaszokat rovid repetitiv szekvenciak valasztjak el egymastol. Az egyes gének végén
poliadenilaciés szignal talalhato, a génexpresszio, a génsorrend és a replikacié nagy
fokban konzervalt és igen nagy hasonlésagot mutat az ugyancsak a Mononegavirales
rendbe tartozé Rhabdo- illetve Filovirusokkal. A replikacid eseményei a gazdasejt
citoplazmajaban jatszédnak le, a virus fehérjék beépllnek a plazmamembranba, majd
az ujonnan létrejott nukleokapszid fehérjégk az igy modositott sejthartyahoz
kapcsoldédnak, majd az uj partikulumma egyesult komponensek a médosult citoplazma
membran egy darabjabdl képzett burokkal korulvéve lefiz6dnek a gazdasejtrol.



Az igy létrejovd lipid burkolat a virionok Osszetételének 20-25%-at is elérheti,
kialakitva az atlagosan mintegy 5x10®° D molekulasulyl részecskét. Az NBV
madarakban elsésorban sulyos enteralis fert6zések koérokozdja. Ismereteink szerint
meglehetésen stabil szerkezetli, embereket megbetegitdé tulajdonsaga nincs, de
hatékonynak bizonyult tobb elérehaladott, terapiarezisztens emberi daganattipus
kezelésében (pl. egyes glioblastomak, fej-nyaki és colorectalis daganatok, valamint
melanomak esetén).

A ,pilot-study”-kban mar ugyancsak kiprébalt, MTH-68/H jelzésl vakcina az NBV
Hertfordshire-i, ugynevezett Herts’33 tipusabdl szarmaztatott, attenualt, mezogén
varians. A Herts’33 vonalat elséként az 1930-as években irtak le Angliaban, amelybdl
szamos passzazst kovetben izolaltak a késébb fokozott onkolitikus aktivitast mutato és
altalunk is felhasznalt MTH-68/H format. Egy a kdzelmultban megjelent kdzlemény
szerint veégstadiumu, a konvencionalis terapiakra nem reagalé glioblastomakban
szenvedd betegek esetében igen impressziv eredményeket sikerllt elérni, az e
betegségcsoportban tapasztalt néhany honapost messze meghaladd, tobb éves tulélést
biztositva.

Annak ellenére, hogy az onkolitikus NBV-variansok klinikai megfigyeléseken
alapul6 irodalma meglehetésen gazdag, az NBV kivaltotta kedvez6 onkologiai hatas
mechanizmusardl nem rendelkezink pontos informacidkkal, mint ahogy az NBV
onkolitikus hatasa hatterében allé6 molekularis mechanizmus(ok) sem ismertek.

KERDESFELVETES, CELKITUZESEINK

1. Befolyasolja-e az NBV fertézés a sejtek proliferaciojat szévettenyeszeti kbrilmények
kbz6tt? Igazolhato-e az NBV fertézés proliferacio-gatlo hatasa?

2. Kimutathato-e eltéré6 hatas daganatosan transzformalt illetve daganatos jelleglinek
kevéssé tekinthetd sejtkulturak fertézésekor?

3. Az egyes daganattipusok kézétt felfedezhetbek-e érzékenységbeli eltérések?

4. Mely tipusok fogékonyabbak és melyek rezisztensebbek?

5. Milyen folyamatok lehetnek felelések a citotoxicitasért?

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Felhasznalt anyagok. A kiilonb6z6 kezelésekhez felhasznalt anyagokat a kovetkezé gyartdktdl szereztik be: i
anizomicin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Németorszag); MTH-68/H: UCRI Hungary (Budapest, Magyarorszag).

Az infektiv MTH-68/H partikulumok kvantitativ vizsgalata. A meghatarozas a Lomniczi altal leirt eljaras szerint
(Lomniczi, B., Studies on interferon production and interferon sensitivity of different strains of Newcastle disease
virus. J Gen Virol, 1973. 21(2): p. 305-13.) a Budapesti Allatorvostudomanyi Egyetem virolégiai laborjaban, dr.
Lomniczi Béla iranyitasaval tortént. A 6x10° primér embryonalis csirkesejtet a szdvettenyészeti kdrilmények kozott
72 ¢dran at fert6zott daganatsejtek tapfolyadéka 0,5 mi-ének felhasznalasaval 3 napig inkubaltuk. A fertézott
csirkesejtek UH feltarasat kovetéen az intracellularis virionok meghatarozasa un. plakk esszével tortént.

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

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



Sejtkulturak. A kisérleteinkhez felhaszndlt sejtvonalak és a tenyésztésikhdz szikséges meédiumok Osszetevéi az
alabbi tablazatban talalhatéak.

- Tenyészési o et i A Katalégus
Sejttipus Jellemz6 Médium Végso koncentrdcio Gyarto i
RPMI 1640-Medium (L-Glutamin 2mM) fenolvérds nélkiil - GIBCO 11835-030
Panc-1 g 7 0 - FCS (Fetal Calf Serum) 10 % GIBCO 26010-074
W MEM Na-piruvat 1mM Sigma S8636
MEM non-essential amino acid solution 1x Sigma M7145
HCT 116 (colon carcinoma) Letapad6
o o e o oanads RPMI1640-Medium (L-Glutamin 2mM) fenolvrissel - GIBCO | 21875-034
paco FCS (Fetal Calf Serum) 5% GIBCO 26010-074
HT199 (melanoma) Letapadé
WM983B (melanoma) Letapadé
DU-145 (prostata adenocc. agyi met.) Letapadd
NCI-H460 (pulm. cc. pleur. met.) Letapadd DMEM, Ham’s F12 (1:1) (L-Glutamin 2mM) - GIBCO 31330-038
PC-3 (prostata adenocc. csont met.) Letapadé FCS (Fetal Calf Serum) 10 % GIBCO 26010-074
HT-29 (colon adenocarcinoma) Letapadé
0 0 q " DMEM, Ham’s F12 (1:1) (L-Glutamin 2mM] - GIBCO 31330-038
A431 (epidermoid carcinoma) Letapado FCS (Fetal (Calgéerum) in 2mi) 59 GIBCO 26010-074
U373 (glioblastoma) Letapadé DMEM . GIBCO 41966-029
Mc*:f';a (CervIxiadenocarcinoma) Letapadd FBS (Fetal Bovine Serum) 10% GIBCO 10106-169
DMEM o GIBCO 41966-029
5 o »
LNZTA3WT4 (glioblastoma) Letapadé EBS (F‘i_“:‘éﬁ,‘:‘;"ﬂ:‘;se'“"‘) ;?nﬁ g:ggg 12%38 _;23
Tetracikli 1ug/ml Sigma T7660
DMEM - GIBCO 41966-029
PC12 a y L 6 FBS (Fetal Bovine Serum) 5% GIBCO 10106-169
Horse serum 10% GIBCO 16050-122
Rat-1 (patkany fibroblaszt) Letapado DMEM - GIBCO 41966-029
NIH3T3 (egér fibroblaszt) P! Calf Serum 10% GIBCO 26170-043
Aol T n DMEM - GIBCO 41966-029
Humsnlprimenfibroblaszt Letapado FBS (Fetal Bovine Serum) 20% GIBCO 10106-169

TUNEL -esszé. 10° poly-L-lizinnel bevont fedélemezre kililtetett sejtet 4%-paraformaldehid tartalmd 1X PBS ben 4

°C-on 20 percig fixaltunk, majd 0,1% Triton X-100 tartalmu 1xPBS oldattal permeabilizaltunk szobahémérsékleten 15
percig. Az egyes lépések kozott 3x5 percig 1X PBS oldattal mostuk a mintakat. A permeabilizalast kovetéen FITC-
konjugalt dUTP és terminalis deoxynukleotid transzferaz felhasznalasaval nukleinsav-végjeldlést hajtottunk végre a
gyartd utasitasainak megfelel6en. A reakcié befejeztével propidium-iodid hattérfestést végeztink. A preparatumokat
fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk.

Western-blot. A fehérjekoncentraciok meghatérozédsahoz Bio Rad RCpc protein assay kolorimetridas modszert
alkalmaztuk. A sejt lizatumokat 12%-os SDS tartalmu poliakrilamid gélben elektroforetizaltuk, majd éjszakan at
BioRad Sequiblot PVDF membranra (Bio-Rad Hungary, Budapest) elektro-transzferaltuk. Az immunkomplexek
vizualizalasa er&sitett kemilumineszcens eljarassal tortént (ECL Plus Western blot detection system, Amersham
Pharmacia Biotech AB., Uppsala, Sweden). Az immunoblot analiziseket a gyarték elbirasai szerint, a kovetkezd
antitestekkel hajtottuk végre:

Antitest Antitest tipusa Katalf)g us Gyarto
szam
foszfo-specifikus Mdm2 Poliklonalis, nyul (ser166) #3521
p53 Poliklonalis, nyul #9282
foszfo-specifikus PTEN Poliklonalis, nyul (Ser388) #9551
PTEN Poliklonalis, nyul #9552 Cell si li
hasitott kaszpaz-3 Poliklonalis, nyul #9661 3 < |5|g|\;|‘: "L‘j% "
hasitott kaszpaz-9 Poliklonalis, nyul #9507 (Beverly, MA, USA)
kaszpaz-8 Poliklonalis, nyul #9746
elF2q, Poliklonalis, nyul #9722
foszfo-specifikus elF2a Poliklonalis, nyul (Ser51) #9721
PERK Poliklonalis, nyul #Zzggg;?R SantaCruz Biotechnology
foszfo-specifikus PERK Poliklonalis, nyul (SantaCruz, CA, USA)
Aktin (mAb, AB-1) Monoklondlis, egér IgM #CPO1 (Merck Ltd ogﬁgg::; Hungary)
Kaszpéz-12 Poliklonalis, nydl #BV-3182-3 "(",fa';f;“j‘;:::)s

Citotoxicitdas mérése WST-1 kolorimetridas médszerrel. A WST-1 sejtproliferacids reagens egy steril, vizoldékony
sejtpermeabilis tetrazolium so6 [4-(3-(4-jodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzén diszulfonat (WST-1)],
mely a mitokondridlis szukcinat-tetrazélium-reduktaz enzimrendszerek segitségével 440-450 nm hullamhosszon
spektrofotometrias Uton mérhetd formazan termékekké konvertalédik. 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* |ndqu sejtszam esetén linearis 6sszefliggést mutatnak
a sejtszammal. Méréseink soran a sejttipusoktol figgéen 10* - 4x10* sejtet Ultettiink ki 1 ml médiumban 24-lyuku
lemezekre. 24 6raval a killtetést kdvetben a letapadt és egészséges tenyészeteket MTH-68/H-val fertdztik, majd 72
oran at inkubaltuk. Pozitiv kontrollként nagydézisu (1ug/ml), fehérjeszintézist gatlé anizomicin kezelést alkalmaztunk.
Az inkubaciot kdvetéen a médiumot 100 pl 10% WST-1 tartalmi médiumra cseréltik és az egyes sejtféleségek
metabolikus jellemzéitél fliggéen 90-240 percig inkubaltuk. A médiumokbdl 100 pl-es mintakat 96-lyuki ELISA
lemezekre vittlink fel, majd az egyes mintak formazan tartalmat spektrofotométerrel 440 nm-en hataroztuk meg.



Gél-retardaciéos (mobility shift) esszé. A sejteket atmostuk jéghideg 1x-es foszfat pufferelt séoldattal (1x PBS),
majd 10x-es volumeni 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 volumendi
pufferben (20mM HEPES, pH 7.9, 25% glicerol, 420 mM NaCl, 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 10
mp-ig Ujra centrifugaltuk (13500rpm). A fellluszéként 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 tartalmazo oligonukleotidokat Ready-To-
Go T4 polynucleotide Kinase kit segitségével [y-32P]ATP-Ve| jeloltink a gyart6 leirasnak megfeleléen (Amersham
Pharmacia Biotech). DNS-fehérje kotédési reakcio: A -70°C-on tarolt fehérjemintakat jégen felolvasztottuk, 10
pg/minta fehérjét szobahémérsékleten inkubaltunk 4ul 5x-6s moédositott Ziff puffer (10mM HEPES, pH 7.5, 10%
glicerol, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA), 2ul 100 ng/ul poli d(1)d(C), illetve 1 ng kompetitor oligonukleotid jelenlétében (a
reakcioelegyet 20ul-re kiegészitettik desztillalt vizzel). A kompetitorokat tartalmazé kontroll mintakat 15 percig
eléinkubaltuk. Az egyes mintakat 100 000 cpm jelolt koétéhelyspecifikus oligonukleotiddal egészitettiik ki, majd
szobah6meérsékleten 30 percig inkubdltuk. Elektroforézis: 5% TBE (Trisz Base, Bdrsav, EDTA) tartalmi nem
denaturald poliakrilamid gélben 1x TBE puffert hasznalva elektroforetizaltunk (300mA, 200V, 2,5 6ra). A gélt
megszaritottuk, 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") tartalmazé kettéslancu oligonukleotidokat a Santa Cruz
Biotechnology Inc.-t6l (Santa Cruz, CA, USA), mig a c-Myc (5-TGTGCGGCCACGTGTCGCGAGGCCCGG-3') és az
NF«kB (5-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3") konszenzus szekvenciat tartalmazoé kettéslancu oligonukleotidokatt
az Amitof-tol (Amitof, Boston, MA, USA) szereztiik be.

EREDMENYEK

Az MTH-68/H daganatsejtekre gyakorolt citotoxikus hatasa. Az alkalmazott
MTH-68/H kisérleti vakcina erb6sen citotoxikus hatasu wtPC12 sejtkulturakban. A
fertbzés 72 ora alatt a teljes sejttenyészet pusztulasat idézi elé. A citotoxikus hatas
dozisfuggdnek bizonyult; 72 6ras fertézés soran az 50%-o0s sejtpusztulas 1:5-1:10
(sejt:partikulum) titernél kdvetkezik be. 1:800-as titer esetében a totalis fehérjeszintézis
gatlast el6idézd nagy dozisu anizomicin kezeléssel azonos mértékl sejtpusztulas
mérhetd. Az NBV fert6zés hasonldé hatasunak bizonyult Hela sejtek esetén. A
legkisebb altalunk vizsgalt sejt:virion arany alkalmazasakor is kdzel maximalis mértéki
sejtpusztulast tapasztaltunk a fert6zést kovetd 72 é6ra alatt. Az MTH-68/H riaszto
mértékl citopatias hatasat tapasztalva citotoxicitasi méréseinket kiterjesztettuk néhany
tovabbi tumorosan transzformalt human eredetli sejtvonalra is. A vizsgalt tumorseijt
vonalak mindegyike fogékonynak bizonyult a fert6zéssel szemben, jollehet az egyes
tipusok esetében eltérések is felfedezhetdk.

A melanoma sejtvonalak esetében a tenyészetek teljes pusztulasat tapasztaltuk
72 o6raval a fertb6zést kovetben akkor, ha az alkalmazott virus titer elérte, vagy
meghaladta az 1:1-1:5 sejt:virion aranyt, mig az atlagosan 50%-os sejtpusztulas a 10:1-
5:1 titertartomanyban volt megfigyelhetd. Colorectalis eredetl sejtvonalakkal végzett
kisérleteinkben a maximalis hatas elérése 1:5 vagy e feletti titer esetén jelentkezett,
mellyel 6sszhangban az 50%-0s pusztulas eléréséhez is magasabb, jellemzben 5:1-1:1
sejt:virion arany volt szukséges. Ugyanakkor az egér, patkany és primér human
fibroblasztokkal végzett kisérleteink soran a barmely korabbi sejtvonalban maximalis
sejtpusztulast el6idézé titerek esetén sem tapasztaltunk szignifikans sejtpusztulast, sét,
egészséges, konfluens tenyészetet létrehozd folyamatos proliferacidés aktivitas volt
mérhetd. A fokozott érzékenységet mutatd glioblastoma és melanoma vonalak mellett
kilonosen érzékenynek bizonyultak a pancreas és a cervix carcinoma eredeti
sejtvonalak, mig a legkevésbé érzékenynek az emlédaganatbdl szarmazé MCF-7
sejtvonal tlnik. A felhasznalt sejttipusok fontosabb jellemzéi a 3. tablazatban talalhaték.



Relativ
Sejt tipus Széveti eredet p53 stitusz® Genotipus® MTH-68/H
érzékenység
Primér . 1 . A
fibroblaszt Human NA Diploid Nincs
Egér embrionalis 1 . :
NIH3T3 fibroblaszt NA Diploid Nincs
Patkany embrionalis 1 Lo .
Rat-1 fibroblaszt NA Diploid Nincs
HT-25 Human colon carcinoma NA' Diploid +++
Hypertriploid
L s A c-myc, K-ras, H-ras, N-
adenocarcinoma ) - N-myc, abl, ros, src -;
antigén. CEA+
TGFBBP +
Diploid ,,k6zeli”;
mutacioé a ras gén 13.
HCT-116 Human colon carcinoma wtp53+/+ kodonjaban; +++
Keratin +
TGFB 1/2 +
Human prostata . . . e 223 .
DU-145 adenocarcinoma agyi clleleiall mgtAaIt. elanes Hypotriploid +++
e Val“"*Phe
metasztazisa
Humén prostata Az egylk p53 a[lel deletalti .
PC-3 adenocarcinoma csont- AL RS LS el ) & Hypotriploid ++++
P 138-as kodonban, amely korai
metasztazisa Ay
terminaciohoz vezet.
Human ductalis GGT/GAT mutacio a K-
PANC-1 epithelioid pancreas CGT/CAT mutacu_q a p53 gén 273 ras gén 1?. kodo_n’jaban e
. kodonjaban. p16 gén metilalt
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Kaszpaz 3 -
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A431 P — CGT/CAT mutacioé a 273 kodonban. Hypertriploid ++++
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3. tablazat. Az alkalmazott sejtvonalak fontosabb tulajdonsagai és relativ MTH-68/H érzékenységik. 'NA: Nincs adat;
Az American Tissue Culture Collection adatai, valamint publikaciok alapjan.

Az MTH-68/H kivaltotta citotoxicitast virusreplikacio kiséri. Kisérleteinkhez a
legnagyobb és a legkisebb MTH-68/H érzékenységet mutaté Hela és MCF-7
sejtvonalakat fert6ztuk 100:1 és 10:1 titerekkel, 24 o6ran at a korabbiakkal azonos
koralmények kozott. A fertézést kovetden a sejttenyészetek médiumait 6sszegyjtottik,
majd friss HelLa illetve MCF-7 tenyészetekre vittuk at és ujabb 24 6ran at inkubaltuk. A
masodik 24-6ras inkubaciot kdvetéen mindkét sejtvonal esetében sulyos sejtpusztulast
tapasztaltunk, ami jelzi, hogy az els6é tenyészet fert6zését kovetben szolubilis,
sejtpusztulast kivaltd ,anyag” van jelen a tenyészt6folyadékban, amely a friss

virusfert6zéshez hasonlé sejtpusztulast képes kivaltani.




A citotoxicitasi kisérletek soran 72 éran at fert6zott wtPC12, HelLa, NIH3T3 és
Rat-1 sejtek tenyészt6folyadékainak fert6zdképes virus-tartalmanak vizsgalata soran
NIH3T3 és Rat-1 sejtek 3 napos fertézését kdvetéen nem volt kimutathaté mennyiségi
infektiv partikulum a sejtek tenyésztéfolyadékaban. Az 1:5, illetve magasabb
alkalmazott titereknél mérhet§ virionok a fertézéshez hasznalt populacié
.,maradvanyainak” tekintheték. A fibroblaszt sejtekkel végzett kisérleteink tehat
egyertelmlien arra utalnak, hogy a virusreplikacié e sejtekben nem megengedett. A
megegyez6 korilmények kozott, transzformalt sejteken (Hela illetve wtPC12)
végrehajtott méréseink szerint a fertézést kdvetéen az induld titerekkel 6sszevethet6,
vagy annal jelentésen nagyobb mennyiségl fert6zOképes részecske mutathato ki a
sejtkulturak médiumaiban. Kisérleteinkben sikertlt bemutatnunk, hogy aktiv
immunkompetens sejtek hianyaban is hatékony onkolitikus aktivitas mérhetd, melyet a
sejttipusoktdl fuggdben eltéré mértékl virusreplikacio kisér.

Az MTH-68/H okozta sejtpusztulas hatterében apoptotikus folyamatok
allnak. Az MTH-68/H fert6zott tenyészetek tobbségénél nagyfoku vakuolizacio
figyelhetd6 meg, melyet zsugorodd sejtek megjelenése kovet, kdrnyezetikben az
apoptotikus testekre jellemz6 objektumok sokasagaval. A biokémiai vizsgalatok szerint
a fert6zést kovetben a human daganatsejtekben apoptotikus folyamatok (DNS
fragmentacio, kaszpaz aktivacio) indukalodnak. Az apoptozisra jellemzd ,DNS-létra”
megjelenéséhez minimalisan szikséges MTH-68/H titer jol korrelal a HelLa sejtek relativ
erzékenységevel. Az apoptozis indukcidés képesseg alapvetéen a kisérleti vakcina él6
virustartalmatél fugg, annak hianyaban a DNS-fragmentacié elmarad. PC12 sejtek
esetében a sejtek 30-60 perces, alacsony titerd (50:1) MTH-68/H expozicidja is
elegendd ahhoz, hogy a folyamatos 24 éras fertézésre jellemzd mértéki DNS-
fragmentaciét tapasztaljunk. HelLa sejtek MTH-68/H fert6zésekor a TUNEL pozitiv
sejtek aranya a fert6zés 12. érajat kovetben csak 25-30% kozott mozog, mig 24 éraval
a fert6zést kovetden eléri a teljes populacio kozel 90%-at.

Az MTH-68/H fert6zés kaszpaz-8 és -9 figgetlen uton kaszpaz-3 és -12
aktivacidhoz vezet. Az MTH-68/H fert6zést kdvetéen 10 oraval a sejtekben igen
jelentdés meértékben emelkedik a hasitott kaszpaz-3 mennyisége. Hasonl6éan kiugro
valtozast a kaszpaz-9 citoplazmatikus elhelyezkedésli hasitott formajanak
megjelenésében csak a fert6zés nagyon késéi stadiumaiban figyelhetink meg, melyet
messze megeldz az effektor tipusu kaszpaz-3 hasitasi termékeinek akkumulacidja. A
fert6zést >18 oraval kovetd kaszpaz-9 aktivacio tehat inkabb csak kdvetkezménye lehet
az apoptotikus folyamatoknak. Hasonlé eredményre vezettek a receptor aktivalt
kaszpaz-8 kimutatasara iranyulo, kaszpaz-3 deficiens MCF-7, valamint kaszpaz-3
pozitiv DU-145 sejtekkel végzett kisérleteink is. Sikerult ugyanakkor kimutatni az
endoplazmatikus retikulumban talalhaté kaszpaz-12 aktivaciojat. A hasitott kaszpaz-12
megjelenése 8 odraval a fert6zés kezdetét kdvetben mar egyértelmiien kimutathato,
amelyet id6ben a kaszpaz-3 aktivacioja kovet. Immuncitokémiai vizsgalataink szerint a
kaszpaz-12 nuklearis transzlokacidja a PC12 sejtek MTH-68/H fert6zését kovetd 10.
oratél mar ugyancsak megfigyelheté.

MTH-68/H kivaltott apoptotikus folyamatok p53 fuggetlenek. Az MTH-68/H-
val fert6zott sejtekben intenziv apoptotikus folyamatok zajlanak. A fogékonynak
bizonyult sejtvonalak genotipusait 6sszehasonlitva kitlinik, hogy szamos sejttipust —
HT-29, DU145, PC3, Panc-1, HelLa, U373, LNZTA3WT4, A431 — mutans p53 allélok
jellemeznek.



Néhany sejtvonalrol — wtPC12, MCF-7, HCT-116 — ugyanakkor biztosan tudjuk,
hogy vad tipusu p53-at (wtp53) expresszal (3. tablazat). Mindez arra utal, hogy a klinikai
szempontbdl oly fontos p53 mikédés nem szikséges az MTH-68/H indukalta
apoptézishoz. Az American Tissue Culture Collection (ATCC) készletébdl szarmazo,
human, deletalt p53 I6kuszokat tartalmazoé glioblastoma sejtvonalat — LNZTA3WT4 —
alkalmaztunk. Az elvégzett citotoxicitasi vizsgalataink a sejtvonal MTH-68/H iranti
nagyfoku érzékenységét mutattak. A relativ érzékenység a mar korabban vizsgalt,
mutans p53 allélokat hordozé HT-29 colorectalis, PC-3 prostata vagy A431 bér eredeti
sejtekéhez hasonlithatdé. A kilonféle MTH-68/H fertézott sejtvonalakon végrehaijtott
DNS kotédesi vizsgalataink eredményei sem mutattak valtozast a p53 DNS-kotésének
mértékében. Kozvetlen és kdzvetett eredményeink alapjan, a vizsgalt in vitro
rendszerekben, az MTH-68/H fert6zésre adott apoptotikus sejtvalasz medialasaban az
endogén p53 funkcidk feltehetéen nem jatszanak kdzponti szerepet.

Az MTH-68/H fert6zés PERK aktivaciot koveté elF2a inaktivaciohoz vezet.
Kisérleteink szerint az elF2a gatlasa PC12 sejtekben a fert6zés 10-11. 6rajaban valik
kifejezetté, igy az elF2a inaktivacié néhany oraval a kaszpaz-12 aktivaciot kovetben
torténik és idében inkabb a kaszpaz-3 aktivacioval esik egybe. A legkevésbé MTH-68/H
érzékeny MCF-7 sejtek esetében az elF2a foszforilacio kezdete néhany oéraval
kés6bbre, a fert6zést kovetdé 12., mig maximuma a 18. orara tehetd. Az elF2a
szabalyozasaban szamos fehérje kinaz vesz részt. Ezek kozul az ER-stressz
regulacioban a protein kinaz R-szerli ER-lokalizalt kinaz (PERK) tinik kulondsen
fontosnak. A PERK immunoblot vizsgalata PC12 sejtekben érdekes, de korantsem
varatlan eredményre vezetett; MTH-68/H fert6zés alatt a PERK egy relative gyengébb
nyugalmi foszforilacios allapotbdl a fertézés elsé 8-10 6raja alatt er6sebben foszforilalt
allapotba kerul, amely dramaian lecsokken a kezelés 10. drajat kovetéen. A PERK
foszforilacio tehat idében megel6zi mind az elF2a foszforilacidt, mind a kaszpaz-3 és -
12 aktivaciot.

A c-Myc és NFkB transzkripcios faktorok aktivacioja MTH-68/H fert6zés
soran. wtPC12 sejtekben a c-Myc DNS koétédésének mértéke jelentds emelkedést
mutat mar az MTH-68/H fert6zés 4. érajatol kezddédden. Hasonld, bar talan kissé
arnyaltabb c-Myc aktivitas figyelheté meg HCT-116 sejtekben is. Mind wtPC12, mind a
funkcionalisan p53 defektivnek tartott HeLa sejtekben, a c-Myc aktivacioé kinetikajahoz
hasonléan nuklearis faktor kappa B (NFxB) aktivacié is azonosithaté. Az NFxB
aktivacio a fert6zést kovetéen a c-Myc aktivacidohoz képest gyorsabban kialakul. A
kapott eredmények mintazata az MTH-68/H fert6zott HeLa sejtekben nagyon hasonlé a
telies fehérjeszintézis blokad soran kimutathatd valtozashoz. A  kilonb6z6
sejttipusokban eltér6 molekulasulyd DNS-fehérje komplexek jonnek létre, melyek
mindegyike specifikusnak bizonyult.

OSSZEFOGLALAS

A human és nem human virusok emberi daganatokra gyakorolt el6nyds hatasai
régéta a tudomanyos kodzosség érdeklbédésének targyat képezik. Az 1900-as évek
elejére visszanyulo kutatasoknak koszonhet6en mara sikerult definialni azokat a virus
fajokat, amelyek rendelkeznek egy teoretikus onkolitikus agens potencialjaval. A
viroterapia gyakorlati bevezetését segiteni hivatott erdfeszitések mindeddig két f6
irAnyban haladtak.



Egyrészt néhany hatékonynak itélt virus molekularis bioldégiai mddszerekkel
torténd atalakitasa segitségével, masrészt egyes sajat, belsé onkolitikus tulajdonsaggal
rendelkezd agensek attenualt formainak felhasznalasaval probaltak meg biztonsagos
onkologiai eszkdzt 1étrehozni.

Kutatasi programunk soran ez utobbi torekvéshez kivantunk hozzajarulni,
amennyiben a Newcastle betegség virus egy onkolitikus célra mar alkalmazott attenualt
variansanak — az MTH-68/H - hatékonysagat illetve onkolitikus hatasanak
mechanizmusat  kisérelttk meg a  korabbiaktdl eltéréen  megkozeliteni.
Kisérletsorozatunk célja az onkoterapias agens in vitro korulmeények kozotti vizsgalata,
a kulonb6zb szoveti eredetli daganatsejtek fogékonysaganak meghatarozasa, illetve a
fert6zés intracellularis elemekre gyakorolt hatasanak jobb megismerése volt.
Vizsgalatsorozatunkban sikerult bizonyitanunk, hogy a Newcastle betegség virus MTH-
68/H jelzésl izolatuma gatolja a kulonb6zb eredetl human transzformalt sejtvonalak
proliferaciojat, de nem gyakorolt hatast patkany, egér és primér human fibroblasztok
szaporodasara. Az MTH-68/H fert6zés soran az in vitro tumor eredetl tenyészeteink
teljes pusztulasat tapasztaltuk, bar a maximalis citotoxikus hatas eléréséhez az egyes
sejttipusok kapcsan eltér6 sejt:virus arany alkalmazasa bizonyult szikségesnek. A
citotoxicitasi adatok elemzésével sikerllt meghataroznunk az egyes tumoros
sejtvonalak relativ érzékenységeét. Az MTH-68/H fert6zés soran tapasztalt sejtpusztulas
soran az apoptézis morfologiai — sejtzsugorodas, apoptotikus testek megjelenése — és
biokémiai — DNS-fragmentacio és TUNEL pozitivitas, kaszpaz-3 aktivacio — jegyeit
mutattuk ki; a tapasztalt massziv sejtpusztulas hatterében tehat — legalabb részben — az
MTH-68/H kivaltotta apoptotikus folyamatok huzédnak meg. Az MTH-68/H fert6zés
hatasara megjelend apoptozis kivaltasahoz a fogékony sejtek révid idejii — 60 perces —
expozicioja is elegendének tinik, melyet az apoptdzisban kiteljesedd biologiai valasz 72
oran belul az egész tenyészetre kiterjed6 mértékben koévet. A folyamat soran a
paramyxovirusokra jellemzé szoveti elvaltozasok — nagymértéki vakuolizacio, sejtfuziok
soran kialakuld syntitiumok — szintén megfigyelhetdk.

A transzformalt sejtek fert6zését kovetden virusreplikacio zajlik, melynek mértéke
az egyes sejttipusok kapcsan meghatarozott relativ érzékenységgel mutatott szoros
Osszefuggést, mig az MTH-68/H rezisztens fibroblaszt kulturakban a virusszaporodas
teljes mértékben gatolt. Ugy tlinik tehat, hogy az MTH-68/H replikacidjanak lehetésége
€s mértéke, valamint az MTH-68/H fert6zést kdvetd sejtpusztulas kodzott szoros
kapcsolat lehet, bar az ok-okozati Osszefiggés egyel6ére nem teljesen vilagos.
Kisérleteink ugyanakkor egyértelmlen ravilagitottak az MTH-68/H fert6zés direkt
citotoxikus hatasara. Bar a szakirodalom egyes in vivo vizsgalatok alapjan a viralis
onkolizisért felelds folyamatokban nagy jelentéséget tulajdonit a fert6z6 agensek
hatasara kibontakoz6 kulonféle immunoldgiai folyamatoknak, sajat kisérleti
rendszereink mentesnek tekintheték azoktdl az aktiv sejtes immunolégiai elemektdl,
amelyek az MTH-68/H fert6zés soran tapasztalt sejtpusztulast medialhatnak.
Természetesen nem zarva ki a fert6zott sejtek citokin termelésének a virusfert6zés
hatasara megjelené apoptotikus valaszban betoltott lehetséges szerepét, adataink
alapjan egy, az onkoterapias agens és a célsejt kozvetlen interakciojan alapuld
onkolitikus hatas latszik korvonalazédni. Adataink alapjan ugy tdnik, hogy az MTH-68/H
fert6zést kovetd apoptotikus valasz iniciacidjaban sem a kaszpaz-8/extrinsic, sem a
kaszpaz-9/intrinsic kaszpaz kaszkad nem tekinthet6 els6dleges molekularis
mechanizmusnak.



Ugyancsak e feltevést tlinnek alatamasztani a citotoxicitasi vizsgalataink soran
tapasztaltak is, hiszen amig az apoptozis kozvetlen morfologiai és biokémiai
markereinek vizsgalata a fert6zott sejtek részérél egy relative gyors ,apoptotikus
dontés”-re engednek kovetkeztetni, addig a mitokondrialis enzimek mikddésén alapuld
meéréseink idében joval késébb jelzik a sejttenyészetek pusztulasat. Mindez arra utal,
hogy az apoptotikus valaszreakcidéra vonatkozé cellularis dontési és végrehajtasi
folyamatok id6ben megelézik a mitokondridlis oxido-reduktiv enzimrendszerek
karosodasat. Bar az MTH-68/H fert6zés soran kaszpaz-3 pozitiv sejtek esetében e
molekula aktivaciojat sikerllt azonositanunk, hasonléan kétséges az MTH-68/H
kivaltotta sejtpusztulasban az effektor kaszpaz-3 abszolut szerepe is, hiszen az MTH-
68/H fert6zés a kaszpaz-3 deficiens MCF-7 sejtvonal szamara is citotoxikus hatasunak
bizonyult. Az extrinsic és intrinsic kaszpaz utak MTH-68/H kivaltotta apoptdzisban
betoltott szerepét megkérdéjelezd eredményeinkre az endoplazmatikus retikulum (ER)
apoptotikus folyamatai szolgalhatnak magyarazatul. A kaszpaz-3 indukcidval jol
korrelalé kaszpaz-12 aktivacioét sikertlt kimutatnunk PC12 modellinkben, igy az ER
stresszhatasokra indukalodo apoptotikus folyamatok kaszpazainak kettds funkcidja — a
kaszpaz-12 iniciator és effektor kaszpaz szerepét egyarant leirtdk — értelmezhetbvé
tenné mind a kaszpaz-3 pozitiv sejtvonalakban tapasztalt kaszpaz-8 és -9 fuggetlen
apoptotikus folyamatokat, mind a kaszpaz-3 defficiens MCF-7 sejtek pusztulasat.

Az egyes alkalmazott sejtvonalak genotipusara vonatkoz6 adatok, valamint sajat
kisérleteink eredményeinek elemzése alapjan az MTH-68/H kivaltotta apoptdzist, mint
p53-fuggetlen mechanizmust azonositottuk, mely eredményt klinikai szempontbdl
kulondsen fontosnak tartunk. A p53 tumorszuppresszor daganatok progressziojaban
jatszott szerepe ma mar vitathatatlan. Egyre tdbb adat all rendelkezéslinkre arra
vonatkozolag is, hogy a p53 funkcidveszté mutacidi jelentésen fokozzak a daganatok
hagyomanyos terapiakkal szembeni rezisztenciajat. Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy
szabalyozhaté p53 expresszioval rendelkezé glioblastoma sejtekben az MTH-68/H-ra
adott valaszban valddi eltérés nem mutathatd ki sem p53-at expresszald, sem p53
fehérjét nem tartalmazé sejtekben. S6t, wtp53 allélokat kifejez6 sejtekben sem kiséri az
MTH-68/H fert6zést emelkedett p53 transzkripcios aktivitas.

A p53-mal ellentétben, MTH-68/H fert6zott witPC12 sejtekben mind a c-Myc,
mind az NFkB DNS kotédésének mértekében felfedeztink valtozasokat. A c-myc
onkogén terméke, a p53-hoz hasonléan, tobb human daganatban — ovarium, emié és
colorectalis tumorok, kissejtes tudérak, lymphomak — megtalalhato, sejtbioldgiai hatasai
pedig a p53-éval csaknem megegyezéen széles skalan mozognak. Kilinikai
szempontbdl lényeges, hogy a c-Myc deregulaci6 mértéke — mely jellemzben
amplifikacié vagy fokozott transzkripcid eredménye —, illetve az egyes tumorok
malignitasa szoros Osszefliggésben van. A c-Myc jelentds emelkedést mutat mar az
MTH-68/H fert6zés 4. orajatdl kezdédéen és hasonlo, bar talan kissé arnyaltabb c-Myc
aktivitas figyelhet6 meg MTHT-68/H kezelt HCT-116 tenyészetek EMSA vizsgalata
soran is. A szakirodalom jelenleg a c-Myc pro-apoptotikus iranyd mikodését az
apoptozis intrinsic jelpalyaiban megtalalhaté elemekhez, els6sorban a mitokondrialis
citokrom-c kiaramlashoz és az azt kdvetd kaszpaz-9 aktivacidhoz koti. igy azonban, a
gél-retardacios vizsgalataink soran latott, MTH-68/H fert6zés alatt zajlé c-Myc aktivitas
relevanciaja egyel6re nem vilagos.
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Egyrészt, az altalunk eddig e szempontbdl tanulmanyozott, MTH-68/H fert6zott
tumorsejtekben fellép6 c-Myc aktivitas — a bemutatottakhoz hasonléan, egységes képet
mutatva — minden esetben kimutathatd volt, masrészt viszont ezt nem kiséri az aktivalt
kaszpaz-3 akkumulaciot megeldz6 kaszpaz-9 aktivacio.

Az NFkB, mely a kisérleti szituacié fuggvényében egyarant lehet pro- és anti-
apoptotikus hatasu is, ugyancsak az antiviralis folyamatok egyik fontos mediatora.
Kisérleteinkben e transzkripcios faktor aktivaciéjat ugyancsak megfigyeltuk, mind MTH-
68/H fert6zott PC12, mind Hela sejtekben, bar mind az aktivacid kinetikaja, mind a
képz6dé DNS-kété komplexek Osszetétele eltéré. Erdekes, hogy amig az MTH-68/H
irant nagyobb érzékenységet mutaté HelLa sejtekben az NFxB aktivacio csak a fertézés
8. orajat kovetéen mutathatd ki, addig az NFkB DNS-kétédésének mértéke az MTH-
68/H irant kisebb fogékonysagot mutaté PC12 sejtekben mar a fert6zés 2. orajat
kovetéen megfigyelhetd. Megfigyeléseinkre tobb elméleti magyarazat is adodik.
Elképzelhetd, hogy az irodalmi adatokkal 6sszhangban, az NFkB, a fert6zott sejttipustol
fuggéen, az MTH-68/H fert6zés soran is lehet pro- illetve anti-apoptotikus hatasu.
Ugyanakkor az sem kizarhatd, hogy az NFxB alapvetéen anti-apoptotikus hatasa HelLa
sejtekben késleltetett vagy gatolt, igy téve a HelLa sejteket az MTH-68/H fert6zés irant
fogékonyabba, mig PC12 sejtekben a relative prompt megjelend NFxB aktivaciéd
valamelyest késlelteti az MTH-68/H infekciora kibontakoz6 apoptotikus valaszt, melyet
kllonbdz6 Kisérleti Osszeallitasainkban csdokkent MTH-68/H iranti érzékenységként
észlelink. Minthogy a célsejtek NFxB statusza akar dontéen is befolyasolhatja az MTH-
68/H fert6zésre adott valaszreakciokat, az NFkB lehetséges szerepének tisztazasa
mindenképp fontosnak tlnik.

Medgfigyeléseink mindenképp felhivjak a figyelmet az MTH-68/H fert6zést kovet6
sejtpusztulas hatterében kibontakozé apoptotikus folyamatokra. Ugy tinik, hogy ezek
k6zéppontjaban a sejtek transzlaciés gépezetéhez, illetve az endoplazmatikus retikulum
rendszerhez szorosan kotédd szabalyozé mechanizmusok helyezkednek el. Az MTH-
68/H fertbzést kovetd gyors PERK aktivaciot — az adott sejt relativ MTH-68/H
érzékenységével korrelalé6 médon, a megfigyelt elF2a foszforilacios események alapjan
— néhany o6raval késébb feltehetbéen a fehérjeszintézis egyensulyanak felborulasa és az
aktiv kaszpaz-12 endoplazmatikus retikulumbdl torténd felszabadulasa, majd a
kaszpaz-3 aktivacioja kovetheti. Elképzelhetének tlinik, hogy a transzformalt sejtek
fokozott fehérjeszintézise miatti ER-tulterheltség jelenti azt a kézds tulajdonsagot,
amely a vizsgalt sejtvonalakat fogékonnya teszi az onkolitikus virusfertézések irant. A
tulterhelt ER sebezhetébb egyensulyanak megbomlasat konnyen el6idézhetnék az
elF2o foszforilacié hatasara a fehérjeszintézis mintazataban bekdvetkezd valtozasok,
melyek végul a kibontakozé ER-stressz valasz eseményein keresztul a sejtek
pusztulasahoz vezethetnek.
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