Apoptozis indukalasa mevastatinnal
human U266 myeloma sejtvonalon
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A statinok széles korben hasznalt gyogyszerek a hypercholesterinaemia kezelésé-
ben. Emellett azt is igazoltak, hogy tumorsejtvonalakon apoptézist indukalnak. Ki-
sérleteinkben mevastatin (HMG-KOA-reduktdz-inhibitor) hatasat vizsgaltuk U266
human myeloma sejtvonalon. A mevastatin kaszpazaktivitast és mitokondrium-
depolarizaciot okozva vezet apoptozishoz. Kimutattuk, hogy az apoptozis soran a
BCL-2 mRNS és fehérje mennyisége csokkent, a BAX-, illetve BCLxL-termelés
azonban nem valtozott. A mitokondrialis valtozasokat kaszpéaz-8- és BID-aktivalas
kisérte. A halélligandokat neutralizal6 antitestek (TRAIL-R2Fc, anti-TNF-a, anti-
FASL) nem gatoltdk a mevastatin okozta apoptozist, ami az eddig ismert
halalreceptoroktol fiiggetlen sejthalalra utal. Az apoptézis indukaldsa soran a
mevastatin elésegitette a myelomasejtek felszinérél a syndecan-1 levedlését.
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Statins have been used succesfully in the treatment of hypercholesterinaemia.
Moreover, in vitro studies have shown that statins can trigger apoptosis in a
variety of tumor cell lines. In the present study we analysed the effect of
mevastatin - a novel inhibitor of HMG-COA reductase, the rate-limiting enzyme
of the mevalonate pathway - on U266 human myeloma cells. Apoptosis induced
by mevastatin was associated with increased caspase activity and depolarisation
of mitochondrial membrane. Expression of BCL-2 mRNA and protein was down-
regulated, with no change in BAX or BCLxL protein production. The
mitochondrial program was supported by caspase-8 and cleaved BID activity.
None of the antibodies neutralising death-ligand/death-receptor pathway -
TRAIL-R2Fc¢, anti-TNF-a, anti FASL (NOK-1) - influenced the mevastatin-induced
apoptosis. Mevastatin also stimulated shedding of syndecan-1 from the surface of
myeloma cells. Janosi ], Sebestyén A, Bocsi J, Barna G, Nagy K, Vilyi-Nagy I,
Kopper L. Mevastatin induced apoptosis in U266 human myeloma cells. Hungarian
Oncology 48:333-337, 2004
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Bevezetés

A malignus betegségek kemoterapids kezelése
még nem megoldott, igy az uj, elsdsorban anti-
proliferativ és proapoptotikus tdmadasponti
gyogyszerek kifejlesztése az érdeklédés kozép-
pontjdban all. A statinok gyakran alkalmazott
gyogyszerek a hypercholesterinaemia kezelésé-
ben, illetve az arteriosclerosis megel6zésében (9);
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hatasukat a mevalonat-szintézisben szerepet jat-
sz0 HMG-COA-reduktaz gatlasan at fejtik ki (2).
Tobb vizsgélat igazolta, hogy in vitro a sztatinok
gatoltdk a sejtproliferaciot. A lovastatin (HMG-
COA-reduktaz-gatl6) mind a tumoros, mind a
ta (5, 19). Két klinikai vizsgalat eredménye alap-
jan a pravastatint, illetve a simvastatint szedé be-
tegeknél ot éves utankovetés soran csokkent a
colorectalis daganatok gyakorisaga (15, 17).

Ismert, hogy az apoptdzis zavara szerepet
jatszhat a B-sejtes lymphomak kialakulasaban
(13, 21, 25). Ezen belil az antiapoptotikus folya-
matoknak szerepiik lehet a myeloma multiplex
patomechanizmusaban (22). Kisérleteink kozvet-
len célja a mevastatin hatasanak vizsgalata volt
U266 human myeloma sejtvonalon.
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Anyagok és modszerek
Sejtkultiiva

Kisérleteinket U266 human myeloma sejtvona-
lon végeztiik. A sejteket RPMI médiumban (Sig-
ma), 10% hoéinaktivalt f6talis borjuszérummal
(FCS) (GIBCO-BRL), L-glutaminnal és penicillin-
streptomycinnel kiegészitve tenyésztettik 5%
CO,-koncentraciét biztosité termosztatban 37 °C-
on. A sejteket mosas utan (0,5 ml-ben 150 000
sejt) 48 lyuku talcan eléinkubaltuk (5% CO,,
37 °C), majd 0,5-1-1,25 pg/ml dézisban mevasta-
tinnal kezelttik 24-96 6ran at.

Anyagok

A mevastatint (Sigma) DMSO-ban oldottuk (10
ng/ml), -20 °C-on taroltuk. Kisérleteink sordn a
kovetkezé anyagokat hasznaltuk: ZVAD-fmk (al-
talanos kaszpazgatls, Enzim System Product),
Z-IETD-fmk (kaszpaz-8-gatlo, Pharmingen),
Z-LEHD-fmk (kaszpaz-9-gatlé, Pharmingen). A
kaszpazgatlokat 50-100 mM koncentracioban al-
kalmaztuk, a kezelés id6tartama alatt (72-96 ora)
minden 24 éraban hozzaadva a sejtkultirahoz.

Sejtmorfologia

Citospinnel tortént kiiilepitést kovetéen a sejte-
ket 80%-0s metanolban fixaltuk, majd HE-festés
utan fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

Apoptozis mérése daramldsi citométerrel
a DNS-tartalom alapjdan

Mevastatin-kezelést kovetéen a megfelel6 ideig
inkubalt sejteket (500 000/ml) centrifugaltuk (300
g, 2 perc), a feliiliszo ledntése utan az dsszerazott
pelletet -20°C fokos, 70%-o0s etanolban fixaltuk. A
mintakat tjra centrifugéltuk (300 g, 3 perc) és 800
pl 100 pg/ml RNaz A (Sigma) tartalmu extrakcios
puffert (200 mM-os dinatrium-foszfat puffer,
pH=7,8, citrattal bedllitva), majd 5 pg/ml vég-
koncentracioban etidium-bromidot (Calbiochem)
adtunk a mintakhoz. Az aramlasi citométerrel
(FACScan vagy FACScalibur, Becton-Dickinson)
nyert adatok kiértékeléséhez Winlist 1.0 (Verity
Software House) programot hasznaltuk.

Western-blot analizis

A sejteket a fent leirtak szerint kezeltiik mevasta-
tinnal, majd mosas (PBS) és centrifugalas (1300 g, 5
perc) kovetkezett. Az tiledéket lizispufferben (5
mM TRIS, 150 mM NacCl, 1 mM NaF, 0,5 mM Na-
vonadat, 10 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 10%
glycerol) reszuszpendaltuk és 10 percig jégen inku-
baltuk. Inkubaciot kévetéen a sejteket centrifugal-
tuk (4 °C, 20 perc, 15 000 g) majd a fehérjetartalmat
BioRad Bradford-reagens segitségével hataroztuk
meg. A gélelektroforézist 12,5%-o0s akrilamidgélen
végeztiik. Az analizishez 30 pg fehérjét hasznal-
tunk. Az ellenanyagokat a koévetkezd higitasban
hasznaltuk: monoklondlis BCL-2 1:1000 (DAKO),
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BID 1:1500 (Transduction Laboratories), poliklona-
lis BAX 1:2000 (DAKO). El6hivashoz Vectastain
ABC Kitet (Vector Laboratories) és ECLPlus (Amer-
sham Pharmacia Biothec, UK) kemilumineszcens
szubsztratot hasznaltunk.

RT-PCR

Eszkozeink RNaz-mentesitését koveten 10x10°
sejtbdl izolaltunk RNS-t Rneasy Total RNA kit se-
gitségével. A reverz transzkripciot 100 ng RNS-
bél végeztik MMLV reverz transzkriptazzal és
random primerekkel (Gibco BRL), 42°C-on. A
PCR soran red-Taq polimerazt (Sigma) hasznal-
tunk. A kovetkez6 ciklusparamétereket alkal-
maztuk: 65 °C 1 perc, 72 °C 1 perc, 28 ciklus. Bel-
s6 standardként a b-aktint hasznaltuk a cDNS mi-
néségének megitélésére. Az alkalmazott prime-
rek a kovetkezdk voltak: b-aktin 538bp: 5GTG-
GGG-CGC-CCC-AGG-CAC-CA3, 5,CTC-CTT-AAT-
GTC-ACG-CAG-GAT-TTC3; BCL-2, 389 bp:
5,CGA-CTT-CGC-CAG-GAT-GTC-CAG-CCA-G3;
5,ACT-TGT-GGC-TCA-GAT-AGG-CAC-CCA-G3,
BAX, 517 bp: 5 CAT-GAA-GAC-AGG-GGC-CCT-
T3, 5CAT-CTT-CTT-CCA-GAT-GGT3. Az RNS-
mintdk méret szerinti elvéalasztasat agardz-gél-
elektroforézissel végeztiik (1,5% agardz). A gélek
értékelése UV mellett Eagle Eye Videodensito-
meterrel (Stratagene) tortént.

Kaszpdz-aktivitas mérése

A mintdkat (500 000 sejt/Eppendorf-csé) centri-
fugaltuk (200 g, 3 perc), mostuk PBS-ben. A pel-
lethez kaszpazpuffert (100 mM HEPES, ph=7,5,
10% szaharoz, 0,1% CHAPS, 5 mM DTT) adtunk.
A mintakat 96 lyuku talcara helyeztiik. 1 %-os tri-
ton X-100-zal feltartuk a sejteket, majd 20 pM
DEVD-AMC (Sigma) kaszpazszubsztrat hozzdada-
saval inditottuk a reakciot. A fluoreszcencia in-
tenzitasat mérve AMC-higitasi sor alapjan hata-
roztuk meg a felszabadult AMC mennyiséget
(Fluoroskan Ascent Fluorimet, Labsystem).

Mitokondriummembrdn-depolarizdcio mérése

Az €16 sejtekhez (500 000 sejt/ml) 10 nM DIOC(3)
festéket (3,3-dihexiloxakarbocianin-jodid, Sigma)
adtunk és 15 percig inkubaltuk (37 °C, 5% CO,). Az
aramlasi citometria sordan mért fluoreszcencidhol
(530-620 nm) kovetkeztettiink a mitokondrium-
depolarizaci6 mértékére, mert a depolarizalt (pozi-
tivabb téltést) mitokondriumban kevesebb festék
gytlik dssze, mint a polarizaltban.

BAX-transzlokdcio vizsgdlata

A mevastatinnal elékezelt sejteket 5 mM
CMTMRos-gal inkubaltuk 15 percig, majd a sejte-
ket PBS-ben mostuk és 80%-os metanolban fixal-
tuk. Immunhisztokémiai vizsgalathoz poliklo-
nélis BAX-antitestet (1:20, DAKO), Vectastain
EliteABC Kkitet és streptavidin-FITC-et (DAKO)
hasznaltunk. Az analizis Confocal Laser Scanning
mikroszkoppal tortént (Bio-Rad).
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TRAIL-, TNF-alfa-, FASL-neutralizdcio

A haldlreceptoroknak - TRAILR, TNFR, FAS - a me-
vastatin-indukalt apoptézisban jatszott szerepét, ha-
lalligand-neutralizal6 antitestekkel vizsgaltuk: re-
kombinans TRAIL-R2Fc (100 ng/ml Alexis), mono-
klonalis anti-humdn TNF-alfa (1 ng/ml Alexis), és
NOKI (anti-FASL antitest, 1 ng/ml Alexis).

Syndecan-1 meghatdrozdsa dramldsi
citometridval

Mevastatin-kezelést kévetden a sejteket 80%-os
metanolban fix4ltuk, majd 10° sejtet jeloltiink két
1épésben. Eldszor a sejteket anti-human synde-
can-1 monoklonalis antitesttel (1:200, Serotec
MCAG681), azutan anti-egér Ig biotinalt antitesttel

id6fiiggs (24-96 ora) volt. Az apoptézis viszonylag
lassan, a kezelés megkezdését kovetGen 48 6raval
alakult ki, maximumat a 96. 6raban érte el (1. db-
ra). Mindezt a sejtek jellegzetes morfologiai valto-
zasa kisérte.

A mevastatin-indukdlt apoptozis mechanizmusa

A kaszpazok szerepére utal, hogy a mevastatin-
indukalt apoptézis az altalanos kaszpazgatlo Z-
VAD-fmk-val blokkolhato volt (2a. dbra). Ugyan-
akkor az apoptozis kialakulasaval parhuzamosan
nétt a DEVD-AMC fluoreszcencidja, amely foko-
zott kaszpaz-3-aktivitasra utal (2b. dbra). Az apop-
tozist mind kaszpaz-8-, mind kaszpaz-9 inhibitor-
ral gatolni lehetett (3a,b. dbra).
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1. dbra.
Mevastatin-indukalt
apoptozis.

A mevastatin-kezelés
dozis- és idofliggd
apoptozist okozott

U266 humdn myeloma-
sejtvonalon.

2a. dbra.

ZVAD-fink hatdsa

a mevastatin okozta
apoptozisra. Az
dltaldnos kapszpdz-gatlo
ZVAD-fink (100 mg/mi)
gatolta a mevastatin

(1 yg/ml, Meva)
indukdlta apoptozist.

2b. dbra.
Kaszpdz-3-aktivdcio.

A mevastatin-indukdlt
apoptozis soran
idofliggo kaszpdz-3-
aktivdcio alakult ki,
amit DEVD-AMC-fimk
segitségével vizsgaltunk
(MFU =mikro-
fluoreszcens unit)

3. dbra.

Kaszpdz-8- és kaszpdz-
9-inhibitor hatdsa a
mevastatin okozta
apoptozisra. A kaszpdz-
8 (C8) ihibitor Z-IEDT-
fimk (@) és a kaszpdz-9
(C9) inhibitor Z-LEDH-
fimk (b) gatolta a meva-
statin-indukdlt apopto-
zist (2,5 yg/ml, Meva).



4. dbra.
Mitokondrium-
depolarizdcio
vadltozdsa.

A mevastatin-kezelést
(Meva) kévetden
mitokondrium-
depolarizdcio alakult
ki, amit DIOCG festék
(20 nM) segitségével
vizsgaltunk

DiOCg segitégével kimutattuk, hogy 48 6raval
a mevastatin-kezelést kovet6en mitokondrium-
depolarizacié alakul ki (4. dbra). A mitokondrium
membran permeabilitdsat befolyasold tényezdk
koéziill a BCL-2 mRNS mennyisége csokkent (5a.
dbra), mig a BAX- és BCL,, -expresszi6 valtozatlan
maradt (nem kozolt adat). Western blot analizis

50~

40

30 —

20 —

10 A —

O T 7 I 7 I P
2406 4806 726

.1 pg/ml

-
966 Ora

.Kontroll D 2,5 pg/ml

Sa. dbra. BCL-2-expresszio vdltozdsa. A mevastatin (2,5 ug/ml, Meva) indukdlta
apoptozis sordan csokkent a BCL2-expresszio. A BCL2-expresszio vizsgdlata RT-
PCR-rel tortént, belso standardként B-aktint haszndltunk (1., 5.: kontroll, 2., 6.: 24
ora, 3., 7.: 48 ora, 4., 8.: 72 ora).

5b. dbra. Intracelluldris BCL-2-koncentrdcio valtozdsa. Western-blot-analizissel
vizsgdlva, a mevastatin-kezelést kévetd 72. oraban csékkent az intracelluldris
BCL2 fehérje koncentrdcidgja (1.: 2,5 ug/ml Meva, 2.: 1 ug/ml Meva, 3.: kontroll)
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1. tdbldzat. Haldlligandok szervepe a mevastatin-indukdlt apoptozishan.

A haldlligandok szerepét neutralizalo antitestekkel (anti-TRAIL, anti-TNFa, anti-
FASL) vizsgdltuk. A mevastatin-indukdlt apoptozis az ismert haldlligandoktol
fiiggetlen folyamatnak bizonyult.

48 6ra (%) 72 6ra (%)

Kontroll 10,61+0,49 12,45+1,48
Mevastatin 49,65+4,17 64,5+7,77
Anti-FASL 10,33+0,61 11,09+1,23
Anti-TNFa 9,75+0,31 13,18+1,38
Anti-TRAIL 13+10,41 15+0

Mevastatin+anti-FASL 39+4,24 60+4,27
Mevastatin+anti-TNFa 43,5+3,52 58+5,65
Mevastatin+Aanti-TRAIL 46+2,82 56+2,86
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soran igazoltuk, hogy a BCL-2 fehérje mennyisé-
ge is csokkent (Sh. dbra), a proapoptotikus BAX
mennyisége valtozatlan maradt, igy a BCL-2/
BAX arany csokkent. Ugyancsak csokkent a ki-
mutathaté BID-fragmentek mennyisége. A BAX
aktivalodasat lokalizacigjanak valtozasa mutatja.
Esetiinkben konfokalis mikroszképpal azt talal-
tuk, hogy a kezdeti homogén citoplazmatikus
BAX eloszlas a mevastatin-kezelés utan 72 6raval
mitokondrialis elrendezddésiivé valt.

Kérdés, hogy a halalreceptorok szerepet jat-
szanak-e a mevastatin-indukalt apoptdzisban. Az
a tény, hogy neutralizal6 antitestek (TRAIL-
R2FC, anti-TNF-alfa, NOK1) nem befolyasoltak a
mevastatin altal el6idézett apoptozist (1. tdbldzat),
arra utal, hogy a kimutatott kaszpaz-8-aktivaci6 -
és az apoptozisindukcio 1épései - az ismert halal-
receptorokol fiiggetlenek.

Syndecan-1-vedlés

Ismert, hogy a myelomasejtek apoptézisuk soran
levedlik felsziniikr6l a syndecan-1 extracellularis
doménjét. Aramlasi citometrids vizsgalatunk iga-
zolta, hogy a mevastatin-kezelés (2,5 pg/ml) dltal
indukalt apoptoézis soran idéfiiggést mutatéan
csokkent a syndecan-1-pozitiv sejtek aranya
(24-72 6ra, kontroll sejtek: 53-57%; kezelt sejtek:
32%, 29%, 6%)

Megbeszélés

Tobb vizsgalat igazolta, hogy a statinok kiilonbo-
z6 malignus sejtvonalakon apoptozist indukal-
nak. A mevastatin apoptozist indukalt CaCo2 hu-
man adenocarcinoma sejtvonalon (24). A lovasta-
tin, egy masik HMG-COA-inhibitor, apoptézist in-
dukélt myeloma, prostatacarcinoma, acut mye-
loid leukaemia, pancreas- és coloncarcinoma
sejtvonalakon (1, 10, 14, 23, 28). AML sejtvona-
lon a lovastatin okozta apopt6zis soran a kaszpaz-
3 aktivalodott, a BCL-2-expresszi6 - mind RNS-,
mind fehérjeszinten - csokkent (4, 27).

Vizsgélatunkban az U266 human myeloma
sejtvonalon a mevastatin apoptozist indukalt. Az
apoptozis soran kaszpaz-3-aktivacio alakult ki. A
kaszpaz-3-aktivaci6 szinte minden esetben az
apoptozis kozponti végrehajté 1épése. Ezt segiti
el a kaszpaz-8 és/vagy a kaszpaz-9 aktivalasa. A
kaszpaz-8-at mind a halélreceptorok, mind mas
kaszpazok (pl. kaszpaz-3) aktivalhatjak. Az U266
sejtvonalon a mevastatin-indukalt apoptoézis ha-
lalligandoktol fiiggetlennek bizonyult, mert neut-
ralizdl6 antitestek (TRL-R2FC, anti-TNF-alfa,
NOKI1) nem gatoltak az apoptoézist. A kaszpaz-8 a
BID hasitasan at elGsegiti a mitokondriumbdl a
citokrom-C felszabadulasat. A citokrom-C az
apoptoszoma részeként aktivalja az effektor kasz-
pazokat, féleg a kaszpaz-3-at (12).

Szamos adat bizonyitja, hogy a mevastatin el-
s6sorban az apoptézis mitokondrialis utjat akti-
vélja. DiOC; segitségével igazoltuk, hogy az apop-
tozis soran a kezelést kovetéen 48 6raval mito-
kondrium-depolarizacié alakul ki. A folyamat so-
ran a BCL-2-expresszi6 csokken, mind mRNS-,
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mind fehérjeszinten. A BAX-expresszi6 valtozat-
lan maradt, de konfokalis mikroszképpal igazol-
tuk, hogy a BAX a citoszolb6l a mitokondriumba
transzlokalodott, azaz aktivalodott. A mitokond-
ridlis Ut szerepére utal az is, hogy kaszpaz-9-inhi-
bitorral gatolhaté volt az apoptézis, valamint,
hogy az apoptozis viszonylag lassan, a mevasta-
tin-kezelés 48. 6rajaban alakult ki.

Tobb vizsgalat igazolta, hogy mind a plazma-
sejtek, mind a myelomasejtek expresszalnak syn-
decan 1-et (transzmembran heparanszulfat-pro-
teoglikan) (16, 26). A syndecan-1 pontos szerepe
még nem ismert. In vitro vizsgalatban igazolték,
hogy a myelomasejtek apoptézisuk soran leved-
lik felsziniikr6l a syndecan extracellularis do-
ménjét (3). Ezt a jelenséget mi is megfigyeltitk
mevastatin-kezelés utan. Tobb klinikai vizsgalat
igazolta a szolubilis syndecan-1 prognosztikai sze-
repét myeloma multiplexben (6, 18).

Szamos klinikai vizsgalatban hasznaltdk a
statinokat a kemoterapia kiegészitésére. Fazis I
vizsgalatban egy anaplasticus astrocytomaban
szenvedé betegnél havonta egy hétig per os
30-35 mg/kg/nap dozisi lovastatin-kezelést al-
kalmazva klinikai vélasz alakult ki (20). Hatasta-
lan volt a lovastatin-terapia emlé-, prostata-, ova-
rium, illetve primer kozponti idegrendszeri daga-
natok esetén (20). Fazis II vizgdlatban nagy dé6zi-
st lovastatin (35 mg/kg/nap per os négy hetente
egy hétig) 14, gyomorrak miatt kezelt beteghdl 1
beteg esetén eredményezett klinikai valaszt. A
lovastatin-kezelést a betegek jol toleraltdk, sem
neurologiai, sem vese- vagy hepatotoxicitas nem
jelentkezett (8). Egy idds, relabalt AML miatt ke-
zelt betegnél 54 napos, 2 mg/kg/nap dozisu lova-
statin-kezelés csokkentette a blasztszamot a
gyogyszerszedés ideje alatt (11). Hepatocellularis
carcinoma esetén 5-FU és 0,5 mg/kg/nap prava-
statin kombindlt kezelés megkettzte az atlagos
tulélést (7).

A fenti eredmények alapjan a mevastatin a
daganatsejtek apoptozisanak indukcidjaval a ke-
moterapia kiegészitéseként javithatja a terapias
valaszt myeloma multiplex esetén.
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