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A statinok széles körben használt gyógyszerek a hypercholesterinaemia kezelésé-
ben. Emellett azt is igazolták, hogy tumorsejtvonalakon apoptózist indukálnak. Kí-
sérleteinkben mevastatin (HMG-KOA-reduktáz-inhibitor) hatását vizsgáltuk U266
humán myeloma sejtvonalon. A mevastatin kaszpázaktivitást és mitokondrium-
depolarizációt okozva vezet apoptózishoz. Kimutattuk, hogy az apoptózis során a
BCL-2 mRNS és fehérje mennyisége csökkent, a BAX-, illetve BCLxL-termelés
azonban nem változott. A mitokondriális változásokat kaszpáz-8- és BID-aktiválás
kísérte. A halálligandokat neutralizáló antitestek (TRAIL-R2Fc, anti-TNF-a, anti-
FASL) nem gátolták a mevastatin okozta apoptózist, ami az eddig ismert
halálreceptoroktól független sejthalálra utal. Az apoptózis indukálása során a
mevastatin elôsegítette a myelomasejtek felszínérôl a syndecan-1 levedlését.
Magyar Onkológia 48:333–337, 2004

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. Jánosi J, Sebestyén A, Bocsi J, Barna G, Nagy K, Vályi-Nagy I,
Kopper L. Mevastatin induced apoptosis in U266 human myeloma cells. Hungarian
Oncology 48:333–337, 2004

Bevezetés

A malignus betegségek kemoterápiás kezelése
még nem megoldott, így az új, elsôsorban anti-
proliferatív és proapoptotikus támadáspontú
gyógyszerek kifejlesztése az érdeklôdés közép-
pontjában áll. A statinok gyakran alkalmazott
gyógyszerek a hypercholesterinaemia kezelésé-
ben, illetve az arteriosclerosis megelôzésében (9);

hatásukat a mevalonát-szintézisben szerepet ját-
szó HMG-COA-reduktáz gátlásán át fejtik ki (2).
Több vizsgálat igazolta, hogy in vitro a sztatinok
gátolták a sejtproliferációt. A lovastatin (HMG-
COA-reduktáz-gátló) mind a tumoros, mind a
normális sejtek proliferációját G1 fázisban gátol-
ta (5, 19). Két klinikai vizsgálat eredménye alap-
ján a pravastatint, illetve a simvastatint szedô be-
tegeknél öt éves utánkövetés során csökkent a
colorectalis daganatok gyakorisága (15, 17).

Ismert, hogy az apoptózis zavara szerepet
játszhat a B-sejtes lymphomák kialakulásában
(13, 21, 25). Ezen belül az antiapoptotikus folya-
matoknak szerepük lehet a myeloma multiplex
patomechanizmusában (22). Kísérleteink közvet-
len célja a mevastatin hatásának vizsgálata volt
U266 humán myeloma sejtvonalon.
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Anyagok és módszerek

Sejtkultúra 

Kísérleteinket U266 humán myeloma sejtvona-
lon végeztük. A sejteket RPMI médiumban (Sig-
ma), 10% hôinaktivált fötális borjúszérummal
(FCS) (GIBCO-BRL), L-glutaminnal és penicillin-
streptomycinnel kiegészítve tenyésztettük 5%
CO2-koncentrációt biztosító termosztátban 37 oC-
on. A sejteket mosás után (0,5 ml-ben 150 000
sejt) 48 lyukú tálcán elôinkubáltuk (5% CO2,
37 oC), majd 0,5–1–1,25 µg/ml dózisban mevasta-
tinnal kezeltük 24–96 órán át. 

Anyagok
A mevastatint (Sigma) DMSO-ban oldottuk (10
ng/ml), -20 oC-on tároltuk. Kísérleteink során a
következô anyagokat használtuk: ZVAD-fmk (ál-
talános kaszpázgátló, Enzim System Product),
Z-IETD-fmk (kaszpáz-8-gátló, Pharmingen),
Z-LEHD-fmk (kaszpáz-9-gátló, Pharmingen). A
kaszpázgátlókat 50–100 mM koncentrációban al-
kalmaztuk, a kezelés idôtartama alatt (72–96 óra)
minden 24 órában hozzáadva a sejtkultúrához. 

Sejtmorfológia
Citospinnel történt kiülepítést követôen a sejte-
ket 80%-os metanolban fixáltuk, majd HE-festés
után fénymikroszkóppal vizsgáltuk. 

Apoptózis mérése áramlási citométerrel
a DNS-tartalom alapján 
Mevastatin-kezelést követôen a megfelelô ideig
inkubált sejteket (500 000/ml) centrifugáltuk (300
g, 2 perc), a felülúszó leöntése után az összerázott
pelletet -20oC fokos, 70%-os etanolban fixáltuk. A
mintákat újra centrifugáltuk (300 g, 3 perc) és 800
µl 100 µg/ml RNáz A (Sigma) tartalmú extrakciós
puffert (200 mM-os dinátrium-foszfát puffer,
pH=7,8, citráttal beállítva), majd 5 µg/ml vég-
koncentrációban etidium-bromidot (Calbiochem)
adtunk a mintákhoz. Az áramlási citométerrel
(FACScan vagy FACScalibur, Becton-Dickinson)
nyert adatok kiértékeléséhez Winlist 1.0 (Verity
Software House) programot használtuk.

Western-blot analízis 
A sejteket a fent leírtak szerint kezeltük mevasta-
tinnal, majd mosás (PBS) és centrifugálás (1300 g, 5
perc) következett. Az üledéket lízispufferben (5
mM TRIS, 150 mM NaCl, 1 mM NaF, 0,5 mM Na-
vonadát, 10 µg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 10%
glycerol) reszuszpendáltuk és 10 percig jégen inku-
báltuk. Inkubációt követôen a sejteket centrifugál-
tuk (4 oC, 20 perc, 15 000 g) majd a fehérjetartalmat
BioRad Bradford-reagens segítségével határoztuk
meg. A gélelektroforézist 12,5%-os akrilamidgélen
végeztük. Az analízishez 30 µg fehérjét használ-
tunk. Az ellenanyagokat a következô hígításban
használtuk: monoklonális BCL-2 1:1000 (DAKO),

BID 1:1500 (Transduction Laboratories), polikloná-
lis BAX 1:2000 (DAKO). Elôhíváshoz Vectastain
ABC Kitet (Vector Laboratories) és ECLPlus (Amer-
sham Pharmacia Biothec, UK) kemilumineszcens
szubsztrátot használtunk.

RT-PCR
Eszközeink RNáz-mentesítését követôen 10x106

sejtbôl izoláltunk RNS-t Rneasy Total RNA kit se-
gítségével. A reverz transzkripciót 100 ng RNS-
bôl végeztük MMLV reverz transzkriptázzal és
random primerekkel (Gibco BRL), 42°C-on. A
PCR során red-Taq polimerázt (Sigma) használ-
tunk. A következô ciklusparamétereket alkal-
maztuk: 65 °C 1 perc, 72 °C 1 perc, 28 ciklus. Bel-
sô standardként a b-aktint használtuk a cDNS mi-
nôségének megítélésére. Az alkalmazott prime-
rek a következôk voltak: b-aktin 538bp: 5,GTG-
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, 5,CAT-CTT-CTT-CCA-GAT-GGT3. Az RNS-
minták méret szerinti elválasztását agaróz-gél-
elektroforézissel végeztük (1,5% agaróz). A gélek
értékelése UV mellett Eagle Eye Videodensito-
meterrel (Stratagene) történt.

Kaszpáz-aktivitás mérése
A mintákat (500 000 sejt/Eppendorf-csô) centri-
fugáltuk (200 g, 3 perc), mostuk PBS-ben. A pel-
lethez kaszpázpuffert (100 mM HEPES, ph=7,5,
10% szaharóz, 0,1% CHAPS, 5 mM DTT) adtunk.
A mintákat 96 lyukú tálcára helyeztük. 1 %-os tri-
ton X-100-zal feltártuk a sejteket, majd 20 µM
DEVD-AMC (Sigma) kaszpázszubsztrát hozzáadá-
sával indítottuk a reakciót. A fluoreszcencia in-
tenzitását mérve AMC-hígítási sor alapján hatá-
roztuk meg a felszabadult AMC mennyiséget
(Fluoroskan Ascent Fluorimet, Labsystem).

Mitokondriummembrán-depolarizáció mérése
Az élô sejtekhez (500 000 sejt/ml) 10 nM DIOC6(3)
festéket (3,3’-dihexiloxakarbocianin-jodid, Sigma)
adtunk és 15 percig inkubáltuk (37 oC, 5% CO2). Az
áramlási citometria során mért fluoreszcenciából
(530-620 nm) következtettünk a mitokondrium-
depolarizáció mértékére, mert a depolarizált (pozi-
tívabb töltésû) mitokondriumban kevesebb festék
gyûlik össze, mint a polarizáltban.

BAX-transzlokáció vizsgálata
A mevastatinnal elôkezelt sejteket 5 mM
CMTMRos-gal inkubáltuk 15 percig, majd a sejte-
ket PBS-ben mostuk és 80%-os metanolban fixál-
tuk. Immunhisztokémiai vizsgálathoz poliklo-
nális BAX-antitestet (1:20, DAKO), Vectastain
EliteABC kitet és streptavidin-FITC-et (DAKO)
használtunk. Az analízis Confocal Laser Scanning
mikroszkóppal történt (Bio-Rad).
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TRAIL-, TNF-alfa-, FASL-neutralizáció

A halálreceptoroknak – TRAILR, TNFR, FAS – a me-
vastatin-indukált apoptózisban játszott szerepét, ha-
lálligand-neutralizáló antitestekkel vizsgáltuk: re-
kombináns TRAIL-R2Fc (100 ng/ml Alexis), mono-
klonális anti-humán TNF-alfa (1 ng/ml Alexis), és
NOK1 (anti-FASL antitest, 1 ng/ml Alexis).

Syndecan-1 meghatározása áramlási
citometriával
Mevastatin-kezelést követôen a sejteket 80%-os
metanolban fixáltuk, majd 106 sejtet jelöltünk két
lépésben. Elôször a sejteket anti-humán synde-
can-1 monoklonális antitesttel (1:200, Serotec
MCA681), azután anti-egér Ig biotinált antitesttel
inkubáltuk, mostuk, majd streptavidin-FITC-et
adtunk a mintához. A méréseket FACScan áram-
lási citométerrel végeztük.

Statisztikai analízis
A statisztikai analízis során a Student t-tesztet
használtuk.

Eredmények

Mevastatin hatása U266 sejtvonalon 
A mevastatin-indukált apoptózis U266 humán
myeloma sejtvonalon dózis- (0,25–2,5 µg/ml) és

idôfüggô (24-96 óra) volt. Az apoptózis viszonylag
lassan, a kezelés megkezdését követôen 48 órával
alakult ki, maximumát a 96. órában érte el (1. áb-
ra). Mindezt a sejtek jellegzetes morfológiai válto-
zása kísérte.

A mevastatin-indukált apoptózis mechanizmusa
A kaszpázok szerepére utal, hogy a mevastatin-
indukált apoptózis az általános kaszpázgátló Z-
VAD-fmk-val blokkolható volt (2a. ábra). Ugyan-
akkor az apoptózis kialakulásával párhuzamosan
nôtt a DEVD-AMC fluoreszcenciája, amely foko-
zott kaszpáz-3-aktivitásra utal (2b. ábra). Az apop-
tózist mind kaszpáz-8-, mind kaszpáz-9 inhibitor-
ral gátolni lehetett (3a,b. ábra).
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1. ábra. 
Mevastatin-indukált
apoptózis.
A mevastatin-kezelés
dózis- és idôfüggô
apoptózist okozott 
U266 humán myeloma-
sejtvonalon.

2a. ábra. 
ZVAD-fmk hatása
a mevastatin okozta
apoptózisra. Az
általános kapszpáz-gátló
ZVAD-fmk (100 mg/ml)
gátolta a mevastatin
(1 µg/ml, Meva)
indukálta apoptózist.

2b. ábra. 
Kaszpáz-3-aktiváció.
A mevastatin-indukált
apoptózis során
idôfüggô kaszpáz-3-
aktiváció alakult ki,
amit DEVD-AMC-fmk
segítségével vizsgáltunk
(MFU=mikro-
fluoreszcens unit)

3. ábra.
Kaszpáz-8- és kaszpáz-
9-inhibitor hatása a
mevastatin okozta
apoptózisra. A kaszpáz-
8 (C8) ihibitor Z-IEDT-
fmk (a) és a kaszpáz-9
(C9) inhibitor Z-LEDH-
fmk (b) gátolta a meva-
statin-indukált apoptó-
zist (2,5 µg/ml, Meva).
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DiOC6 segítégével kimutattuk, hogy 48 órával
a mevastatin-kezelést követôen mitokondrium-
depolarizáció alakul ki (4. ábra). A mitokondrium
membrán permeabilitását befolyásoló tényezôk
közül a BCL-2 mRNS mennyisége csökkent (5a.
ábra), míg a BAX- és BCLxL-expresszió változatlan
maradt (nem közölt adat). Western blot analízis

során igazoltuk, hogy a BCL-2 fehérje mennyisé-
ge is csökkent (5b. ábra), a proapoptotikus BAX
mennyisége változatlan maradt, így a BCL-2/
BAX arány csökkent. Ugyancsak csökkent a ki-
mutatható BID-fragmentek mennyisége. A BAX
aktiválódását lokalizációjának változása mutatja.
Esetünkben konfokális mikroszkóppal azt talál-
tuk, hogy a kezdeti homogén citoplazmatikus
BAX eloszlás a mevastatin-kezelés után 72 órával
mitokondriális elrendezôdésûvé vált. 

Kérdés, hogy a halálreceptorok szerepet ját-
szanak-e a mevastatin-indukált apoptózisban. Az
a tény, hogy neutralizáló antitestek (TRAIL-
R2FC, anti-TNF-alfa, NOK1) nem befolyásolták a
mevastatin által elôidézett apoptózist (1. táblázat),
arra utal, hogy a kimutatott kaszpáz-8-aktiváció –
és az apoptózisindukció lépései – az ismert halál-
receptorokól függetlenek.

Syndecan-1-vedlés
Ismert, hogy a myelomasejtek apoptózisuk során
levedlik felszínükrôl a syndecan-1 extracelluláris
doménjét. Áramlási citometriás vizsgálatunk iga-
zolta, hogy a mevastatin-kezelés (2,5 µg/ml) által
indukált apoptózis során idôfüggést mutatóan
csökkent a syndecan-1-pozitív sejtek aránya
(24–72 óra, kontroll sejtek: 53-57%; kezelt sejtek:
32%, 29%, 6%)

Megbeszélés
Több vizsgálat igazolta, hogy a statinok különbö-
zô malignus sejtvonalakon apoptózist indukál-
nak. A mevastatin apoptózist indukált CaCo2 hu-
mán adenocarcinoma sejtvonalon (24). A lovasta-
tin, egy másik HMG-COA-inhibitor, apoptózist in-
dukált myeloma, prostatacarcinoma, acut mye-
loid leukaemia, pancreas- és coloncarcinoma
sejtvonalakon (1, 10, 14, 23, 28). AML sejtvona-
lon a lovastatin okozta apoptózis során a kaszpáz-
3 aktiválódott, a BCL-2-expresszió – mind RNS-,
mind fehérjeszinten – csökkent (4, 27).

Vizsgálatunkban az U266 humán myeloma
sejtvonalon a mevastatin apoptózist indukált. Az
apoptózis során kaszpáz-3-aktiváció alakult ki. A
kaszpáz-3-aktiváció szinte minden esetben az
apoptózis központi végrehajtó lépése. Ezt segíti
elô a kaszpáz-8 és/vagy a kaszpáz-9 aktiválása. A
kaszpáz-8-at mind a halálreceptorok, mind más
kaszpázok (pl. kaszpáz-3) aktiválhatják. Az U266
sejtvonalon a mevastatin-indukált apoptózis ha-
lálligandoktól függetlennek bizonyult, mert neut-
ralizáló antitestek (TRL-R2FC, anti-TNF-alfa,
NOK1) nem gátolták az apoptózist. A kaszpáz-8 a
BID hasításán át elôsegíti a mitokondriumból a
citokróm-C felszabadulását. A citokróm-C az
apoptoszóma részeként aktiválja az effektor kasz-
pázokat, fôleg a kaszpáz-3-at (12).

Számos adat bizonyítja, hogy a mevastatin el-
sôsorban az apoptózis mitokondriális útját akti-
válja. DiOC6 segítségével igazoltuk, hogy az apop-
tózis során a kezelést követôen 48 órával mito-
kondrium-depolarizáció alakul ki. A folyamat so-
rán a BCL-2-expresszió csökken, mind mRNS-,
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1. táblázat. Halálligandok szerepe a mevastatin-indukált apoptózisban.
A halálligandok szerepét neutralizáló antitestekkel (anti-TRAIL, anti-TNFa, anti-
FASL) vizsgáltuk. A mevastatin-indukált apoptózis az ismert halálligandoktól
független folyamatnak bizonyult.

5a. ábra. BCL-2-expresszió változása. A mevastatin (2,5 µg/ml, Meva) indukálta
apoptózis során csökkent a BCL2-expresszió. A BCL2-expresszió vizsgálata RT-
PCR-rel történt, belsô standardként β-aktint használtunk (1., 5.: kontroll, 2., 6.: 24
óra, 3., 7.: 48 óra, 4., 8.: 72 óra).
5b. ábra. Intracelluláris BCL-2-koncentráció változása. Western-blot-analízissel
vizsgálva, a mevastatin-kezelést követô 72. órában csökkent az intracelluláris
BCL2 fehérje koncentrációja (1.: 2,5 µg/ml Meva, 2.: 1 µg/ml Meva, 3.: kontroll)

4. ábra. 
Mitokondrium-
depolarizáció
változása.
A mevastatin-kezelést
(Meva) követôen
mitokondrium-
depolarizáció alakult
ki, amit DIOC6 festék
(20 nM) segítségével
vizsgáltunk
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mind fehérjeszinten. A BAX-expresszió változat-
lan maradt, de konfokális mikroszkóppal igazol-
tuk, hogy a BAX a citoszolból a mitokondriumba
transzlokálódott, azaz aktiválódott. A mitokond-
riális út szerepére utal az is, hogy kaszpáz-9-inhi-
bitorral gátolható volt az apoptózis, valamint,
hogy az apoptózis viszonylag lassan, a mevasta-
tin-kezelés 48. órájában alakult ki.

Több vizsgálat igazolta, hogy mind a plazma-
sejtek, mind a myelomasejtek expresszálnak syn-
decan 1-et (transzmembrán heparánszulfát-pro-
teoglikán) (16, 26). A syndecan-1 pontos szerepe
még nem ismert. In vitro vizsgálatban igazolták,
hogy a myelomasejtek apoptózisuk során leved-
lik felszínükrôl a syndecan extracellularis do-
ménjét (3). Ezt a jelenséget mi is megfigyeltük
mevastatin-kezelés után. Több klinikai vizsgálat
igazolta a szolubilis syndecan-1 prognosztikai sze-
repét myeloma multiplexben (6, 18).

Számos klinikai vizsgálatban használták a
statinokat a kemoterápia kiegészítésére. Fázis I
vizsgálatban egy anaplasticus astrocytomában
szenvedô betegnél havonta egy hétig per os
30–35 mg/kg/nap dózisú lovastatin-kezelést al-
kalmazva klinikai válasz alakult ki (20). Hatásta-
lan volt a lovastatin-terápia emlô-, prostata-, ova-
rium, illetve primer központi idegrendszeri daga-
natok esetén (20). Fázis II vizgálatban nagy dózi-
sú lovastatin (35 mg/kg/nap per os négy hetente
egy hétig) 14, gyomorrák miatt kezelt betegbôl 1
beteg esetén eredményezett klinikai választ. A
lovastatin-kezelést a betegek jól tolerálták, sem
neurológiai, sem vese- vagy hepatotoxicitás nem
jelentkezett (8). Egy idôs, relabált AML miatt ke-
zelt betegnél 54 napos, 2 mg/kg/nap dózisú lova-
statin-kezelés csökkentette a blasztszámot a
gyógyszerszedés ideje alatt (11). Hepatocellularis
carcinoma esetén 5-FU és 0,5 mg/kg/nap prava-
statin kombinált kezelés megkettôzte az átlagos
túlélést (7).

A fenti eredmények alapján a mevastatin a
daganatsejtek apoptózisának indukciójával a ke-
moterápia kiegészítéseként javíthatja a terápiás
választ myeloma multiplex esetén.
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