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Zarojelentés

A gliomédk kezelésében a sebészeti beavatkozas mellett a sugarterdpianak van a
legfontosabb szerepe. A sugarterapia hatékonysagat viszont nagymértékben gyengiti, hogy a
gliomak jelentds része sugarrezisztens és igy a daganatok nem reagalnak megfelelden a
terapiara. A sugarrezisztencianak az egyik legfontosabb oka a tumorban kialakulé hipoxias
teriiletek jelenléte. Mivel az ionizalé sugarzds a DNS karosité hatasat oxigén szabadgyokok
jelenlétében képes csak kifejteni, ezek hidnya a hipoxias sejteknek nagyfoku
sugarrezisztenciat kdlcsonoz.

Pélyazatunk f6 célja volt a sugarrezisztens, és kiilondsen a hipoxiis daganatsejtek
sugarterapiaval szembeni érzékenységének fokozasa génterapids modszerekkel.

Egy ugynevezett ,.gene-directed enzyme prodrug therapy” (GDEPT), vagyis gén-
vezérelt enzim prodrog terapia nevil eljarast kivantunk alkalmazni. Az eljaras 1ényege, hogy a
daganatsejtek érzékenységét szelektiven megndveljiik bizonyos kemoterdpias szerekkel
szemben. Ehhez olyan kemoterapias szert kell alkalmazni, amelyik alapallapotban inaktiv
(Ggynevezett prodrog), metabolikus aktivacioja sejten beliil, specifikus enzim, vagy enzimek
segitségével torténik. Az eljaras soran a daganatba bejuttatjuk a metabolizalé enzim génjét és
ezzel egy fokozott génexpressziot, valamint enzim aktivaciot hozunk létre. A kemoterapiés
szer aktivacigja fokozodik azokban a sejtekben, amelyek fokozottan termelik a metabolizald
enzimet.

Amennyiben a daganat sugarérzékenységét kivanjuk fokozni, az eljaras soran olyan
kemoterapids prodrogot alkalmazunk, amelyiknek sugéarérzékenyitd tulajdonsagai is vannak.
A klinikai gyakorlatban tobb, 6nmagaban is széles korben alkalmazott kemoterapias szerrdl
kideriilt, hogy tobb-kevesebb sugarérzékenyitd hatassal rendelkezik. Ezek koziil néhanynak a
metabolikus aktivacidja sejten beliill meghatarozott enzimhez, vagy enzimekhez kothetd, ezért
idedlis célpontjai a GDEPT eljarasnak.

Két, eltérd hatdsmechanizmussal miikodd sugarérzékenyitd anyag hatasat kivantuk
génterapias modszerrel fokozni kisérletes glioma modelleken.

Az elsé rendszerben a gemcitabin toxikus és sugarérzékenyitd hatdsat kivantuk
fokozni Uigy, hogy a daganatsejtekben szelektiven megndveltiik a gemcitabin metabolikus
aktivaciojaért felelos deoxicitidin kinaz (dCK) enzim aktivitasat egy dCK-t kodold adenovirus
vektornak a daganatsejtekbe valo juttatasaval.

A masodik rendszerben a tirapazamin (TPZ) hipoxias sugarérzékenyitd szer hatasat
kivantuk fokozni ugy, hogy a TPZ aktivacidjaért felelos NADPH-citokrom P450 reduktaz
(hu-N-CPR) enzim génjét adenovirus vektorba klonoztuk és bejuttattuk a daganatsejtekbe.

AGYTUMOROK SUGERERZEKENYITESE GEMCITABIN KEMOTERAPIA ES
GENTERAPIA KOMBINALASAVAL

A gemcitabin egy széles korben alkalmazott kemoterapids szer, amely 6nmagaban, vagy mas
kemoterapias szerekkel kombinalva igen jo terapias hatassal rendelkezik. Ugyanakkor azt is
megfigyelték, mind allatkisérletes rendszerekben, mind klinikai kérnyezetben, hogy jelentds
sugarérzékenyitd hatasa is van. A gemcitabin egy citidin analdég, amely a DNS replikacio



soran a citidinnel kompeticidoban all, beépiil a DNS lancba és gatolja annak replikdciojat. A
gemcitabin 6nmagaban inaktiv, aktivacidja sejten beliil egy tobblépcsds foszforilacid soran
megy végbe, és a trifoszfat szarmazék épiil be a DNS lancba. A metabolizacid kulcsenzime a
gemcitabin-monofoszfat keletkezéséért felelés deoxicitidin kinaz (tovabbiakban dCK) enzim.

1. A glioma sejtvonalak dCK aktivitasa és Gemcitabin érzékenysége.

A dCK génterapia sugar- és gyogyszerérzékenyitd hatasat harom glioma sejtvonalon
vizsgaltuk: az egér GI261, a human U373 és a patkany C6 gliomakon. Meghataroztuk a
harom sejtvonal alap dCK aktivitdsat, valamint tanulmanyoztuk, hogy milyen Osszefiiggés
van a sejtvonalak dCK aktivitasa €s Gemcitabin érzékenysége kozott.

Mindhérom sejtvonalon megmértiik a teljes és a specifikus dCK aktivitast. Jelentds
kiilonbségeket talaltunk a sejtvonalak kozott. (1. tdblazat). Mind a teljes, mind a specifikus
dCK aktivitas a GI1261 sejtvonalban volt a legnagyobb, a teljes és specifikus aktivitas kdzotti
kiilonbség pedig a C6 sejtekben volt a legjelentdsebb.

Tanulmanyoztuk a sejtvonalak Gemcitabin érzékenységét. A sejtek tapoldatahoz
Gemcitabint adtunk kiilonb6zé koncentracioban, majd 3 nap muilva meghataroztuk a taléld
frakciot, amit a kezeletlen kontrollhoz viszonyitottunk. Itt is nagy kiilonbségeket talaltunk a
sejtvonalak kozott. A GI261 sejtvonal a legérzékenyebb, az U373 pedig a legrezisztensebb a
gyogyszerre. A kovetkezd ICsg értékeket talaltuk: 11nM a GI261, 39nM a C6 és 282 nM az
U373 sejtvonal esetében.

2. A dCK enzim aktivitasa és toxicitasa a dCK enzimet tultermeld gliomasejtekben

A dCK enzim aktivitdsanak mérésére a sejteket 0, 20, 100, illetve 300 v/s ardnyban
fertdztiik Ad-hu-dCK-val. A virusvektorral valo fertézésnek nagymértékii citotoxikus hatasa
volt a GI261 és az U373 sejtekre, a C6 sejtvonalra viszont a toxicitds gyakorlatilag
elhanyagolhaté mértékii volt: mig a GI261 sejtek 100 v/s aranyban torténd fertézése utan 21%
tulélo sejt maradt, a C6 sejtvonalon 300v/s transzdukcios aranynal is 82%. Ez a toxikus hatas
az altalunk sejtekbe juttatott dCK-t kodoldo génnek tulajdonithatd, nem pedig a
virusvektornak, ugyanis elvégeztiik ugyanezeket a kisérleteket ugyanezzel a virusvekorral,
amely a dCK gén helyett LacZ-t tartalmazott, és nem talaltunk toxicitast.

A virustranszdukci6 hatasara a dCK aktivitas jelentdsen megemelkedett valamennyi
sejtvonalban, a kiilonb6z6 alapaktivitasok ellenére (1. tablazat). Tanulmanyoztuk a dCK
enzimaktivitas idOkinetikdjat GI261 sejtvonalon dCK génbevitelt kdvetden. Mar 24 ora
elteltével megndvekedett dCK aktivitast kaptunk. Ez a hatas tartds, még a virusfertézés utani
7-1k napon is az alapaktivitas értékének kétszerese volt (1. dbra).

Ha olyan virus/sejt aranyt alkalmaztunk, ahol a transzdukcios hatasfok kozel azonos
volt valamennyi sejtvonalban, akkor az enzimaktivitasok azonos értékeket mutattak. A GI1261
¢és U373 sejtekben a dCK enzim szintje 100v/s ardnynal elérte a 8,03 illetve 8.16 nmol/6ra/mg
értéket. A GI261 sejtekben a 300 v/s aranynal az enzimaktivitast nem tudtuk meghatarozni az
Ad-hu-dCK magas toxitasa miatt. Az enzim szintje virustranszdukcio hatasara legjobban a C6
sejtekben novekedett, az alapaktivitas 140-szeresére. 300v/s fert6zési aranynal — ahol a
transzdukcios hatasfok kozelitett a masik két sejtvonalhoz — az enzimaktivitds ennél a
sejtvonalndl is elérte a 8,3 nmol/6ra/mg értéket.

3. A gliomasejtek érzékenysége ionizalo sugarzas és Gemcitabin kombinalt hatasara in
vitro sejttenyészetben

A kombinalt hatdsok tanulméanyozéasahoz a kisérleti protokollban figyelembe vettiik a
sejtek eltérd érzékenységét a gydgyszerre, valamint a transzdukcios hatasfokban és a virus
toxicitasaban észlelt kiilonbségeket is. A gyogyszer-koncentraciokat ugy valasztottuk meg,
hogy a harom sejtvonalban virustranszdukcié nélkiil hasonlé mértékii, viszonylag alacsony



toxicitast érjiink el (60-80% talélés). A kovetkezd koncentracidkat hasznaltuk: 5 nM a
GL261, 25 nM a C6 és 250 nM az U373 sejtek esetében. A sejtek virussal valo fertézéséhez
olyan virus/sejt aranyt hasznaltunk, amelyeknél egyrészt a transzdukciés hatasfok, masrészt a
dCK aktivitas is kozel egyenld a harom sejtvonalban: 20 v/s a GI1261, 100 v/s a U373, és 300
v/s a C6 sejtekben. Ezeknél az értékeknél a transzdukcids hatdsfok mindharom sejtvonalban
65-75%, az enzimaktivitas pedig a C6 és U373 sejtvonalakban 8 nmol/6ra/mg fehérje koriili
volt, a GI261-ben pedig 4 nmol/6ra/mg fehérje. A GI261-ben kénytelenek voltunk ezt az
optimalisnal kisebb transzdukcids ardnyt hasznalni a virus magas toxicitdsa miatt.

A besugarzassal kombinalt kisérletekben a sejteket 4 Gy ®Co-y sugarakkal kezeltiik, e
dézis onmagaban 35-50%-os tulélési aranyt eredményezett.

Az altalunk valasztott fert6zési aranyok alkalmazéasdval a dCK tultermelésnek
mérsékelt, de eltérd toxikus hatasa volt a harom sejtvonalra: 35, 60 és 80%-os volt a talélési
arany a G1261, U363 ¢és Co6 sejtekben. A dCK enzim taltermelddésének dnmagaban nem volt
sugarérzékenyitd hatasa.

A Gemcitabinnak 6nmagéaban enyhe, de szignifikans sugarérzékenyité hatasa volt a
GI1261 sejtvonalra. A masik két sejtvonalon csupan additiv hatast értiink el a Gemcitabin és
besugarzas kombinalasaval.

A dCK enzim szintjének sejten beliili novelése mindharom sejtvonalon fokozta a
Gemcitabin toxicitasat, de az érzékenyités mértéke kiilonbozoé volt. A legkevésbé a G261
sejteken fokozodott a gyogyszer hatasa, 1,3-szorosara nétt az additiv hatashoz képest. A
masik két sejtvonalban 1ényegesen nagyobb volt az érzékenyités mértéke — 2-szeres a C6 ¢€s
3,4-szeres az U373 sejtek esetében. A Gemcitabinnak — ugyancsak sejtvonal fiiggben —
fokozodott a sugarérzékenyité hatasa is a dCK génbevitel nyoman: a szinergizmus mértéke
1,25-sz0r6s volt a G1261 sejteken, 2,3-szoros a C6 és 3,6-szoros az U373 sejtekben (2. abra).

4. A fokozott deoxicitidin-kinaz enzimtermelés hatasa a Gemcitabin kemoterapeutikus
és sugarérzékenyit6é hatasara in vivo tumor modelleken.

Az intrakranidlis daganatok létrehozasara az allatok felét vad tipusu gliomasejtekkel
transzplantaltuk, a masik felét pedig olyan gliomasejtekkel, amelyeket el6z6 nap fertéztiink
dCK-t termel$ adenovirussal. A C6 sejteken 300v/s viruskoncentraciot alkalmaztunk, a
G1261nél pedig 20v/s-t, mivel ennél a koncentracional mar jelentds mértékben megnovekedett
a dCK enzim szintje a sejten beliil. Az &llatokat Gemcitabinnal keszeltiik és lokélisan
besugaraztuk.

A dCK enzim szintjének ndvelése nem volt hatdssal az allatok tulélésére sem az
egerek, sem a patkanyok esetében. A Gemcitabinnak dnmagaban kevés hatasa volt a daganat
novekedésére, és a dCK enzim tiltermelése nem javitotta ezt a hatdst sem a GI1261 sem a C6
tumorok esetében. Viszont mindkét modell esetében a dCK transzdukcid novelte a lokalis
besugarzas daganatellenes hatasat: e kombinacié alkalmazasa a G1261 modell esetében 25%-
0s, a C6 modell esetében pedig 28%-os taléléshez vezetett (3 és 4 abra).

A Gemcitabin kezelés kombinaldsa lokalis besugarzassal egerekben 20%-ra ndvelte az
allatok tulélését, a dCK transzdukcid ezt a hatast enyhén megndvelte (25%). A C6 sejtvonal
esetében 16%-o0s volt a tulélés a Gemcitabin és lokalis besugarzds kombindcid hatasara,
viszont a dCK enzim szintjének novelése szignifikansan javitotta a Gemcitabin
sugarérzékenyitd hatasat: 67%-a az allatoknak tumormentes maradt. Az egyes kezelési
csoportok atlagos élettartaméaban is ugyanezek a tendenciak figyelhetok meg: a GI261
sejtvonal esetén a gemcitabinnal és lokalis besugarzassal kezelt allatok élettartama 30%-al
nétt a kezeletlen kontroll csoporthoz képest, a tripla kezelési kombinacié pedig 43%-al
novelte meg az atlagos élettartamot. A C6 sejtekkel transzplantalt patkanyok &tlagos
¢lettartama nem valtozott Gemcitabin kezelés hatasara, ellenben a dCK transzdukcid
hozzéadasaval 41 szdzalékos élettartam novekedést értlink el (3 és 4 abra).



Az eredményeket Osszegezve azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a dCK enzim
szintjének sejten beliili novelése 1ényegesen javitotta a Gemcitabin és lokalis besugarzas
kombinalt hatasat.

A fenti eredményeinket egy kozleményben jelentettiik meg a Cancer Gene Therapy
cimi folyoiratban 2008 elején. Egy tovabbi kozlemény, amely a dCK gén sejtvonal-specifikus
hatasaival foglalkozik, elkészités alatt all, és reményeink szerint ez év folyaman megjelenik.

5. Hipoxiara reagalo, dCK-t kodolo adenovirus vektor készitése

Annak érdekében, hogy a gemcitabin toxikus hatdsa hipoxiaban jobban érvényesiiljon,
egy olyan dCK-t kodolé adenovirus vektort szerkesztettiink, ahol a dCK-t vezérlé promoter
régidba beklonoztunk egy hipoxiara reagald szekvenciat (HRE). Ennek a szekvencianak a
jelenlétében a gének hipoxidban aktivalodnak.

Az adenovirus-vektort a Stratagene cég altal forgalmazott ,,AdEasy XL Adenoviral
Vector System” kittel allitottuk el6.

A HRE fragmentumot PCR reakcioval amplifikaltuk olyan primereket hasznalva,
amelyeknek az 5’ végiikon a Sacl, illetve a Bglll enzim felismer6helyek voltak. A PCR
termékeket megemésztettiik a megfeleld restrikcios enzimekkel, és beklonoztuk a pGL3-prom
plazmid expresszios vektorba, az SV40 minimal promoter elé, (az Gj plazmidot pGL3-Prom-
HRE-nek neveztiik). Mivel ez a vektor tartalmazza a luciferaz génjét, miel6tt az adenovirus
készitését tovabb folytattuk volna, eldbb leellendriztiik, hogy a HRE szekvencia miikodo
képes, vagyis megvalosul-e a hypoxia-specifikus luciferaz expresszio. Ezt a Promega cég
“Luciferase assay system” kitjével végeztiik, az eredményeket CAT-aktivitasra normalizaltuk.
GI1261 sejteket transzfektaltunk a “hagyomanyos”, illetve a HRE-t tartalmaz6, dCK-t kodold
plazmid vektorokkal és mértiikk a luciferaz expressziot normoxias és hipoxias koriilmények
kozott. A HRE-t nem tartalmazdé dCK-s vector normoxids luciferaz aktivitdsat egységnek
vettiik. Ennek a vektornak a luciferaz aktivitdsa hipoxidban lecsokkent felére. A HRE-t
tartalmazd dCK-s vektor normoxias aktivitdsa kozel azonos volt a HRE-t nem tartalmazo
plazmidéval. Viszont hipoxias koriilmények kozott ennek a vektornak a luciferaz aktivitasa
2,1-szeresére novekedett, vagyis megkétszerezddott. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy
a HRE szekvencia funkcionalis, vagyis megvalosult a hipoxia-specifikus génexpresszio, igy
folytattuk az adenovirus vektor készitését.

A dCK gént tartalmaz6 plazmidbdl EcoRI és Xbal restrikcids enzimekkel kivagtuk a
dCK fragmentumot, ezt beklonoztuk a Hind III-Xbal ezimekkel hasitott pGL3-Prom-HRE
plazmidba (a ragados végek Klenow polimeraz segitségével vald feltdltése utan) a promoter
régio mogé. Az igy kapott konstrukciobol kivagtuk az expresszios kazettat Kpnl és Sal 1
enzimek segitségével, ezt beklonoztuk a pShuttle atvivé vektorra, amely kanamicin-
rezisztenciaval rendelkezik. Az igy Ilétrehozott, klonozo kazettat (promoter+HRE-dCK
gén+polyA jel) tartalmazd plazmid-vektort linearizaltuk, transzformaltuk a kithez tartozo
BJ5183-AD1 kompetens sejtekre. A BJ5183-AD1 egy olyan E. coli baktérium torzs, amelybe
el6zdleg beklonoztak az 5-0s tipusi huméan adenovirus genomjat, az E1A, E1B ¢és E3 régiok
nélkiil, ezeknek a helyére klonoztuk a hu-dCK gént. Emellett a BJ5183-AD1 baktériumtorzs
recA proficiens, vagyis rendelkezik a rekombinaz enzimmel, amely sziikséges a rekombinacio
1étrejottéhez. Igy a baktériumsejten beliil megtorténik a homoldg rekombinacio a linearizalt,
hu-dCK-t tartalmazé shuttle plazmid és a virusgenomot tartalmazo plazmid kozott.

A kanamicin-rezisztenciat hordozo telepeket - amelyek sikeresen rekombinalodtak —
kiszelektaltuk. Mivel ebbdl a baktériumtorzsbdl csak kis mennyiségii, alacsony tisztasagu
plazmidot lehetne izolalni, a kovetkezé 1épésben a rekombindlodott plazmid-konstrukciot
Pacl restrikciés enzimmel megemésztettiik és bevittik az XL-Gold ultrakompetens
baktériumsejtekbe, amelyekbdl hidnyzik mind a rekombinaz, mind az endonukleaz enzim-



apparatus, ezért sokkal tisztabb plazmidot lehet eléallitani bel6le. A Pac I emésztés azért volt
szilkséges, hogy szabaddd tegyilk az ITR-cket (forditott vég-ismétlodések), ami a
replikaciohoz sziikséges. Az igy nyert rekombindns plazmidot felszaporitottuk.

A hu-dCK-t és virusgenomot tartalmazo rekombinans plazmidot AD-293 human
embriondlis vesesejtekbe transzfektaltuk CaCl-os moddszerrel, ahol azok felszaporodtak.
Mivel az altalunk eldallitott adenovirus-vektorok genomjabodl hianyzik az E1A és E1B régio,
onallo szaporodasra képtelenek. Ezért csak olyan sejtvonalban lehetséges a szaporitasuk,
amelyek tartalmazzak a hianyz6 géneket. A HEK sejteket erre a célra fejlesztették ki. A
sejteket besugarzassal Osszetort 5-0s tipust adenovirus DNS-el transzformaltak, igy ezek
termelik az adenovirus fehérjék nagy részét, koztilk az E1 fehérjéket, tehat helyettesitik a
vektorunkbdl hianyz6 E1 géneket.

A virus DNS-éb6l PCR  reakcioval leellendriztik az  adenovirus
szaporodasképtelenségét, a dCK és HRE régiok miikodését valamint megéllapitottuk a virus
titerét.

6. Hipoxia-specifikus dCK expressziéo GI1261 sejtekben

Az Ad-hu-HRE-dCK virusal GI261 sejteket fertéztiink kiilonb6z6 virus sejt
aranyokban és vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a dCK enzimaktivitasban akkor, ha a sejteket
normoxids vagy hipoxids koriilmények kozott tartjuk. A hipoxias kdrnyezetet a Proox 110
(BioSpherix) hipoxias kamra segitségével allitottuk be, a kamraban a 1égkor 0,6% Oyt és 5%
CO,-t tartalmazott a kisérletek alatt, 37°C-os inkubatorban. Mindenik kisérleti felallitisban a
sejteket duplikatokban oltottuk ki, az egyik tenyésztéedényt a hipoxids kamréba, a masikat
pedig a hipoxids kamra mellé, az inkubatorba tettiik.

Eredményeinket a 2. tiblazatban mutatjuk be. Itt az latszik, hogy hipoxias
koriilmények kozott, magas virus/sejt aranyoknal az Ad-hu-HRE-dCK enzimaktivitasa
jelentésen megemelkedik a HRE-t nem tartalmazé Ad-hu-dCK enzimaktivitasahoz képest.
Vagyis, sikeriilt olyan mitkodoképes vektort eldallitani, ahol a dCK enzimaktivitads hipoxia-
specifikusan véltozik.

Jelenleg azt vizsgaljuk, hogy milyen mértékben javitja az Ad-hu-HRE-dCK a hipoxias
G261 sejtek gemcitabin és sugarzas iranti érzékenységét.

AGYTUMOROK SUGERERZEKENYITESE TIRAPAZAMIN BIOREDUKTIV
KEMOTERAPIA ES GENTERAPIA KOMBINALASAVAL

A sugarérzékenyité vegyiiletek egyik csoportja a szelektiven hipoxids sejtekre hatd
szerek. Ezeket az ugynevezett bioreduktiv szereket annak érdekében fejlesztették ki, hogy,
kihasznalva a hipoxiat, mint potencidlis kiillonbséget a malignus és normal szovetek kozott,
szelektiven lehessen a tumorsejteket elpusztitani. Munkank sordn a bioreduktiv hatasu 3-
amino-1,2,4-benzotriazin-1,4-di- N-oxiddal, vagyis a Tirapazaminnal (TPZ) foglalkoztunk.
Ez egy Uj generacids hipoxids sugarérzékenyitd szer. Ahhoz, hogy a TPZ aktiv metabolitta
véaljon, a sejt kiilonbozd reduktdzai egyelektronos redukcidval igen reaktiv gyokké kell
alakitsak. Az egyik ilyen enzim a NADPH citokrom P450 reduktaz. (hu-N-CPR). A
Tirapazamin hipoxias sejtekkel szembeni toxikus hatasa 15-200-szor nagyobb, mint a
normoxias sejtekre kifejtett hatdsa, mivel oxigén jelenlétében a beldle keletkezett, aktiv
szabadgyOk gyorsan inaktivalodik, mig a hipoxias sejtekben a stabil szabadgyok DNS
lanctorést okoz. A lanctorés pontos mechanizmusa még nem teljesen ismert, de az tlinik
legvalosziniibbnek, hogy a TPZ-gyok kozvetleniil elvon egy H atomot a DNS-bdl. A
Tirapazamine aktiv metabolitjai utdnozzak az oxigén hatasat, vagyis stabilizaljak az ionizalo



sugarzas hatasara, a szabadgyokok altal okozott DNS karosodasokat a daganatsejtekben (5.
abra).

Hipotézisiink szerint, ha a TPZ aktivaciojaért felelos NADPH-citokrém P450 reduktaz
(hu-N-CPR) enzim génjét adenovirus vektorba klénozzuk és bejuttattuk a daganatsejtekbe,
ezzel lokalisan fokozzuk a TPZ aktivaciojat. A TPZ fokozott toxikus és sugarérzékenyitd
hatasa elsédlegesen csak a hipoxids sejtekben fog érvényesiilni. Igy a sugérterapiaval
kombindcioban javul a daganatsejtek pusztulasa.

1. A Hu-N-CPR gén miikodése

Els6 1épéskent megszerkesztettiik a hu-N-CPR enzimet kédold adenovirus vektort.

Az adenovirus-vektort a Stratagene cég altal forgalmazott ,,AdEasy XL Adenoviral
Vector System” kittel allitottuk el6. A pRC/CMV expresszids plazmid vektorban levé hu-N-
CPR-t szekvenciat BglIl és Sall restrikcios enzimekkel kivagtuk, majd a megfelel6 helyre
beklonoztuk a ,,pShuttle-CMV” plazmid vektorba. A pShuttle-CMV  plazmid a
citomegalovirus promoterével valamint kanamicin-rezisztencia markergénnel rendelkezik,
ami a szelekciot teszi lehetdvé. A hu-N-CPR génszakasz nukleotidszekvenciajanak
helyességét a plazmidban szekvenaldssal ellendriztiik le. Az igy 1étrehozott klonozé kazettat
(promoter+hu-NCPR  gént+polyA  jel) tartalmazd  plazmid-vektort linearizaltuk,
transzformaltuk a kithez tartozé BJ5183-AD1 kompetens sejtekbe. Az Ad-hu-HRE-dCK
vektor készitésénél mar részletesen ismertetett modon kiszelektaltuk a kanamicin-
rezisztenciat hordozo telepeket, és felszaporitottuk a rekombinans plazmidot (6. abra).

A hu-NCPR-t és virusgenomot tartalmazé rekombinans plazmidot AD-293 human
embrionalis vesesejtekbe transzfektaltuk CaCl-os modszerrel, ahol azok felszaporodtak.

Leellendriztiik, hogy a virusvektor termeli a hu-N-CPR génjét. Ehhez megmeértiik
spektrofotométerrel a hu-N-CPR enzim altal katalizalt citochrome-c NADPH-dependens
redukciot.

A Hu-N-CPR gén miikodésének tanulmanyozasara a virus citotoxicitasat, hu-N-CPR
RNS kifejez6dését, valamint az enzim aktivitasat mértik az Ad-hu-NCPR-el fert6zott
sejtekben.

GI261 sejteket novekvo virus/sejt aranyban fertztink Ad-Hu-NCPR-rel. A virus csak
enyhén toxikus a sejtekre, a 300 v/s fert6zési aranyt is a sejteknek tobb mint 60%-a tulélte. Az
alkalmazott virus/sejt arany fiiggvényében linedrisan nétt a sejten beliilli hu-N-CPR RNS
mennyisége és a fehérje aktivitasa is (3. tablazat).

2. A GI261 sejtek in vitro TPZ érzékenysége normoxias és hipoxias korillmények kozott

A hipoxids kornyezetet a Proox 110 (BioSpherix) hipoxids kamra segitségével
allitottuk be, a kamraban a légkor 0,6% O,—t és 5% CO.-t tartalmazott a kisérletek alatt, 37°C-
os inkubatorban. Mindenik kisérleti felallitasban a sejteket duplikatokban oltottuk ki, az egyik
tenyésztoedényt a hipoxias kamraba, a masikat pedig a hipoxias kamra mellé, az inkubatorba
tettiik.

Az optimalis kezelési id60 meghatarozasa érdekében tanulmanyoztuk a gyogyszer
hatdsanak id6kinetikajat normoxias és hipoxias koriilmények kozott. A sejteket novekvod
gyogyszer koncentraciéval kezeltiik, amelyeket kiilonb6z6 ideig hagytunk hatni, majd
meghataroztuk a kezeletlen kontrollhoz képest a tulélé sejtek aranyat (7. abra).

Az Altalunk alkalmazott kisérleti felallitasban a TPZ toxicitdsa normoxids
koriilmények kozott alacsony volt a G1261 sejteken. A tal€ld sejtek aranya még magasabb
TPZ koncentracional (1 mM) is 90% maradt. Ezzel szemben hipoxidban a TPZ toxikus hatasa
joval erdsebb volt, 40%-os talélést tapasztaltunk az 1 mM-os koncentracional. Ez egy 3,65-
szOrds hipoxias érzékenyitésnek felel meg; ezt tiikrozi a TPZ ICs értékében bekovetkezett
valtozas is, amely normoxidban 2,44 mM volt, hipoxidban pedig 0,6 7mM-ra csokkent.



Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a TPZ toxicitasa novelheté-e Ad- hu-N-
CPR hozzaadasaval, Ad-hu-NCPR-el fert6zott sejteket kezeltiink kiilonb6z6 koncentracioju
TPZ-vel, mind hipoxiaban, mint normoxidban. Az Ad-hu-NCPR transzdukci6 mind
normoxidban, mind hipoxidban fokozta a TPZ hatasat, de az alacsonyabb TPZ
koncentracioknal nem volt kiilonbség az Ad-hu-NCPR hatasara megnovekedett TPZ
toxicitasok kozott normoxids €s hipoxids koriilmények kozott. Nagyobb TPZ koncentraciok
esetében viszont az Ad-hu-CPR hatdsara jelentésen megnétt a TPZ toxicitasa hipoxias
koriilmények kozott szemben a normoxiaban mért értékekhez. A 8 abran lathato, hogy mig
Ad-hu-CPR hatasara az 1 mM-ban alkalmazott TPZ normoxias koriilmények kozott 38%-0s
tulélést eredményez, addig ugyanez hipoxiaban 16%-0s.

3. Az Ad-hu N-CPR gyogyszer- és sugarérzékenyité hatasa in vitro

A besugarzas, TPZ kezelés és Ad-hu-N-CPR transzdukcié kombinalt hatasat
koloniaképzo teszttel vizsgaltuk. A sejteket 300v/s Ad-hu-N-CPR-el fert6ztiik, 250 nM TPZ-
vel kezeltiik és 4 Gy-el besugaraztuk. Ezeket a koncentraciokat azért valasztottuk, mert a 100-
500 nM tartomanyban volt a legnagyobb mértékii a hipoxias sejtek érzékenyitése a TPZ altal,
valamint a hu-N-CPR hatasa a TPZ toxicitasra. A toxicitas mértéke monoterapiaban ennél a
koncentracional még nem volt annyira magas, hogy sugarterapiaval kombinalva
értékelhetetlentil alacsony taléléseket kapjunk. A 300 v/s virusfert6zési aranynal a virus
toxicitasa ugyancak elfogadhat6 hataron beliil volt, az enzim aktivitasa viszont linearisan nétt.

Azt tapasztaltuk, hogy a GI261 sejtvonal hipoxiaban kétszer sugarrezisztensebb volt,
mint normoxias koriilmények kozott. A 250 nM TPZ 6nmagaban, normoxias kornyezetben
csak csekély mértékben volt toxikus a sejtekre (82%-o0s tulélés), a besugarzas és TPZ kezelés
hataséra csak additiv hatast értiink el, sugarérzékenyité hatds nem volt. A hipoxia dnmagaban
nem volt toxikus a sejtekre, viszont hipoxias koriilmények kozott TPZ hatasara jelentGsen
csokkent a tl€l6 sejtek ardnya (25%). A hipoxias érzékenyités (HCR) 3,2-szeres.

A hu-N-CPR génbevitel hatasara a TPZ citotoxicitasa jelentés mértékben fokozodott,
az érzékenyit6 hatas hipoxias koriilmények kozottt 5-szoros, de normoxiaban is alig valamivel
alacsonyabb (4,5). Besugarzassal kombinalva a TPZ kezelést, a sejtold hatas mérteke tovabb
novekedett a virusvektorral modositott sejtekben: a talélési ardny normoxidban 1,42%,
hipoxiaban pedig 0,51% volt. A sugarérzékenyité hatas mértéke 3-szoros (normoxia), illetve
4,5-sz6r6s (hipoxia) az N-CPR génnel transzfektalt sejtekben (9. abra).

4. Ad-Hu-NCPR transzdukcié, TPZ Kkezelés és besugirzas kombinalt hatiasa egér
agytumor modellen in vivo

Elészor azt vizsgaltuk, hogy in vivo, optimalis koriilmények kdzott, amikor az dsszes
tumorsejt tartalmazta a virust, a sugarérzékenyitd génterapia milyen hatdsfokkal miikddott a
GI1261 tumor modellben. Egerekbe intramuszkulérisan vad tipust vagy hu-NCPR-t tultermeld
Gl261 sejteket transzplantaltunk. Két kisérleti csoportot hasznaltunk. Az éllatok felét vad
tipusu GI261 sejtekkel, masik felét pedig olyan gliomasejtekkel transzplantaltuk, amelyeket
24 éraval korabban in vitro fertéztiink Ad-hu-NCPR-el (100v/s).

Harom nappal késdbb az allatokat intraperitonidlisan PBS-ben oldott TPZ-vel
kezeltikk (30mg/kg), 2 oraval a TPZ kezelés utan pedig az egerek tumoros labat lokalisan
besugaraztuk (4Gy). Az allatok testének tobbi részét 6lomkalodaban, takarassal védtiik.

A masodik kisérleti felallitaisban a virust is lokalisan juttattuk a tumorba.
Intramuszkularisan vad tipusu GI261 tumort oltottunk egerekbe. Amikor a tumor mar jol
tapinthato volt (12 nap mulva), lokalisan Ad-hu-N-CPR-t injekcioztunk a daganatba (1,6%10°
viruspartikulum/egér), 100 ul PBS oldatban. 24 6raval késObb az allatokat intraperitonealisan
30 mg/kg TPZ-vel kezeltiikk majd 2 6ra mulva a daganatot lokalisan besugaraztuk (2 Gy). A
kezelési protokollt 7 nap mulva megismételtiik.



A TPZ kezelés vagy a hu-NCPR enzim tultermeltetése Onmagaban nem befolyasolta a
onmagaban ¢és NCPR génbevitellel kombindlva is jelentdés sugarérzékenyité hatast
eredményezett (20. abra). Abban az esetben, ha a virusvektort in vivo injektaltuk az allatokba,
az eredmények annyiban valtoztak, hogy az NCPR-t kodold virusvektorral valo fertézésnek
onmagaban is enyhe sugarérzékenyitd hatasa volt. (21. dbra)

A fenti munkankbdl egy kézirat késziilt el, amely bekiildés alatt 4ll.

A palyazat keretében elsOsorban a GI261 egér tumor modellt és az abbol 1étrehozott
sejtvonalat hasznaltuk fel a kiilonb6z6 génterdpias protokollokhoz. A fenti palyazat keretében
végzett munka sordn szdmos olyan Kkisérleti eredményre szert tettlink, amelyek
elengedhetetleniil sziikségesek egy génterapias protokoll megtervezéséhez. Ilyenek példaul az
adenovirus transzdukcios hatékonysaga a G1261 sejtekben, az adenovirus altal kodolt terapias
gén expressziojanak az idokinetikdja a transzdukciot kovetden, a GI261 sejtek
megtapadasanak hatékonysaga a C57BL/6 egerekben, az oltashoz hasznalt kiilonb6zd
sejtszam mennyi id6 alatt pusztitja el az allatokat, a lokalis besugarzasnak dnmagaban milyen
terapias hatdsa van a GI261 sejtekkel intrakranidlisan oltott egerekre. Ezen eredmények
Osszefoglalasabol egy elfogadott publikacié sziiletett.



Alap dCK dCK aktivitas Ad-HudCK transzdukcio hatasara
aktivitas
Teljes | Specifikus Transzdukcids arany (v/s)
aktivitas aktivitas
Sejt 20 100 200 300
vonalak
Gl261 | 1,281 0,931 3,886+1,895 | 8,028+0,595 nd nd
(£0,244) | (+0,163)
U373 0,549 0,308 6,01+0,148 | 8,165+0,508 | 8,284+0,479 | 8,501+0,442
(£0,084) | (+0,048)
C6 0,177 0,058 0,839+0,113 | 5,312+0,734 | 8,066+0,148 | 8,313+0,241
(£0,015) | (+0,003)

1. tablazat Vad tipusu és Ad-HudCK-val transzfektalt glioma sejtvonalak dCK aktivitasa
Sejtextraktumot készitettiink vad tipust és kiilonb6z6 v/s aranyban Ad-hu-dCK-val fert6zott
sejtekbdl, A dCK enzim specifikus aktivitasat ugy mértiik, hogy az ugyancsak deoxicitidint
foszforilalé timidin-kinaz enzimet telitettik nagy mennyiségii timidin hozzaadasaval. Az
enzimaktivitasokat nmol/6ra/mg protein egységben fejeztiik ki. Az adatok négy fiiggetlen
kisérlet atlaga + SD. nd: nem vizsgalt.




normox
Ad-HRE-
Ad-dCK dCK
Kk 1,25 1,13 nM/60perc/mg feh
20v/s 3,06 3,3 nM/60perc/mg feh
100v/s 6,82 6,5 nM/60perc/mg feh
hipoxia
Ad-HRE-
Ad-dCK dCK
Kk 1,35 1,3 nM/60perc/mg feh
20v/s 2,9 6,17 nM/60perc/mg feh
100v/s 7,06 13,37 nM/60perc/mg feh

2. tablazat dCK enzimaktivitas normoxids és hipoxias koriilmények kozott

G1 261 sejteket kiilonboz6 virus-sejt arannyal fertdztiik a HRE-t tartalmazé és nem-tartalmazé
Ad-hu-dCK vektorral. A sejteket 3 orat CO2 termosztatban inkubaltuk normoxias vagy
hipoxias koriilmények kozott, majd valamennyi sejtet normoxids koriilmények kozott
tenyésztettiink 24 6rat. Ezt kovetéen meghataroztuk a dCK enzim specifikus aktivitasat.



v/s | Ad-P450 toxicitas | RNS-szint HU-N-CPR aktivitas
(a kontroll %-a) | novekedes (uMcitc/mg*min)

0 0 1 3.1

20 | 222 3.7 7.3

50 |25.1 6.7 8.4

100 | 35.6 29.1 19.9

300 | 36.6 64.8 38.8

3. tablazat HU-NCPR expresszio és enzimaktivitas Ad-Hu-NCPR-el fertozott GI261 sejtekben
GI1261 sejteket kiilonbozo virus/sejt aranyban Ad-hu-NCPR-el fertdztiink, majd a fert6zést
kovetd 48 oraval a sejtek egy részébdl RNS-t izolaltunk és valds idejii RT-PCR-el mértiik az
NCPR expressziojat. A sejtek egy masik részébdl fehérje extraktumot készitettiink és
spektrofotométerrel mértiik a citochrome-c NADPH-dependens redukciot, amely az N-CPR
aktivitast tiikrozi.
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1. abra dCK-expresszio iddkinetikdja adenovirussal valo génbevitel hatdsara GI261 sejtekben.
Az é4bra a virusfert6zéstol eltelt id6 fliggvényében dbrdzolja a génbevitellel megndvelt fehérje
aktivitasanak alakulasat.
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2. abra Glioma sejtvonalak sugdrérzékenysége Gemcitabin kezelés és Ad-hu-dCK
transzdukcio hatasara A sejteket Ad-hu-dCK-val fertdztiik a kioltas utan egy nappal. Masnap
Gemcitabinnal kezeltiik, majd 24 o6raval késébb 4 Gy-vel besugaraztuk. A tulélé sejtek
aranyat €s a gyogyszer-illetve sugarérzékenyités mértékét a 7.-ik napon hataroztuk meg. K —
kezeletlen, irr. — besugarazott, gemc — Gemcitabin, dCK — Ad-hu-dCK. Az adatok harom
fliggetlen kisérlet atlagat jelentik, a hibasavokkal a szorast abrazoltuk. Az oszlopok feletti
értékekkel a kombindciok szinergista hatdsdnak mértékét jeloltiik, *-gal jelolt értékek esetén a
hatés szignifikdnsan kiilonbozik a szamolt, additiv hatastol (P< 0,05).
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3. &bra Gliomas egerek tulélése gemcitabin kezelés és lokalis besugarzas hatdasara

Az egerekbe intrakranialisan tumort transzplantaltunk vad tipusq, illetve Ad-hu-dCK-val
fertdzott, G1261 sejtekkel, majd az allatokat intraperitonidlisan gemcitabinnal kezeltiik (gemc)
illetve besugaraztuk (irr). P<0,43 a tripla kezelési moddszer és a gemcitabinnal és
besugarzassal kezelt csoportok kdzott.
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4. dbra Gliomas patkanyok tulélése gemcitabin kezelés és besugarzads hatasara

A patkanyokba intrakranialisan tumort transzplantaltunk vad tipusq, illetve Ad-hu-dCK-val
fert6zott C6 sejtekkel, majd az allatokat intraperitonialisan gemcitabinnal kezeltiik (gemc)
illetve besugaraztuk (irr). P<0,0162 a tripla kezelést kapott valamint a gemcitabinnal és
besugarzassal kezelt csoportok kozott.
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5. abra A Tirapazamin hatasmechanizmusa

A Tirapazamin alapallapotban inaktiv, a sejten beliil a sejt egyes reduktizai egyelektronos
redukcioval aktiv szabadgyokké alakitjak. Oxigén jelenlétében ez a termék gyorsan
visszaoxidalodik az inaktiv formava, mig hipoxidban a stabilld valt szabadgyok DNS
lanctorést okoz. Ugyanakkor ez a gyok utanozva az oxigén hatasat stabilizalja a besugarzas

okozta DNS karosodasokat
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6. abra Az NCPR-t kdédolo adenovirus-vektor szerkezete

crer

homolog rekombinaciéo nyoméan a dCK gént kodold expresszids kazetta keriilt.
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7. abra TPZ toxicitdas GI261 sejtekben normoxids és hipoxias koriilmények kozott in vitro
Gl 261 sejteket 96-lyuku edényre oltottunk és kiilonb6z6 koncentracioji TPZ-vel kezeltiik
Oket eltérd ideig. A sejteket vagy végig normoxiaban, vagy a TPZ hozzaadasat kdvetden 2
orat hipoxidban tartottuk. A kezeléstdl szamitott kiillonb6z6 idépontokban a sejtek

crer
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8. abra TPZ és Ad-HU-NCPR kombinalt hatasa GI261 sejtekre

Gl 261 sejteket kiilonbozo virus/sejt aranyban Ad-Hu-NCPR-el fertéztlink, majd a fert6zést
normoxidban tartottuk, egy masik részét hipoxidban 2 orat. A TPZ-t 3 6raval a kezelést
kovetden eltavolitottuk a sejtekrdl. Proliferacios teszt segitségével mértiik a TPZ toxicitast 3
nappal késobb.
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B Ad-hu-NCPR 100 4,50 17,45 1,42 99,77 12,83 4,84 0,51

9. abra GI261 sejtek in vitro sugarérzékenysége Ad-Hu-NCPR transzdukcio és TPZ kezelés
kombindlt hatasdra

A besugarzas, TPZ kezelés és Ad-hu-N-CPR transzdukcié kombinalt hatasat koloniaképzo
teszttel vizsgaltuk. A sejteket 300v/s Ad-hu-N-CPR-el fertdztiik, 250 nM TPZ-vel kezeltiik és
4 Gy-el besugaraztuk
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10. abra TPZ kezelés és lokdlis besugdrzas kombinalt hatasa a Gl1261 daganat novekedésre
egerekben

Egereket vad tipust vagy Ad-hu-NCPR-¢l fert6zott G1261 sejtekkel oltottunk
intramuszkularisan, majd az egereket intraperitoneédlisan TPZ-vel, valamint lokalis
besugarzassal kezeltiik. Nyomon kdvettiik a daganatok novekedését.



