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A palyazat alapvetd célja az volt, hogy a daganatok sugarérzékenységét, illetve kiillonbozé
kemoterapids szerek elleni érzékenységét fokozzuk génterdpids eljarasokkal. Ezt az
ugynevezett ,,gene-directed enzyme prodrug therapy” (GDEPT), vagyis gén-vezérelt enzim
prodrog terapia segitségével kivantuk elérni. Az eljaras lényege, hogy a daganatsejtek
érzékenységét szelektiven megndveljiik bizonyos kemoterapids szerekkel szemben. Ehhez
olyan kemoterdpids szert kell alkalmazni, amelyik alapallapotban inaktiv (Ugynevezett
prodrog), metabolikus aktivacidja sejten beliil, specifikus enzim, vagy enzimek segitségével
torténik. Az eljaras soran a daganatba bejuttatjuk a metabolizald enzim génjét és ezzel egy
fokozott génexpresszidt, valamint enzim aktivaciot hozunk létre. A kemoterapias szer
aktivacioja fokozodik azokban a sejtekben, amelyek fokozottan termelik a metabolizald
enzimet. Ez egy tumorsejt-szelektiv hatést tesz lehetové.

Amennyiben a daganat sugarérzékenységét kivanjuk fokozni, az eljards sordn olyan
kemoterapids prodrogot alkalmazunk, amelyiknek sugarérzékenyitd tulajdonsagai is vannak.
A klinikai gyakorlatban tobb, dnmagaban is széles korben alkalmazott kemoterapias szerrdl
kidertilt, hogy tobb-kevesebb sugarérzékenyitd hatassal rendelkezik. Ezek koziil néhanynak a
metabolikus aktivacidja sejten beliil meghatarozott enzimhez, vagy enzimekhez kothetd.
Pélyazatunkban harom ilyen kemoterapias szer vizsgalataval foglalkoztunk. Ez a harom szer a
gemcitabin, az 5-fluoro-uracil és a tirapazamin volt.

Gemcitabin sugarérzékenyito hatasanak fokozasa

A gemcitabin egy viszonylag 101j, de mar széles korben alkalmazott kemoterapids szer, amely
onmagaban, vagy mas kemoterapids szerekkel kombindlva igen jo teripids hatédssal
rendelkezik. Ugyanakkor azt is megfigyelték, mind allatkisérletes rendszerekben, mind
klinikai koérnyezetben, hogy jelentds sugarérzékenyitd hatdsa is van. A gemcitabin egy citidin
analog, amely a DNS replikécid sordn a citidinnel kompeticioban all, beépiil a DNS lancba és
gatolja annak replikacigjat. A gemcitabin dnmagéaban inaktiv, aktivicidja sejten beliil egy
tobblépcsos foszforilacid sordn megy végbe, €s a trifoszfat szarmazék épiil be a DNS lancba.
A metabolizacié kulcsenzime a gemcitabin-monofoszfat keletkezéséért felelds deoxicitidin
kinaz (tovabbiakban dCK) enzim.

1. Human dCK-t kédold adenovirus vektor (huAd-dCK) elodllitdsa

Kisérleteinkben elsdé 1épésként a human dCK cDNS-t adenovirus vektorba kloénoztuk. Az
expresszids vektorban levd human dCK cDNS-t PCR-el felszaporitottuk, olyan primereket
hasznalva, amelyek 5’ vége EcoRI, illetve BamHI hasitohely volt. A PCR terméket
megemésztettiik a megfeleld restrikcios enzimekkel, majd a Stratagene cég altal forgalmazott
AdEasy Kit megfeleld plazmidjaba klonoztuk, egy CMV promoter mogé. Az igy nyert
plazmidot olyan modositott, szintén a kit részét képezd 293 sejtekbe juttattuk be
transzfekcioval, amelyben egy kozmid tartalmazta az adenovirus egyéb génjeit. A sejteket
0,33%-0s agarose tartalmi DMEM-ben tartottuk, amig a rekombinacié a 293 sejtekben
megtortént és a citopatias hatast jelzd litikus plakkok megjelentek (kb 8-10 nap utdn). A
plakkokat izolaltuk, 293 sejtek fert6zésével felszaporitottuk dket €s vizsgaltuk a feliiliszobol
izolalt virus DNS-ben a human dCK jelenlétét PCR segitségével. A dCK pozitiv plakkoknak
meghatdroztuk a titerét. A legmagasabb titerrel rendelkezd plakkot nagy mennyiségben
felszaporitottuk és CsCl gradiensen megtisztitottuk. Az igy nyert tiszta virusnak ismét
meghataroztuk a titerét, amely 10'° pfu/ml nagysagrendi lett. A tovébbiakban ezt a tiszta
virust hasznaltuk a kisérleteinkhez.

2. Glioma sejtvonalak alap dCK aktivitasa és gemcitabin érzékenysége
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Els6 1épésként a sejtek alap dCK termelddése €s gemcitabin irdnti érzékenysége kozotti
kapcsolatot kivantuk tanulmédnyozni. Ezt az indokolta, hogy tobb irodalmi adat szerint a sejtek
alap dCK szintje és a gemcitabin érzékenység kozott kozvetlen Osszefliggés van, minél
magasabb a sejtek alap dCK szintje, annal magasabb a sejtek gemcitabin érzékenysége is.
Mas adatok viszont cafoljak ezt a kdzvetlen Osszefiiggést, azt allitva, hogy a sejtek gemcitabin
rezisztenciajat (illetve érzékenységét) a dCK mellett egyéb, a gemcitabin metabolizmusaban
szerepet jatszo enzimek is befolydsoljak, mint példaul a ribonukleotid reduktaz, vagy a
deoxicitidin deamindz. Kisérleteinkben négy glioma sejtvonalnak vizsgaltuk az alap dCK
szintjét. A kovetkezd sejtvonalakat hasznaltuk: egér G1261, human U373, patkany 9L és C6.
A dCK enzimaktivitds meghatarozasahoz a sejtekbdl fehérje extraktumot készitettiink, majd
mértiik a *H-mal jelzett deoxicitidin foszforilaciojanak mértékét. Mivel a deoxicitidint nem
csak a dCK, hanem a timidin kindz is képes foszforilalni, a specifikus dCK aktivitas
meghatdrozasahoz a reakcioelegyet tultelitettiik timidinnel. Az eredményeket az 1. tablazat
szemlélteti. Lathato, hogy nagy kiilonbségek vannak a sejtek alap dCK aktivitdsdban. A
legmagasabb dCK aktivitds a GI261 sejtekben volt, az U373, 9L és C6 sejtekben az
enzimaktivitds a GI261 enzimaktivitdsanak a 43%, 23%, illetve 14%-a volt. Valamennyi
esetben a specifikus dCK aktivitas alacsonyabb volt, legalacsonyabb a C6-ban.

A tovabbiakban meghataroztuk a sejtek gemcitabin érzékenységét. Exponencialis ndvekedési
meghataroztuk a tulélé sejtek ardnyat. Az eredményeket az 1. dbra szemlélteti. Igen nagy
kiilonbségeket tapasztaltunk a sejtek gemcitabin érzékenységében. A GI261 és C6 sejtek
voltak a legérzékenyebbek, itt 20 nM (G1261), illetve 75 nM (C6) mar 10% alatti talélési ratat
eredményezett. Az U373 sejtek viszonylag rezisztensek voltak a gemcitabinnal szemben,
hiszen 500 nM hatasara csokkent a talélési rata 10%-ra. A 9L sejtek igen rezisztenseknek
bizonyultak a gemcitabinnal szemben, hiszen 2 uM koncentracioban alkalmazva is 40%-o0s
volt a talélési rata. A fenti eredmények csak log fazsban levo sejtekre volt igaz. Amennyiben
konfluens sejteket kezeltiink gemcitabinnal, a gemcitabinra érzékeny sejtvonalak is sokkal
rezisztensebbeknek bizonyultak.

Egy gyenge korellacio a sejtek alap dCK aktivitasa és azok gemcitabin érzékenysége kozott
kimutathatdé volt a G261, U373 és 9L sejtek esetében, de nem a C6 sejteknél. A fenti
kisérletekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az alap dCK aktivitds és a sejtek
gemcitabin érzékenysége kozotti Osszefiiggés sejttipustol fiigg, egyéb, a gemcitabin
metabolizacidjaban szerepet jatszo enzimek valosziniileg eltérd sullyal vesznek részt a sejtek
gemcitabin érzékenységének a kialakitdsdban. Feltehetfleg egy sejttipus gemcitabin
érzékenységének a meghatarozasanal tobb enzim egyiittes szintjét kell értékelni.

3. A huAd-dCK transzdukcio hatdsa kiilonbozo glioma sejtvonalakra in vitro
El6szor az adenovirus transzdukcié hatékonysagat vizsgaltuk a négy glioma sejtvonalban.
Egy, a bakteridlis LacZ gént kodold adenovirus vektort (Adex1CAlacZ) juttattunk az in vitro
novekvo sejtekbe kiilonbozo fert6zési aranyt hasznalva és nyomon kovettiik a LacZ aktivitast.
A fertézési ardnyt a fertdzéshez hasznalt virus/sejt aranyban fejeztiik ki (angol terminologia
szerint MOI, vagyis ,,multiplicity of infection”). A transzdukcié a GI261 sejtekben volt a
leghatékonyabb, ahol 20 virus/sejt arany nyoman a sejtek 70%-a tartalmazta a virust, mig 100
virus/sejt arany nyoman valamennyi sejtben jelen volt a virus. Ugyancsak magas, de a G1261-
hez képest némileg alacsonyabb transzdukcios hatékonysagot figyeltink meg az U373
sejtekben is (100 virus/sejt arany esetén a sejtek 75%-a tartalmazta a virust). A két patkany
glioma sejtvonalnak lényegesen alacsonyabb volt a transzdukcios hatékonysaga (40% vagy az
alatt 100 virus/sejt arany esetében). A virus/sejt arany tovabbi novelése csak kis mértékben
valtoztatta meg a 9L sejtek virustartalmat: 100 virus/sejt aranynal tapasztalt 25%-hoz képest a
300 virus/sejt arany 40%-ra novelte a fert6zott sejtek aranyat. A C6 sejtekben ez valamival




jobb volt, mivel a 100 virus/sejt aranynal tapasztalt 40%-os transzdukciés hatékonysagot 300
virus/sejt aranynal 65%-ra sikeriilt megnovelni. Az Adex1CAlacZ virusvektor még 300
virus/sejt aranyban torténd fert6zés nyoméan sem volt toxikus a vizsgalt négy sejtvonal
egyikére sem.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a dCK taltermelédésnek van-e toxikus hatasa a vizsgalt
sejtvonakra. A huAd-dCK virusvektort az in vitro névd sejtekbe juttattuk kiilonboz6 virus/sejt
aranyban és nyomon kovettiik a sejtek talélését. Ha a GI1261 sejteket 20 virus/sejt aranyban
fertdztiikk a dCK-t kddolo virus vektorral a sejtek 65%-a elpusztult, 100 virus/sejt ardnynal
pedig tobb mint 80%-o0s volt a pusztulds. A fokozott dCK termelddés sz U373 sejtekre is
toxikus volt, 20 virus/sejt aranynal 35%-os, mig 100 virus/sejt aranynal 45%-os volt a
sejtpusztulds. Ezzel szemben a két patkdny glioma sejtvonal a magas virus/sejt aranyokat is
jol toleralta, 300 virus/sejt ardnynal a sejtpusztulas jelentéktelen volt.

4. Glioma sejtek dCK enzimaktivitasa hudd-dCK-val valo transzdukcio nyoman

Nyomon kovettiik a dCK tultermelddés hatasat a négy glioma sejtvonal dCK aktivtasara.
Eredményeinket az 1. tdbldzatban tiintettiik fel. Az enzim aktivitdsokat valamennyi
sejtvonalban novelni tudtuk a fert6zéshez hasznalt virus/sejt aranyok ndvelésével. A
legmagasabb enzim aktivitdsokat 10 virus/sejt fertdzési ratdnal a GI261, illetve az U373
sejtekben talaltuk, ahol az enzimaktivitdsok egymashoz nagyon kozeli értéket mutattak (8,03,
illetve 8,16 nmol/6ra/mg fehérje) wvaldsziniileg mivel a két sejtvonal transzdukcids
hatékonysaga 100 virus/sejt ardnynal megkozelitette a 100%-t, valamint ebben a két
sejtvonalban volt a legmagasabb az alap dCK aktivitas is. A GI261 sejtekben 100 virus/sejt
aranynal magasabb transzdukcids aranyt a jelentkez6 toxikus hatds miatt nem allt modunkban
vizsgalni. Az U373 sejtekben viszont a 100 virus/sejtnél elért enzim aktivitdst nem tudtuk
tovabb ndvelni ha a virus/sejt aranyt tovabb emeltiik 200, vagy akar 300-ra. Ez a sejteknek a
dCK enzimmel valé valamilyen fajta telitddésére utal. A dCK aktivitasban a legdramaibb
valtozast a C6 sejtekben tapasztaltuk. Mindazonaltal, hasonldéan az U373 sejtekhez, tigy tlinik,
hogy a dCK szintet itt sem lehetett a 8 nmol/6ra/mg fehérje korili érték f6lé emelni. A 9L
sejtekben 200 virus/sejt alatti fertdzési ratandl a dCK aktivitds csak mérsékelten valtozott,
feltehetéen az igen alacsony traszdukcios hatékonysadg miatt. Mindazonaltal 300 virus/sejt
fertdzési aranynal, (amikor a sejtek 40%-a tartalmazta a virust) az enzimaktivitas utolérte (sot
enyhén tal is haladta) az U373-ban és C6-ban mért maximalis aktivitasokat. A fenti adatok azt
mutatjak, hogy a négy vizsgalt sejtvonalban, az alap dCK aktivitastol, illetve a transzdukcios
hatékonysagtol fiiggetleniil a dCK aktivitas 8-9 nmol/6ra/mg fehérje koriili értéken tetdézodik,
amelyet a fertdzési rata emelésével nem lehet tovabb fokozni. Az adatok azt is mutatjak, hogy
a dCK termelddési rata nem ardnyos sem a sejtek alap dCK aktivitasaval, sem a virussal
fertdzott sejtek szamaval. Példaul a G1261 sejtvonal esetében, amelyiknek a legmagasabb volt
az alap dCK aktivitdsa €s a fertdzési hatékonysaga is, 100 virus/sejt fertézési aranynal a dCK
aktivitds az alapaktivitds 8,5-szorosére emelkedett. Az U373 sejtvonalnal 100 virus/sejt
fert6zési aranynal a dCK aktivitas az alapaktivitds 26,5-szordsére nott. A C6 sejtekben 300
virus/sejt fertézési aranynal, ahol a sejtek 65%-a tartalmazta a virust, az enzimaktivitds az
alapaktivitas 143-szorosara emelkedett.

5. Gemcitabin sugarérzékenyité hatisa dCK-t tultermeld glioma sejtvonalakban in vitro
Vizsgaltuk a dCK taltermelédés és gemcitabin kezelés kombindlt hatdasat a sejtek
sugarérzékenységére. A sejteket huAd-dCK adenovirus vektorral fertoztiik, majd 24 éraval a
fertdzést kovetden gemcitabinnal kezeltikk. A besugdrzas a gemcitabin kezelést kovetéen
szintén 24 oOraval tortént. A sejtek talélését a besugarzast kovetd 6todik napon hataroztuk
meg. Mivel az adenovirus transzdukcids hatékonysag és az alap dCK szint a négy kiilonbdzd
sejtvonalban igen eltéré volt a fertdzéshez hasznalt virus/sejt ardny is sejtvonalanként




valtozott: 20virus/sejt a G1261 sejtvonal esetében, 100 virus/sejt az U373, és 300 virus/sejt a
9L és C6 sejtvonalaknal. A cél az volt, hogy a lehetd legmagasabb dCK enzimaktivitas
értékeket érjlink el tigy, hogy a sejtek minél nagyobb hanyada tartalmazza a virust. A fent
alkalmazott virus/sejt aranyoknal a sejtek 40-75%-a tartalmazta a virust. A dCK
enzimaktivitas ndvekedés (az alapértékekhez képest) 4,2-szeres volt a G1261-nél, 26,5-sz6r6s
az U373-nal, 52-szeres a 9L-nél és 143-szoros a C6-nal. A dCK enzimaktivitasok abszolut
értéke sokkal szlikebb tartomanyban mozgott: a GI1261 sejtekben 3,9; az U373 sejtekben 8,2; a
9L sejtekben 9,3 és a C6 sejtekben 8,3 nmol/6ra/mg fehérje. Az alkalmazott gemcitabin
koncentraciok ugyancsak kiilonbozoek voltak a sejtek igen eltéréd gemcitabin érzékenysége
miatt: a GI261 sejteket 5 nM-al, a C6 sejteket 25 nM-al, az U373 sejteket 250 nM-al, mig a
9L sejteket 750 nM-al kezeltiikk. A fenti koncentracioknal a talélési rata 48% és 78% kozott
mozgott. A G1261, C6 és U373 sejtek talélési ratdja 4 Gy besugarzas hatasara 35% ¢és 58%
kozott mozgott, jelezve, hogy a harom sejtvonal sugarérzékenysége kozel all egymashoz.
Ezzel szemben a 9L sejtek talélési rataja 6 Gy besugarzas hatasara 62% volt, jelezve, hogy ez
a sejtvonal sugarrezisztensebb, mint a tobbi. A dCK taltermelés nem, vagy csak kissé
modositotta a 9L és C6 sejtek tulélését, ezzel szemben mérsékelten toxikus volt a GI261 és
U373 sejtekre. A fokozott dCK aktivitdsnak 6nmagaban nem volt sugarérzékenyit6 hatasa. A
gemcitabinnak Onmagaban csak a GI261 sejtek esetében volt egy szignifikans
sugarérzékenyitd hatdsa. A tobbi sejtvonal esetében a gemcitabin kezelés €és besugarzas
kombinaciojanak csak additiv hatasa volt. A dCK taltermelés ¢€és gemcitabin kezelés
kombinéaciéja mind a négy sejtvonal esetében szupraadditiv, vagyis szinergista hatéssal
rendelkezett. Mindazonaltal a szinergizmus mértéke sejtvonalanként eltérd volt. A legenyhébb
szinergista hatds a GI1261 sejteknél volt (1,3-szoros fokozddas a gemcitabin toxicitdsdban a
csak additiv hatashoz viszonyitva), ezt kovette a 9L sejtvonal (1,5-sz6rds szinergizmus), majd
a C6 és U373 sejtek (2-szeres, illetve 3-szoros szinergizmus). A dCK enzimaktivitds fokozasa
jelentésen javitotta a gemcitabin sugarérzékenyitd hatdsat valamennyi sejtvonalban. A
szinergizmus mértéke itt is eltérd volt a négy sejtvonalban, gyakorlatilag ugyanolyan
sorrendben valtozott, mint az elobb: a leggyengébb a G1261 és 9L sejteknél volt (1,25-sz610s,
illetve 1,8-szoros), €s a legkifejezettebb a C6 és U373 sejteknél (2,3-szoros, illetve 2,4-szeres)
(2 ébra).

A fenti kisérletek azt igazoljak, hogy a fokozott dCK aktivacidval sikeriil javitani mind a
gemcitabin toxikus, mind annak sugarérzékenyitd hatasan, de a hatas mértéke nagyban fiigg a
sejtvonaltol. Nem igazén taldltunk Osszefliggést viszont a tapasztalt szinergista hatds mértéke
¢s a sejtek alap dCK szintje, vagy azok gemcitabin érzékenysége kozott. Ugyancsak érdekes
kisérleti eredmény volt az is, hogy a dCK aktivitast csak egy bizonyos mértékig lehetett
fokozni, és ez valamennyi sejtvonal esetében egy viszonylag szlik tartomanyban mozgott.

6. A dCK tultermelés, gemcitabin kezelés és lokalis besugarzas kombinalt hatasai in vivo
A dCK tultermelés in vivo hatasait két allatkisérletes modellen tanulmanyoztuk: a GI1261 egér
¢s a C6 patkdny modellen. Him C57BL/6 egereket, illetve Wistar patkanyokat hasznaltunk
kisérleteinkhez. Azért esett a valasztas erre a két modellre, mivel az in vitro
sugarérzékenyitési kisérletek azt mutattdk, hogy a fokozott dCK enzimaktivitds mindkét
sejtvonalban nodvelte a gemcitabin toxikus és sugarérzékenyitd hatasat, de igen eltérd
mértékben. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk milyen mértékben tudjuk az in vitro
eredményeket in vivo koriilmények kozott is megerdsiteni. Az allatokban intrakraniélis tumort
indukaltunk a daganatsejtek sztereotaxias modon torténd oltdsaval. Az allatokat vagy a vad
tipusu GI261, illetve C6 daganatsejtekkel oltottuk, vagy pedig olyan daganatsejtekkel,
amelyekbe elézbleg in vitro bejuttattuk a dCK-t kodold adenovirus vektort ¢s igy dCK
tultermelddést inditottunk el benniik. A GI261 sejteket 20 virus/sejt aranyban, a C6 sejteket
300 virus/sejt aranyban fertoztiik az Ad-dCK vektorral az allatba vald transzplantacio elott




egy nappal. Az allatokat intraperitonealisan adott gemcitabinnal (30 mg/testsuly kg) kezeltiik
a tumor transzplantaciét kovetd harmadik napon, majd 24 6raval késébb az allatok fejét
besugaraztuk 4 Gy Rontgen sugéarzassal. Nyomon kovettiik az allatok tulélését, a terminalis
allapotban levo allatokat tulaltattuk és felboncoltuk.

El6szor a G1261 modellben vizsgaltuk a fokozott dCK enzimaktivitds hatasat a gemcitabin
toxicitasra és sugarérzékenyitésre. A dCK-t tultermeld GI261 sejtekkel transzplantalt allatok
tulélése a kontroll, kezeletlen csoportéval megegyezd volt. A gemcitabin kezelés ugyancsak
nem valtoztatta meg a talélést sem a vad tipust, sem a dCK-t taltermeld GI261 sejtekkel
transzplantalt allat csoportokban. A besugarzas dnmagaban egy allatot gyogyitott meg, de kis
mértékben késleltette a csoport elhullasit. Ha a besugarzast gemcitabin kezeléssel
kombinaltuk az allatok 23%-a meggydgyult. Hasonlo gyogyuldsi aranyt tapasztaltunk akkor
is, ha a dCK-t tultermelé GI261 sejtekkel oltott allatokat lokalisan besugaraztuk, vagy a
besugarzast gemcitabin kezeléssel kombinaltuk. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az in vitro
adatokhoz hasonléan a gemcitabinnak van egy enyhe sugarérzékenyité hatasa a GI261
sejtekben, de az in vitro adatokkal ellentétben ez a sugarérzékenyité hatas dCK tultermeléssel
tovabb nem fokozhat6. Erdekes eredmény volt ugyanakkor a fokozott dCK aktivitas enyhe
sugarérzékenyité hatdsa (3 4bra). Osszefoglaldsképpen elmondhatd, hogy a G1261 modellben
a dCK aktivitas fokozdodas csak igen mérsékelten javitja a gemcitabin terapids hatasait, és az
in vitro tapasztalatok csak részben igazolhatoak allatkisérletekben is.

Végiil vizsgaltuk a fokozott dCK enzimktivitas hatasat a gemcitabin toxicitadsra ¢s
sugarérzékenyitésre a C6 patkdny modellen. A kisérleti protokoll a G1261 modellel azonos
volt. A tumor megtapadési arany a Wistar patkdnyokban 150000 sejt intrakranidlis oltasa
nyoman 80%-o0s volt. A gemcitabin kezelés sem a vad tipust, sem a dCK-t tultermelé Cé6-al
oltott allatcsoportokban nem befolyasolta az allatok tulélését. A G1261 modellhez hasonldan a
dCK taltermelésnek onmagéban volt egy enyhe sugarérzékenyitd hatasa (45%-os talélés).
Amikor az 4llatokat gemcitabinnal és lokalis besugarzassal kezeltiik, a tulélés ismét a kontroll
csoporthoz hasonldéan alakult, jelezve, hogy a gemcitabin 6nmagaban nem rendelkezik
sugarérzékenyité hatassal. Ha viszont a gemcitabin kezelés és a lokalis besugarzas
kombinaciojat a dCK-t taltermeld C6 sejtekkel oltott allatoknal alkalmaztuk, 75%-os
gyogyuldsi aranyt figyeltiink meg, ami jelentOs szinergista hatdsra utal, alatamasztva az in
vitro adatokat (4. abra).

7. Osszefo glalas

A fenti kisérletek alapvetd célja a gemcitabin terapias, és ezen beliil is elsdsorban
sugarérzékenyitd hatdsanak a fokozasa volt. Ezt igy kivantuk elérni, hogy a daganatsejtekben
lokalisan megndveltilk a gemcitabin metabolizmusaban kulcsszerepet jatsz6 dCK enzim
aktivacigjat. Kisérleteinket kiillonb6zé glioma sejtvonalakban végeztiik. Eredményeinket
roviden az alabbi pontokban tudnank 6sszefoglalni:

e Nem tudtunk igazolni egy kozvetlen Osszefiiggést a sejtek gemcitabin érzékenysége
¢s a sejtek alap dCK aktivitdsa kozott. Ez valdsziniisiti, hogy a gemcitabin
metabolizmusaban ¢és a nukleotid raktar egyensulyanak fenntartasdban szerepet jatszo
egyéb enzimeknek (pl. ribonukleotid reduktdz, deoxicitidin deaminaz) is fontos
szerepiik lehet a gemcitabinnal szembeni érzékenység meghatarozasaban.

e A dCK enzim génjének a daganatsejtekbe vald bejuttatasa jelentés mértékben emelte
valamennyi vizsgélt sejtvonalban a dCK aktivitast. Az aktivitds fokozddas mértéke
viszont jelentdsen eltért a négy vizsgalt sejtvonalban. Meglepd mddon az enzim
aktivitdsokat csak egy bizonyos szintig lehetett fokozni €s az abszolit enzim
aktivitdsok a négy sejtvonalban igen kozel alltak egymashoz.

e A fokozott dCK aktivacio képes volt javitani mind a gemcitabin toxikus, mind annak
sugarérzékenyitd hatdsdn mind in vitro, mind in vivo. A hatds mértéke azonban



jelentésen fliggdtt az alkalmazott tumor modelltél. Ismereteink szerint a nemzetkdzi
irodalomban nincs olyan kdzlemény, amely a gemcitabin sugarérzékenyitd hatasdnak
génterapias modszerekkel valé fokozasaval foglalkozna.

A fenti eredményekrdl egy kézirat késziilt el, amelyet puklikalasra elkiildtiink egy referalt
angol nyelvii folydirathoz.

Sugarterapia és 5-fluorouracil kombinalt hatasa GI1261 modellen

Az 5-fluorouracil (5-FU) széles korben alkalmazott kemoterapias szer, kiilondsen a gasztro-
intesztinalis rendszer tumorainak kezelésére. Az 5-FU-rol kideriilt, hogy sugarérzékenyitd
hatasokkal is rendelkezik. Az 5-FU intracellularis aktivacidja egy tobblépcsds foszforilacios
folyamat révén torténik, amelynek a végsd terméke, a fluoro-deoxi-uridin monofoszfat
(FAUMP) a timidilat szintdz enzimet gatolja, és igy kozvetve, a dTMP szintézisének gatlasa
révén, a DNS replikdcidt is gatolja. Sajnos, a klinikai gyakorlatban igen gyakran
tapasztalhatd, hogy a daganatsejtek rezisztensek az 5-FU-val szemben. Az 5-FU rezisztencia
kivédésének egyik modja, hogy az E. Coli uracil foszforiboziltranszferaz (UPRT) génjét
lokalisan a daganatsejtbe juttassuk. Az UPRT az 5-FU-t kozvetleniil és igen hatékonyan
FUMP-v¢ alakitja, amely tovabb alakul majd FAUMP-vé. A daganatsejtek fokozott 5-FU
metabolizacidja révén nem csak a rezisztens sejtek valhatnak ismét érzékennyé a gyogyszerrel
szemben, hanem az érzékeny sejtek is jobban reagalnak akar kisebb 5-FU koncentraciokra is.
Sugarterapiaval kombinalva kihasznéalhat6 az 5-FU sugarérzékenyitd tulajdonsaga is, €s igy
szinergista hatas érheto el.

Kisérleteinkben a GI261 egér tumor modellt alkalmaztuk. Egy olyan adenovirus vektort
hasznaltunk, amely az E. coli UPRT génjét, valamint a ganciklovir metabolikus aktivacidjaért
felelés timidin kindz (TK) génjét tartalmazta (tovabbiakban Adex-CAUPTK). Ezt a vektort
elébb in vitro bejuttattuk a G261 sejtekre és nyomon kovettiik, hogy a sejtek hogyan
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sejtpusztitd hatds kifejtéséhez. A ganciklovir 6nmagaban nem, csak a TK gén jelenlétében
valt toxikussa. Ha az 5-FU és ganciklovir kezelést az Adex-CAUPTK vektor jelenlétében
lokalis besugérzassal kombinaltuk, jelentds szinergista hatast tudtunk kimutatni, a sejtek teljes
pusztuldsahoz 0,01 uM 5-FU is elég volt.

Fenti eredményeinket in vivo modellen is igazolni tudtuk. Egereket intrakranidlisan
transzplantaltunk vad tipust vagy Adex-CAUPTK-val fert6zott G1261 sejtekkel. Ezt kovetoen
az allatokat 5-FU-val és ganciklovirral kezeltiik, valamint az 4allatok fejét lokalisan
besugaraztuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a CAUPTK kombinacidja 5-FU-val és
ganciklovirral akkor hatdsos, ha az intrakranidlis transzplantacidhoz alacsony sejtszamu
GI261 sejtet hasznalunk (1*10%). Ekkor 80%-os tlélést kaptunk. Ha a tumor
transzplantacidhoz kelléen nagy szamu daganatsejtet hasznaltunk (1*10°), akkor ez a terapia
Onmagaban mar nem volt hatdsos, és egy allat sem gyogyult meg. Ez utobbi esetben viszont,
ha lokalis besugarzast is alkalmaztunk, a tGlélési arany drdmai modon megemelkedett, és
gyakorlatilag valamennyi egér meggyogyult. Ez egy igen jelentds szinergista hatasra utal.
Kisérleteink egy masik fontos eredménye, hogy egy igen jelentds bystander hatést is sikeriilt
kimutatni. A fent emlitett gyogyulasi aranyt ugy értilk el, hogy a transzplantacié soran
valamennyi daganatsejt tartalmazta a CAUPTK-t kodold virusvektort. Kisérleteinket ugy is
elvégeztiik, hogy a transzplantacidhoz kiilonboz6 aranyban kevertiik a vad tipusu és a virus
vektorral fertdzott G261 sejteket, ez utoObbiakat 4-szeres, illetve 9-szeres tulstilyban



alkalmazva. A 4-szeres tulsuly esetében is jelentds tulélést figyeltiink meg (70%), 9-szeres
tulélésnél pedig az allatok 40%-a gydgyult meg.

Osszefoglalas:

e A GI261 sejtek 5-FU ¢és ganciklovir irdnti érzékenysége jelentds mértékben fokozadik,
ha a daganatsejtekben lokalisan megndveljiik a két szer metabolizacidjaért felelos
enzimek aktivitasat, mind in vitro, mind in vivo. A hatds mindazondltal fiigg a tumor
nagysagatol a kezelés pillanatdban. A terdpia kis tumorok esetében hatisosabb,
nagyobb tumorok esetében viszont nem.

e Amennyiben a fentieket lokélis besugarzassal is kombinaltuk, igen jelentds terapias
hatdsokat értiink el viszonylag nagy tumorokndl is, amikor a kombinalt gén és
kemoterapidnak nem volt hatdsa. Ez a kombinalt kezelés igen jelentds szinergista
hatasat bizonyitja.

e A kombinalt gén-, kemo- és sugarterapia esetében jelentds bystander hatast sikertilt
kimutatni. Ennak azért van jelentdsége, mert igazolja, hogy a terdpia akkor is hatésos,
ha a génterdpia soran a virusvektor nem jut el valamennyi daganatsejtbe. Ez klinikai
szempontbol egy igen 1ényeges kérdés, mert gyakorlati génterapia egyik legnagyobb
kihivasa olyan virusvektorok, vagy modszerek alkalmazasa, amellyel minél nagyobb
szamu daganatsejtbe bejuttathato a virus.

Fenti eredményeinkbdl egy megjelent publikacid sziiletett.

Hipoxias citotoxinok hatasanak fokozasa

A tirapazamin (tovabbiakban TPZ) egy olyan bioreduktiv szer, amely hatasat szinte kizarolag
csak hipoxids koriilmények kozott fejti ki. Vagyis egy olyan daganatsejt populdciot céloz
meg, amely a hagyomanyos sugarterapia sordn a leginkdbb sugarrezisztensnek bizonyult. A
TPZ 6nmagaban inaktiv, metabolikus aktivaciojat a citokréom P450 reduktaz (citP450red),
valamint nitrogén oxid szintdz (NOS) végzi.

A Kklinikai kisérletek soran megfigyelték, hogy a TPZ-nek sokkal jobb terapias hatasa van, ha
azt a ciszplatinnal kombindlva alkalmazzak. Irodalmi adatok beszdmoltak arr6l, hogy ha
génterapids modszerekkel, vagyis a daganatsejtekben lokalisan fokoztdk a citP450red
aktivitasat, az jelentésen javitotta a TPZ daganatellenes hatésait allatkisérletes rndszerekben.
Semmilyen irodalmi adat nem all viszont a rendelkezésiinkre, amely a TPZ ¢és ciszplatin
kombinalt alkalmazasanak a hatdsmechanizmusat vizagalna. Igy példaul arra sincs
informacio, hogy akar a NOS, akar a citP450red aktivitds fokozasa befolyasolja-e barmi
moddon a ciszplatin hatasat.

A fent elmondottak miatt kisérleteinkben a ciszplatin és a NOS kozo6tti kapesolatot vizsgaltuk
a GI261 egér tumor modellen. Egy plazmid expresszios vektorban levé human NOS gén
cDNS-t adenovirus vektorba kloénoztuk. A klonozas ugyanazon modszerrel tortént, mint a
dCK gén esetében, ugyancsak a Stratagene AdEasy kitjét felhasznalva. Teszteltiik a fokozott
NOS termelddés hatasat a G261 sejtekre. Alacsony virus/sejt (100 vagy alatta) aranyban
alkalmazva a virus csak enyhén volt toxikus, viszont 200 virus/sejt aranyndl a virus a sejtek
70%-t elpusztitotta. A 10 pg/ml koncentracioban alkalmazott ciszplatin gyakorlatilag még
nem volt toxikus a GI261 sejtekre. Otvendt ug/ml koncentracioban a sejtek 50%-a, mig 100
pg/ml-nél a sejtek 65%-a pusztult el. A NOS enzim aktivacid fokozéasa érzékenyitette a
sejteket a ciszplatin hatasara, de az érzékenyités csak csekély mértékii volt és a nagyobb (20
¢s 50) virus/sejt ardnyokndl jelentkezett (5. &bra). Ha a sejteket besugaraztuk, jelentds
sugarérzékenyitd hatast figyeltink meg azoknal a ciszplatinnal kezelt sejteknél, amelyek



NOS-t kodolé adenovirus vektorral lettek fertézve. Az érzékenyités a 20 ¢és 50 virus/sejt
fertdzés esetében volt a legnyilvanvalobb (6. abra). Vagyis a fokozott NOS aktivacidnak mar
Oonmagaban volt egy sugarérzékenyito hatasa.

A tovabbiakban allatkisérletekben vizsgaltuk a NOS tultermelddés, ciszplatin kezelés és
lokalis besugarzas kombinalt hatasat. Egerekben intrakranidlis transzpalntacioval gliomakat
oltottunk. Az oltashoz vagy vad tipusi GI261 sejteket hasznaltunk, vagy pedig olyan G1261
sejteket, amelyekbe el6zdleg bejuttattuk a NOS gént, ¢és igy ezek a sejtek fokozott NOS
aktivitassal rendelkeztek. Ezt kovetden az egereket 5 mg/kg ciszplatinnal kezeltiik, majd az
allatok fejét lokalisan besugaraztuk. A kontroll, illetve a csak ciszplatinnal kezelt allatok
tulélése kozott nem volt kiillonbség sem a NOS-t taltermeld, sem a vad tipust tumorsejtekkel
oltott csoportban. A besugarzas Onmagaban, vagy ciszplatinnal kombinaciéban az allatok
10%, illetve 20%-at meggyogyitotta. A NOS-t tultermeld G1261 sejtekkel oltott csoportban a
besugarazott allatok 33%-a, mig a ciszplatin és besugarzas kombinacidjaval kezelt allatok
45%-a meggyogyult (7. abra). A fenti kisérletek azt mutatjak, hogy a NOS taltermelésnek in
vivo is van egy jol kimutathatdo sugarérzékenyitd hatdsa, amelyet a ciszplatin kezelés kis
mértékben fokozni is képes.

A palyazat keretében elsésorban a GI261 egér tumor modellt és az abbodl 1étrehozott
sejtvonalat hasznaltuk fel a kiilonb6z6 génterapias protokollokhoz. A fenti palyéazat keretében
végzett munka sordn szdmos olyan kisérleti eredményre szert tettlink, amelyek
elengedhetetlentil sziikségesek egy génterapias protokoll megtervezéséhez. llyenek példaul az
adenovirus transzdukcios hatékonysaga a G1261 sejtekben, az adenovirus altal kodolt terapids
gén expresszidjanak az idokinetikdja a transzdukcidt kovetéen, a GI261 sejtek
megtapadasanak hatékonysaga a C57BL/6 egerekben, az oltdshoz hasznalt kiilonbdzd
sejtszam mennyi 1d6 alatt pusztitja el az allatokat, a lokalis besugarzasnak 6nmagaban milyen
terapids hatdsa van a GI261 sejtekkel intrakranidlisan oltott egerekre. Ezen eredmények
Osszefoglalasabol egy elfogadott publikacid sziiletett.

Egy tovabbi cikk kézirata késziilt el €s lett elkiildve publikalasra, amely egy 0sszefoglalod cikk

¢s amelyik egy, a GDEPT eljarast alkalmazo génterapidk soran megfigyelt igen fontos
jelenség, a bystander hatasok mechanizmusaval foglalkozik.

1. tablazat. Hu-Ad-dCK-val fertézott glioma sejtvonalak specifikus dCK aktivitasa

Transduction rates (MOI)

Cell lines 0 20 100 200 300
Gl261 0,931 3,886+1,895  8,028+0,595 nd nd
U373 0,308 6,01+0,148 8,165+0,508  8,284+0,479 8,501+0,442

oL 0,179 0,384+0,019  2,208+1,575  6,32+1,341  9,337+1,449
Co6 0,058 0,839+0,113  5,312+0,734  8,066+0,148 8,313+0,241
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1. abra: Sejtek gemcitabin érzékenysége
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2A ébra: dCK tultermelés, gemcitabin kezelés €s besugarzas kombinalt hatasanak vizsgalata
G261 sejtekben in vitro
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2B abra: dCK tultermelés, gemcitabin kezelés és besugarzas kombinalt hatasanak vizsgalata
U373 sejtekben in vitro
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2C abra: dCK tultermelés, gemcitabin kezelés és besugarzas kombinalt hatasanak vizsgalata
9L sejtekben in vitro



Ceé

100
80 -

©

s

E 60

k3]

<

&

an

£ 40

2

>

Yt

=

75
20
O,

Irr+G

dCK
Irr+dCK
G+dCK
Irr+G+dCK

2D abra: CK tultermelés, gemcitabin kezelés és besugarzas kombinalt hatdsanak vizsgalata
C6 sejtekben in vitro
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3 abra: G1261-el oltott egerek tulélése fokozott dCK termelddés, gemcitabin kezelés és lokalis
besugarzas hatasara
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4 4bra: Cé6-al oltott patkanyok tulélése fokozott dCK termelddés, gemcitabin kezelés és lokalis
besugarzas hatdsara

5 abra: Cisplatinhatas (1,5h) sugarkezelt G261 sejteken normoxias
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6 abra:
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Cisplatinhatas (1,5h) sugarkezelt GI261 sejteken normoxias
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6 abra:

tulélé egerek %-os arany

GI261 sejtekkel intrakraniadlisan transzplantalt egerek tulélése
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