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Bevezetés

A holyagrdk az o6tddik leggyakoribb malignus megbetegedés
férfiakban. Evente mintegy 2600 1Uj eset keriil diagnosztizalasra
Magyarorszagon. A betegek 70%-nal a diagndzis felallitdsa soran
feliiletes holyagtumor igazolodik. A felilletes holyagtumorok
kezelésében altalaban alkalmazott moddszer a transurethralis
(hugycsovon keresztiili) rezekcid, adjuvans intravesicalis kemo- vagy
immunoterdpiaval kombinalva. A  feliiletes hodlyagtumorok
kiujulasanak és progresszidjanak 5 éves aranya 31-78%. Mindezek
alapjan 1) kezelési modszerek sziikségesek a jelenlegi terapia
hatékonysaganak javitasara.

Szamos onkolitikus herpes simplex virus (HSV) biztatd
eredményeket mutatott kiilonb6z6 daganat tipusok esetében in vitro
és in vivo kisérletes, valamint klinikai vizsgalatok soran (colorectalis,
fej-nyaki, emld-, prosztatadaganat, valamint melanoma és glioma
esetén). Az Oncovex®*-V"°P egy harmadik generécios herpes simplex
virus 1 (HSV-1), mely kombindlja a virus sajat onkolitikus
aktivitasat egy prodrug (“eléanyag”) aktivalo gén (citozin deaminaz
(CD)/uracil foszforibozil transzferdz enzim) és a gibbon ape

crer

gliikoproteinjének expresszidjaval. Emellett az Oncovex®*-V"P virus

tartalmaz mas mutdciokat is, melyek tovabb fokozzadk annak
hatékonysagat. Igy az ICP34.5 vég torlédése tumor szelektiv
osztodashoz vezet, az ICP47 vég torlése pedig a tumor elleni
immunvalaszt fokozza. Kordbbi az Oncovex®*"V/“P virussal végzett
in vitro és in vivo vizsgalatok fokozott tumorsejt pusztulast mutattak
fej-nyaki, vastagbél, hasnyalmirigy, tiidé és glioma eredetii
daganatokban.

A holyagtumor idealis tumor modell lehet Uj terapias modszerek
vizsgalatara, hiszen az intravesicalis ut lehet6vé teszi nagy
mennyiségli virus bejuttatdsat a tumorsejtekbe. Emellett a
holyagnyalkahartya felszini rétegét add esernyd-sejtek lassan
osztédnak, és ez altal rezisztensek lehetnek az osztddasra képes
onkolitikus virusokra, melyek szelektiven képesek megfertézni és
szaporodni a gyorsan 0sztodo sejtekben.



Célkitiizés

Az Oncovex®*"V'°P virus hatékonysaganak vizsgalta in vitro human
holyagtumor sejtkultarakon (EJ, RT112, T24, VMCUB-I, TCCSUP-
G, 5637, KU19-19).

o Oncovex®*VP virussal torténé kezelés soran az expresszalodd

GALV membran fehérje hatasanak vizsgalata in vitro human
holyagtumor sejtkultarakon.

GALV/CD ’ v r r 17 1~
o Oncovex virussal torténd kezelés soran expresszalodo

citozin deaminaz (CD)/uracil foszforibozil transzferdz enzimek
hatasanak vizsgalata in vitro human holyagtumor sejtkultarakon.

Az Oncovex®"V'°® virus mas kemoterdpias anyagokkal torténé

egyiittes adasanak vizsgalta in vitro human hoélyagtumor
sejtkultarakon (EJ, T24, TCCSUP-G, KU19-19).

Egy stabil, reprodukalhaté orthotopikus patkany holyagtumor modell
felallitasa a kiilonboz6 terapiak hatékonysaganak in vivo vizsgalata
céljabol.

Az Oncovex® P virus hatékonysaganak vizsgalta in vitro a
patkany holyagtumor modellben alkalmazott patkany holyagtumor
sejtkultiran (AY-27).

QRT-PCR hatékonysaganak vizsgalata vizelet- és szovetmintakon a
tumor novekedésének detektalasara in vivo a patkany holyagtumor
modellen.

A bioluminescens képalkotd eljards hatékonysaganak vizsgalata a
tumor novekedésének detektalasara in vivo a patkany holyagtumor
modellen.

Az Oncovex®VP virus hatékonysaganak vizsgalta in vivo a

patkany holyagtumor modellben.



Modszerek

Vizsgalataink sordn a kordbban Simpson €és munkatarsai altal leirt
Oncovex®*Y/°P &g kontrollként az Oncovex®™ herpes simplex
virusokat hasznaltuk. A vizsgalt sejtkultirak atmeneti sejtes
holyagdaganatok (EJ, T24, RT112, VMCUB-I, TCCSUP-G, 5637,
KU19-19) és egy patkany holyagtumor sejttipus (AY-27) voltak.

Fuziés gén  vizsgalata soran human  atmeneti  sejtes
holyagdaganatokat fertztink kiillonb6zd mennyiségli (MOI)
Oncovex**-Y°? ¢s Oncovex®™ virusokkal, és 48 ora inkubdciés idd
utan a sejteket vagy glutaraldehiddel fixaltuk, és kristalyibolyaval
festettiik vagy MTS reagenssel kezelve denzitométerrel értékeltiik.

A prodrug aktivaciés gén vizsgalata sordn human atmeneti sejtes
holyagdaganatokat fertdztiink Oncovex®-"*®  ¢s  Oncovex®™
virusokkal, majd 30 perc utdn a virusokat eltavolitottuk, ¢&s
tumorsejtekhez. 48 ora inkubacids id0 utdn a sejtek feliiluszojat
centrifugalas és 60°C-0s hokezelés utan ismét friss tumorsejtekhez
adagoltuk, majd tjabb 48 ora inkubacids id6 utan a sejteket vagy
glutaraldehiddel fixaltuk, és kristalyibolyaval festettiik vagy MTS
reagenssel kezelve denzitométerrel értékeltiik.

Az Oncovex®*P virus és kemoterdpids szerek kolcsonhatasat

isobologram analizis segitségével, a kombinacios index (CI)
meghatarozasaval végeztiik. Chou ¢és Talalay altal leirt kozépatlag-
hatékonysag elv alapjan a CI kvantitativ médon meghatarozza két
szer kozotti kolcsonhatas mértékét. Ha CI 1 akkor additiv, ha CI >1
akkor antagonista, ha CI <1 akkor szinergista hatasrol beszéliink. A
vizsgalatokat az in vitro tulélési gérbék meghatarozasahoz hasonld
modszerekkel — végeztik, mely sordn a  vizsgalt szerek
(Oncovex® /el ¢g kemoterpeutikumok) szamitott ED50 értékének
4, 2, 1, 0,5 és 0,25-sz06ros konstans higitasait vegyitettiik, majd
hozzaadtuk a holyagdaganat sejtekhez. 48 ora inkubacios id6 utan a
sejteket MTS reagenssel kezelve denzitométerrel értékeltiik, a
kombinaciés index (CI) meghatarozasahoz CalcuSyn szoftvert
hasznaltunk.

Orthotopikus patkany holyagtumor modell felallitasahoz és az in vivo
vizsgalatokhoz Fischer F344 ndstény patkdnyokat hasznaltunk. Az
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allatokat haton fekvd pozicidban inhalacids Isoflurannal altattuk.
Katétert (18-gauge BD Venflon) helyeztink be a holyagba a
hugycsovon  keresztiil. A tumorbeiiltetés  eldsegitésére a
holyagnyalkahartyat 0.1N sosav instillaciojaval roncsoltuk, melyet
0.IN natriumhidroxid instillacijaval semlegesitettiink. A holyag
Otszori PBS-vel torténd atmosasat kovetden AY-27 HVEM patkany
holyagtumor sejteket (1.5-2.5x10°%) instillaltunk, melyet egy oran
keresztiil tartottunk benn a hoélyagban. Egy ora utan a katéter
eltavolitasra keriilt, és a patkdnyok spontan vizeltek.

A holyagtumor ndvekedésének detektalasara vizeletgyiijtést
végeztiink a patkanyoknal. Az allatokat vizeletgy(ijtésre alkalmas
ketrecbe helyeztiik 1 orara a 0-, 4-, 7-, 11-, 14-ik napokon. A gyiijtott
vizeleten és a 28. napon eltavolitott hugyholyag szovetmintakon
QRT-PCR-t végeztiink (quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction).

A holyagtumor névekedésének bioluminescens képalkotd eljarassal
t6rténd vizsgalatahoz 1x10° AY-27 HL-S (luciferaz enzimet kodold)
patkany hoélyagtumorsejtet injektaltunk a patkanyok bore ala.
Szentjanosbogar D-Luciferin kalium s6 (150 mg/kg) adasat kovetden
bioluminescencia elvén alapuldé nem-invaziv IVIS kamera
segitségével detektaltuk a luciferdz enzim aktivitasat, mely
eredményeket Xenogen szoftver segitségével elkészitett fényképeken
értékeltiik.

Az Oncovex®*°P virus hatékonysagéanak in vivo vizsgalata soran a

tumorbeiiltetést (0. nap) kovetdéen az allatokat 3 randomizalt
csoportban kezeltiik, a kovetkezd modon: Oncovex®*-P+5-FC
(N°=10) vagy Oncovex® -V +PBS (N°=10) vagy PBS+5-FC
(N°=8) (PBS: semleges anyag.) Az intravesicalis Oncovex®-V"cP
kezeléseket a 7, 14 és 21 napokon, az 5-FC intravesicalis kezeléseket
pedig a 8, 9, 15, 16, 22 ¢és 24 napokon végeztik (a tumor
beiiltetéséhez hasonld modszerrel). A hugyholyag a 28. napon keriilt
eltavolitasra, és makroszkopos valamint patologiai feldolgozasra.



Eredmények

Humain atmeneti sejtes holyagtumorok (TCC) érzékenyek a HSV
oncolitikus hatasara, mely tovabb fokozhaté GALV membran
fehérje expresszidjaval.

Hét kiilonbozé TCC sejttipust vizsgaltunk in vitro a HSV onkolitikus
hatasa szempontjabol. Nagy mértéka onkolitikus HSV virus osztodas
volt észlelhetd mind a hét holyagtumor sejttipus esetében. A HSV
virus osztdddsa pedig erds tumor citotoxicitast eredményezett mar
alacsony (0.001MOI) viruskoncentracio6 esetében is.

Hétbol négy TCC holyagtumor tipusnal (EJ, T24, VMCUB-I és 5637
sejtek) az Oncovex® VP virussal torténd kezelés soran a GALV
membran fehérje expresszidja tovabb fokozta a tumorszelektiv
egy ugynevezett sokmagvu szincicia képzodéséhez vezet. Az in vitro
MTS vizsgalatok soran a sokmagvil szincicia képzddés hatasara a
taléld tumorsejtek aranya jelentésen csdkkent az Oncovex®*-V/eP
virussal kezelt csoportban szemben a kontroll csoporttal. EJ sejtek
42-54% (P < 0.000), T24 sejtek 35-45% (P < 0.000), VMCUB-I
sejtek 36-37% (P < 0.000), 5637 sejtek 35% (P < 0.000) csokkenést
mutattak a tumorsejtek tulélésében. Mindez alatamasztja, hogy a
GALV gén hatasa fokozza a tumoros sejtpusztulast.

A citozin deamindz (CD)/uracil foszforibozil transzferaz gén
expresszioja atalakitja az 5-fluorocitozint 5-fluorouracilla, mely
aktiv kemoterapias hatast mutat a human TCC hélyagtumor
sejtekben in vitro.

A citozin deaminaz (CD)/uracil foszforibozil transzferaz enzimek
egyiitt még hatékonyabban alakitjak at az 5-FC-t, mint barmelyik
enzim egyediil. Az 5-FC metabolitok tumorsejt pusztitd hatdsanak
vizsgalatara 7 kiilonboz6 TCC sejttipust vizsgaltunk Oncovex®*-V/cP
és kontroll Oncovex®™ virusok adasa soran 5-FC jelenlétében és
hianyaban.

EJ hélyagtumorsejtek esetén a kontroll Oncovex®™ virussal kezelt
csoportban nem volt igazolhaté a tumorsejtek pusztulasa 5-FC
jelenlétében és hianyaban sem. Ezzel szemben Oncovex®*-V/eP ¢s 5-
FC egyiittadasa esetén hatékony tumorsejt pusztulas volt észlelheto.
Hasonld eredményt tudtunk igazolni RT112, TCCSUP-G, 5637 és
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KU19-19 sejtek esetén. Az in vitro MTS vizsgalatok soran EJ sejtek
esetén 78% (P < 0.000), RT112 és KU19-19 sejtek esetén 70% (P <
0.000), TCCSUP-G és 5637 sejtek esetén 53% (P < 0.000) csokkenés
volt észlelheté a tumorsejtek tulélésében. Ezek az eredmények
igazoltak hétb6l 6t TCC holyagtumor tipus esetén az 5-FC
metabolitokkal szembeni érzékenységet Oncovex®*-V'°P infekciojat
kovetden.

Oncovex®*-V/eP s Mitomycin C kemoterapeutikum egyiittes
adasa szinergista hatast mutatott TCC hélyagtumor sejteken in
vitro, ezzel szemben Cisplatinal és Gemcitabinnal végzett
kombinacié antagonista volt.

A jelenleg a holyagtumorok kezelésében alkalmazott kemoterapias
szerek koziil a Mitomycin C (MMC), a Cisplatin és Gemcitabin
hatékonysagat vizsgaltuk Oncovex®*V"P virussal kombinacioban.
(EJ, T24, TCCSUP-G ¢és KUI19-19 holyagtumor sejteket
vizsgaltunk.) Szinergista tumorsejt pusztito hatast észleltiink
Oncovex®*-V/eP ¢s MMC egyiittes adédsa esetén EJ (EDsy 0.77 +/-
0.05), T24 (EDs, 0.65 +/- 0.07) és KU19-19 (EDs, 0.78 +/- 0.01)
sejteken. Oncovex®*-V/°P &5 Cisplatin vagy Gemcitabin egyiittes
adasa pedig antagonista volt EJ, T24 és TCCSUP-G sejteken.

In vivo patkany orthotopikus hoélyagtumor modell felallitasa és
vizsgalata Oncovex®*"V/“P + 5-FC kezelés soran.

Xiao ¢és munkatarsai altal kordbban leirt patkany orthotopikus
holyagtumor modellt alkalmaztuk in vivo vizsgalataink soran. AY-27
patkany holyagtumorsejteket vizsgaltunk, azonban tekintettel arra,
hogy a HSV nem volt képes megfertzni a patkany
hélyagtumorsejteket, igy az AY-27 sejtek egy 10j stabil klonjat
készitettiik el, melybe beiiltetésre keriilt a HSV sejtbe torténd
bejutasahoz sziikséges receptor (HVEM).

In vitro vizsgalatokat végeztiink az (j AY-27 HVEM sejtklonnal,
mely soran 30%-os csokkenés volt ¢észlelhetdé a tumorsejtek
tulélésében a fuzidos (GALV) gén hatisara Oncovex®A-V/eP kezelés
utan. Tovabbi AY-27 HVEM sejteken végzett in vitro vizsgalatok
soran az Oncovex®*-V'°® virus aktiv metabolitokra bontotta az 5-
fluorocitozint, mely 81%-os csokkenést eredményezett a tumorsejtek
tulélésében.

In vivo patkany holyagtumor modell felallitasahoz az AY-27 HVEM
tumorsejteket, a holyag nyalkahartya savas, majd neutralizalo lagos
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elokezelését kovetden beliiltettiik a holyagba, melyet kovetden
vizsgaltuk a kifejlodé daganatok dinamikéjat. A tumorbeiiltetést
kovetden mintegy 95%-ban észleltik a tumorsejtek sikeres
megtapadasat és a holyagtumor kialakulasat. Osszességében a tumor
beiiltetését a patkanyok jol toleraltdk, és a tumor beiiltetése nagy
szazalékos ardnyban reprodukalhat6 volt.

A hoélyagtumor ndvekedésének in vivo vizsgalatahoz gyiijtott
vizeletbol QRT-PCR-t végeztiink, mely nem volt hatékony modszer
a holyagdaganat kimutatdsira, de a hugyholyag patologiai
feldolgozasa soran nyert szovetmintakban jelenlévé tumor
kimutatasara alkalmazhato volt.

A Dbioluminescencia elvén alapuld nem-invaziv IVIS kamera
(képalkoto eljaras) szintén nem volt hatékony modszer a
holyagtumor névekedésének in vivo kimutatdsara az orthotopikus
patkany hoélyagtumor modellen, ami az allat luciferaz enzim elleni
immunvalaszanak kdszonhetd.

Az Oncovex®*V°P virus hatékonysaganak in vivo vizsgalata sordn a
tumorbeiiltetést kovetden az allatokat 3 randomizalt csoportban
kezeltik, a kovetkezd modon: Oncovex®-V*P+5-FC  vagy
Oncovex®*-V/°C +PBS vagy PBS+5-FC. Eredményeink alapjan az
Oncovex® -/ + 5.FC csoportban 84,5%-os szignifikans csdkkenés
volt észlelhetd az atlagos tumortdmegben szemben a kontroll
csoporttal (P = 0,001) vagy az Oncovex®*-Y/°® monoterapidban
részesiilé csoporttal (P = 0,034). Kisebb mértékii nem szignifikans
killsnbség volt észlelhetd az Oncovex®*"V/°° monoterdpia és a
kontroll ~ csoport  osszehasonlitisa  soran, ahol  46,4%-0S
tumorcsokkenést észleltink (P = 0,13). Hasonlé eredményeket
kaptunk a teljes hugyhdlyag tomeg vizsgalata soran. Emellett az
allatok atlagos testtdmege ugyan nem szignifikdnsan, de 11,5
grammal nehezebb volt az Oncovex®*-¥/“P +5-FC csoportban, mely
e csoport jobb altalanos egészségligyi allapotara utalhat.



Kovetkeztetések
Oncovex®*V/°C virussal torténd kezelés soran az expresszalodo
GALV membran fehérje hatdsdra tumorsejt fuzid és pusztulés
észlelhetd in vitro human holyagtumor sejtkultarakon.

Oncovex®*V/°P virussal torténd kezelés soran expresszalodo citozin

deaminaz (CD)/uracil foszforibozil transzferaz enzimek atalakitjak
az 5-fluorocitozint 5-fluorouracilla, mely aktiv kemoterapias hatast
mutat, és tumorsejt pusztulds észlelhetd in vitro human hoélyagtumor
sejtkulturakon.

Valamennyi vizsgalt human holyagtumorsejtnél észlelhetd volt az
Oncovex®*V/“C herpes simplex virus onkolitikus aktivitasa, emellett
legalabb az egyik beiiltetett gén (GALV vagy CD) hatékonysaga is
igazolhat6 volt, mely tovabb fokozta a tumorsejtek pusztulasat.

Az Oncovex®"V®  virus 3-as kombinalt tamadaspontjanak

koszonhetéen (onkolitikus hatas, sejtfazios GALV gén hatas,
eléanyag aktivalo CD gén hatas) a tumor kontroll tovabb fokozhatd
in vitro.

Az Oncovex®*-V/°® virus és Mitomycin C egyiittes adasa szinergista

hatas in vitro human holyagtumor sejtkulturakon.

Az Oncovex® VP virus és Gemcitabin vagy Cisplatin egyiittes

adasa antagonista hatasu in vitro human holyagtumor sejtkultarakon.

Oncovex® VP virus nem képes megfertézni az AY-27 patkany

holyagtumorsejteket.

A herpes simplex virus receptoranak (HVEM) AY-27 patkany
hélyagtumorsejtekbe torténd beiiltetését kovetden az Oncovex® -V/eP
virus  képes megfertozni az AY-27 HVEM  patkany
holyagtumorsejteket.

AY-27 HVEM patkany hélyagtumorsejtek Oncovex®*"/“ virussal

torténd kezelése soran az expresszalodd GALV membran fehérje
hatasara tumorsejt fuzio és pusztulas észlelhetd in vitro.

AY-27 HVEM patkény holyagtumor sejtek Oncovex®*-V/°? virussal

torténd kezelése soran az expresszalodo citozin deaminaz (CD)/uracil
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foszforibozil transzferaz enzimek atalakitjak az S-fluorocitozint 5-
fluorouracilla, mely tumorsejt pusztulast okoz in vitro.

Egy stabil, reprodukalhato orthotopikus patkany holyagtumor modell
jott  létre az AY-27 HVEM patkany holyagtumorsejtek
felhasznalasaval, mely alkalmas kiilénb6z6 terapiak
hatékonysaganak in vivo vizsgalatara. A tumorbeiiltetést kovetéen
mintegy 95%-ban észleltiik a tumorsejtek sikeres megtapadasat és a
holyagtumor kialakulasat.

QRT-PCR nem volt hatékony modszer in vivo a hoélyagtumor
novekedésének vizeletbdl torténd kimutatasara, de a hugyholyag
patologiai feldolgozasa soran nyert szovetmintakban jelenlévd tumor
kimutatasara alkalmazhato.

A bioluminescencia elvén alapuld nem-invaziv IVIS kamera nem
hatékony képalkoto eljaras a hdlyagtumor ndvekedésének in vivo
kimutatasara az orthotopikus patkany holyagtumor modellen.

Az Oncovex® VP virus 5-fluorocitozinal torténé kombinalt

intravesicalis adasa hatékony modszer in vivo a patkany holyagtumor
modellben, melynek kdszonhetden csokken a beiiltetett tumorok
mérete.
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