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A human telomerek szerkezete

A telomerek az eukariota kromoszomak végein elhelyezkedd specialis DNS-protein
komplexek, melyek f0 szerepe a kromoszomék integritdsanak védelme. Repetitiv
szakaszokbol felépiild 4-18 kilobazis hossza DNS ¢és telomerkotd fehérjék alkotjak.
Emberben, hasonléan a tobbi gerinceshez, a DNS komponensben a TTAGGG szekvencia
ismétloédik. A telomerikus DNS dupla hélixet alkot, kivéve a terminalis 50-200 bazisparnyi
szakaszon, ahol a guanildtban gazdag lanc talnyutlik. Ez a talnyald rész visszahurkolodik a

duplaszala telomer-szakaszba.

A linearis kromoszomak ,,vég-replikacios problémaja”

A linearis kromoszomak végének replikacidja specialis problémat vet fel. A DNS-
polimerazok ugyanis nem képesek a késlekedd szal 5° végén az RNS-primert DNS-sel
potolni, illetve maga a priming is random moddon torténik. Ezek eredményeként minden
sejtosztddasnadl elvész a kromoszomavég egy 50-200 bp-nyi szakasza. A genetikai informacio
fokozatos vesztése Osszeegyeztethetetlen az élettel, tehat a linearis kromatindllomanyu
organizmusoknak rendelkezniiik kell a probléma megoldasara alkalmas biokémiai

mechanizmussal.

Telomer-fenntarté mechanizmusok

A repetitiv szakaszokbol felépiilé primer DNS struktara elérevetitette a lehetséges
telomer rekonstruald cellularis megoldasokat. Az embriondlis sejtek, a csirasejtek, a
regeneralodo, proliferdldo szovetek Ossejtjei egy specidlis, reverz transzkriptazként miikodo
ribonukleoproteint, telomerazt, tartalmaznak, mely 451-tagh RNS- komponensének 11
nukleotidnyi szakaszat hasznalva templatként, képes a telomer-DNS reszintézisére. A
mukodését, nagy vonalakban, Ggy kell elképzelni, hogy miutan az RNS a talnyulo egyszala

telomervéghez hibridizaloédott, polimerdz aktivitasa révén a Kkatalitikus alegység



meghosszabbitja a kromoszomat, amihez templatként az RNS szolgal. Ezt kdvetden a DNS
transzlokalodik, s igy a vége Gjabb telomerikus szekvencidkkal egésziilhet ki. Amint azt a
fentiekbdl sejteni lehet, az enzim esszencialis alkotdérészei, legalabb is in vitro, az RNS-
komponens (hTR) és a katalitikus alegység (W"TERT).

Mind a klinikai mintdkban (féleg sarcomdkban) mind az in vitro immortalizalt
sejtkulturakban megfigyeltek olyan sejtpopuldciokat, melyekben érzékeny telomeraz
detektald modszerekkel sem sikeriilt aktivitdst kimutatni. E sejtekben az egyes telomerek
hossza igen nagy heterogenitast mutatott és a megrovidiilt telomerek gyors, szelektiv
restitucioja volt jellemzo. A kisérletes adatok sokasaga végiil arra a kovetkeztetésre juttatta a
témaval foglalkozokat, hogy a telomeraz mellett 1étezik egy masik, homoldg rekombinacion
alapul0, telomer-fenntarté biokémiai megoldas is, melyet ALT-nek (Alternative mechanism
for Lengthening Telomers) neveztek el. Az a tény azonban, hogy a sejtek joval ritkdbban
valasztjdk ezt a mechanizmust mar elérevetitette azt a ma mar elfogadott tényt, hogy a

telomeraz szerepe a daganatképzOddésben tulmutat a telomer reszintézist katalizal6 hatasan.

A telomer-hipotézis

A normal szomatikus sejtek replikativ potencialja limitalt: bizonyos szamu osztddas
utan egy termindlis proliferacios stop kovetkezik be. Ezen ,replikativ Oregedés” okat a
telomerek felfedezése Ota annak tulajdonitjdk, hogy azok progressziv erdzidja egy kritikus
hossz elérése utan egy maig ismeretlen molekularis mechanizmus révén az M1 fazisban
terminalja a sejtciklust. A p53 és pRB gatlasa révén ez a proliferacios limit megkeriilhetd, &m
a sejtpopulécié bizonyos szamu duplikacidé utan egy ,krizis”-nek nevezett allapotba 1ép,
melyet igen rovid telomerek, kromoszdmalis instabilitas, és az apoptotdzis morfologiai jegyeit
magan viseld sejthalal jellemez. Amennyiben a sejtben a telomerdz, vagy az ALT-

mechanizmus aktivalédik, az megmenekiilhet a sejthalaltél. A hipotézist alatdmaszto



kisérletes adatok nem sokdig varattak magukra. Hamar nyilvanvalova valt, hogy a normal
feln6tt szomatikus sejtek nem tartalmaznak enzimatikusan aktiv telomerazt, aminek varhat6
kovetkezménye a telomer rovidiilése.

Jelen ismereteink szerint az immortalizacid, igy egy daganatos betegség kifejlodésének,
alapfeltétele a telomer DNS rekonstrukcidja. Ezen elméleti megfontolas alapjan indult meg a
klinikai mintdk szisztematikus feldolgozéasa, mely sordn a tumorok 85-95 %-a telomeraz
pozitivnak bizonyult. Human daganatok vizsgélataval probaltak arra is valaszt kapni, hogy a
telomer-fenntartds tulajdonsagat a daganatképzodés és/vagy progresszid mely fazisdban
szerzik meg a tumorsejtek. A jelenlegi allaspont szerint az aktiv telomerdz megjelenése

inkabb a tumorsejt klonalis evolicio fontos dllomdsa, mint a carcinogenesisé.

A telomeraz szabalyozasa

A szervezet egyes sejtpopuldcidinak aktudlis telomerdz aktivitidsa az organizmus
miikodését alapvetden befolydsold tényezd. Szabalyozasa véarhatéan tobb szinten szervezett,
¢s szoros kontroll alatt all. Az els6 és legfontosabb szabalyozasi pont a hTERT transzkripcid
szintje. Emellett az utobbi években ismertté valt, hogy egyes telomeraz aktivitast nem mutatd
normal és tumoros sejtpopulacidkban, melyekben a hTERT atirédott, az mRNS alternativ
splicing az aktivitds szempontjabol esszencidlis reverz transzkriptdz motivumok elvesztését
eredményezte. A fentiek mellett a mas fehérjéknél is szabalyozo funkciot hordozoé protein

foszforilacid szerepét is sikeriilt kimutatni.

Telomeraz szerepe a klinikumban
A telomeraz és a malignus daganatok kozotti Osszefliggés felismerése Ota
probalkoznak a telomerdz diagnosztikus ¢és  prognosztikus markerként  torténd

felhasznaldsaval. A kezdeti lelkesedés utan, mely a malignus -elvaltozasokban vald



nagyaranyu el6forduldsa alapjan ,,a daganatok diagnosztikus markeré”-vé kivanta eldléptetni,
ma mar nyilvanvalo, hogy csupan a szdmos molekularis marker egyikeként értékelhetd.
A telomeraz felfedezésének legizgalmasabb klinikai konzekvencidja a telomerdz inhibitorok

tumor kemoterapias hasznosithatosaga.

Telomeraz inhibitorok

A telomeraz-inhibitorok egyik legnagyobb csoportja az oligonukleotid tipustiaké. Bar
az elmult évtizedben az oligoukleotid-alapu gydgyszerek tervezése jelentdsen visszaesett azok
kedvezdtlen kémiai tulajdonsagai miatt, a telomeraz gatloszerei kivételt jelentenek, mivel az
enzim integrans RNS-komponense idedlis célpontja az oligonukleotid szerkezetl
inhibitoroknak. Emellett 1éteznek hagyomanyos értelemben vett antiszenszek is, melyek
célpontja a telomerdz katalitikus alegységének mRNS-e Vilagszerte folynak kisérletek,
melyek célja, hogy az oligonukleotid inhibitorok kémiai tulajdonséagait elénydsen modositsak,
foképp, hogy azokat stabilabba tegyék.

A telomeraz egyéb tipusu gatloszereinek fejlesztése a mai napig is kevés eredményt
hozott. A jelenleg talan legigéretesebb teriilet a telomeraz legfontosabb szabalyozasi 1€pését, a
transzkripciot, illetve a permissziv kromatin szerkezetet kialakit6 mechanizmusok gatlasa

természetes €s szintetikus hormonokkal.

Acut Promyelocytas Leukemia és terapiaja

Az acut promyelocytas leukemia az acut myeloid leukemiak egyik altipusa, melyet az
éretlen sejtek felszaporoddsa mellett disszeminalt intravaszkuldris koaguléacio és a t(15;17)
transzlokaci6 jellemez, mely a PML-RARa onkoprotein létrejottét eredményezi. Ez az
aberrans transzkripcios faktor ligand hianyaban illetve fiziologias transz-retinsav (ATRA)

koncentracid esetén is gatolja a transzkripcid inicidciojat €s hiszton-deacetilazok



megkotésével segiti a non-permissziv kromatin-szerkezet fenntartdsat. Farmakoldgias
retinsav-koncentraciok mellett azonban képes aktivacidos komplexek kotésére, igy a normal
myeloid differencidciés program beinditasara. A jelen klinikai gyakorlatban az ATRA ezen
leukemia tipusban az elsé valasztandd szer, altalaban kemoterapiaval kiegészitve, mivel a
monoterapia az esetek nagy részében szekunder retinoid rezisztencia kialakuldsat indukalja. A
terapiaban tovabbi elOrelépést jelentett, amikor monoterapiaként, majd az ATRA-val
kombinacioban az arzén-trioxid is kiegészitette a gyodgyszerek palettdjat. Tekintettel a
betegség jO progndzisara, allando kutatds folyik alacsony toxicitasti protokollok

kifejlesztésére.



CELKITUZESEK

Irodalmi adatok szerint az anti-templat foszforotioat oligonukleotidok kompetitiv mdédon
viselkednek telomeraz-szubsztrat primerekkel szemben, ami felvetette a primer-koté helynek
nevezett, rendesen a meghosszabbitandd6 DNS-hez kapcsolddd, fehérje motivummal vald
kolesonhatasuk lehetoségét.
Célunk volt olyan oligonukleotid tipust telomeraz gatloszerek eldallitasa, melyek a jol ismert
templat ellen irdnyuld DNS szekvencia mellett egy olyan szakaszt is tartalmaznak, melyek
kolcsonhatasba 1épnek a reverz transzkriptazokkal, igy feltehetden a telomerazzal is.
1) Szintetizalni kivantunk olyan 13-tagli oligonukleotidokat, melyek 3’ illetve 5’
végiikon egy (s'dU), (n=4, 8, 16 ,24) lancot hordoznak, és meg kivantuk hatarozni
a részlegesen tisztitott telomeraz enzimen mérhetd 1Csy értékiiket. Specificitasuk
karakterizalasara a HIV reverz transzkriptdzon is mértiik gatld hatasukat.
2) Célunk volt megvizsgalni az inhibitorok sejtbe illetve sejtmagba torténd felvételét
a legkedvezdbb farmakoldgiai tulajdonsagokat mutaté szarmazék fluoreszcensen
jelzett valtozataval.
3) A leghatékonyabb bejuttatasi modszert hasznalva tesztelni kivantuk a kiméra
oligonukleotidokat immortalis sejtkulturdkon, hogy meggydzddjiink telomeraz

fiiggd sejthalalt okozo képességiikrdl.



Az akut promyelocytas leukémia (APL) klinikai terapiaja a retinoid gyogyszerekre épiil. A
transz-retinsavrol (ATRA) bebizonyosodott, hogy a differenciaciét okozo hatéasatol
fiiggetlentil is képes a telomeraz lereguldlasara, igy figyelmiinket elsésorban az ATRA mas
tipusu telomeraz gatloszerekkel valdo kombindldsanak lehetdsége keltette fel. Kisérleteinkben
elsdsorban az ATRA ¢és az As,O; feltehetd szinergizmusara Osszpontositottuk, mivel
hasznalatuk mind kombinacios, mind szekvencialis terapiaként elénydsnek bizonyult.

1) Be kivantuk bizonyitani, hogy az ATRA /As,Os terapia sikere, legalabb is részben,
annak koszonhetd, hogy szinergista modon képesek a telomerdz expresszidjanak
csokkentésére.

2) Céljaink kozott szerepelt, hogy feltérképezziik, elégséges-e ez telomer-rovidiilés és
kovetkezményes sejthalal eldidézésére olyan APL sejtvonalakban, melyekben
retinoidok nem képesek differencialodas eldidézésére.

3) Korabbi kutatdsok az ATRA /As,Oj; szinergizmusanak szinte egyetlen okaként a
PML-RARo moduldlasat/lebontasat jelolték meg. Miutan ez utobbi szerepe a
telomeraz szabalyozasdban nem valoszinli, fontos a retinoidok telomerdzra
gyakorolt represszids hatdsanak okat megvizsgalnunk, hogy megtaldljuk a

farmakologiai konvergencia lehetséges pontjait.



ANYAGOK, MODSZEREK

A telomeraz részleges tisztitasa
A részlegesen tisztitott telomerazt a HL-60 sejtextraktumabol allitottuk elé (NH4)>SO4-0s

kicsapassal illetve azt koveté DEAE-Sepharose ioncseréld kromatografias tisztitassal.

Oligonukleotidok
Az inhibitor oligonukleotidokat és jelzett variansaikat laborunkban éallitottuk eld standard
foszforamidit kémiaval, a Pharmacia Gene Assembler Plus oligonukleotid szintetizalo

késziilékkel. Tisztitasuk anioncseréld kromatografiaval tortént.

Inhibitorok kinetikai paraméterinek mérése
Az oligonukleotid inhibitorok gatlasi kinetikajanak mérésekor a Two-Primer Telomeric
Repeat Amplification Protocol-t (TP-TRAP assay) hasznaltuk. Az ICs, értékeket grafikusan

hataroztuk meg a GraphPAD Prism 2.01 program segitségével.

Oligonukleotidok felvételének vizsgalata

A431 sejteket kezeltiink CyS5 jelolt kiméra oligonukleotidokkal és Oligofectamine™-nal. A
kezelést kovetden a sejteket fixaltuk, majd a sejtmagot etidium-bromiddal, a sejtmembrant
Alexa Fluor 488 jelzett EGF-receptor elleni antitestekkel jeldltiik. Az inhibitorok sejtben valo

elhelyezkedését konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal néztiik.



Hosszu-tava oligonukleotid kezelés
293T sejteket kezeltiink kiillonb6z6 koncentracidju inhibitorral kationos lipidek jelenlétében.
A kultarakat 48-72 6ranként sejtszamlalast kovetden passzaltuk és ismét kezeltiik. Telomeraz

aktivitasukat TRAP-assay segitségével mértiik.

Szeneszcencia vizsgalata
A szeneszcencia detektaldsa a szeneszcencia-fliggd béta-galaktoziddz aktivitds citokémiai

kimutatasaval tortént.

Acut promyelocytas leukemia sejtvonalak kezelése

Az NB4-R1/R2/R1°™P retinoid rezisztens acut promyelocytas leukemia sejteket 1uM ATRA
¢és/vagy 0,2 uM As,Os kombinacidjaval kezeltiik.

A kezelések hatdsanak kovetésére a kovetkezd modszereket alkalmaztuk:

1) Sejtszamolas Coulter counterrel

2) Real-time kvantitativ PCR (LightCycler technolédgia és LightCycler teloTTAGGG hTERT
Kit, Roche Diagnostics) a telomeraz katalitikus alegység (W\TERT) expresszidjanak mérésére.
3) TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol)-assay a telomeraz aktivitas mérésére.
(TRAPeze Elisa Telomerase Detection Kit, Qbiogen)

4) Telomeraz-specifikus sejtvalaszként az atlagos telomer-hosszt kovettik TRF (Terminal
Restriction Fragment)-analizis (TeloTTAGGG Telomere Length Assay, Roche Diagnostics)

segitségével.



A DNS-metilacié hatasanak kovetése
A DNS metilacio hatdsat a metilaciot gatld 5’-azacitidines kezelés utan, a hTERT

expressziojanak real-time kvantitativ PCR segitségével torténd meghatarozasaval detektaltuk.

Kromatin Immunprecipitacio (ChIP)
A ChIP assay-t a Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit (Upstate) segitségével

végeztik el, az amplifikalt génszakasz a hTERT promoter -712/-435 szakaszanak felelt meg.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

TELOMERAZ FUGGO SEJITHALAL TELOMERAZ GATLO KIMERA OLIGONUKLEOTIDOK
HATASARA
1) 3’ illetve 5’ végi (s'dU), hatasa a 13-tagii antiszensz telomeraz gatlo hatasara

Koréabbi kisérletsorozatok a 35-tagi 4-tio-dezoxiuridildt homooligomert [(s*dU)ss] a
HIV-reverz transzkriptaz potens gatlészereként azonositottak, majd bizonyitast nyert, hogy
ezen oligonukleotid a telomeraz enzimet is hatékonyan gatolja.
Megfigyeléseink alapjan terveztiink egy olyan oligonukleotid csaladot, mely a telomeraz
RNS-komponensének templat szakaszara iranyul6 13-tagti komplementer részbdl €és annak 3’
illetve 5° végéhez kapcsoltan, a protein alegységet célzo, feltehetden hamis szubsztratként
mukodo, kiilonbozé hossziisagi 4-tio-dezoxiuridilat szakaszbol all. Kontrollként a kiméra
csak antiszensz €s csak kémiailag modositott részét tartalmazo inhibitorok is elkésziiltek. Az
antiszensz rész szekvencia specificitdsat olyan molekuldkkal ellendriztilk, melyben az
inhibitorok antiszensz szakaszat kevert (scrambled) szekvenciat hordoz6 szakasszal
helyettesitettiilk. Az oligonukleotidok tesztelését HL-60 sejtekbdl szarmazo részlegesen
tisztitott telomeraz enzimen végeztem az ugynevezett Two-primer TRAP-assay segitségével.
A kapott aktivitasértékek alapjan meghataroztam az egyes szarmazékokra vonatkozo 1Cso
értékeket. Az inhibitorok specificitasat gy vizsgaltuk, hogy HIV reverz transzkriptaz gatlo
hatasukat is mértiik. Kisérleteim soran az inhibitorokat a telomerazzal illetve reverz
traszkriptdzzal mintegy 10 percig eldinkubaltam, mivel eldzetes méréseink alapjan ez
sziikséges a maximalis hatés kifejlodéséhez.

A szekvencia-specifikus oligonukleotidok esetén a gatlohatds a tiolalt (4-tio-
dezoxiuridilat) szakasz hosszaval novekedett mind az 5, mind a 3’ végi modositas esetén. A

modositott bazisokat 5’ végen tartalmazok hatékonysaga azonban tendenciaszertien



meghaladta a 3° moddositottakét. A tiolalt szakasz 5’ végi beépitésével az inhibicid a
hagyomanyos, templat-régiot célzé antiszenszhez képest is novekszik, €s ez nem a tiolalas
soran az antiszenszben bekdvetkezd, esetleges varatlan kémiai atalakuldssal magyarazhato,
amint ezt kontrolljaink is igazoltak. A kevert szekvencia dnmagaban hatdstalan telomeraz-
gatlas szempontjabol, és a tiolalt szakasz ndvelésével is rendre gyengébben gatol, mint
szekvencia-specifikus parja. A homo-oligomerek esetén csak a nagyobb lanchosszuak esetén
lathattunk inhibiciét. A hossza (n=16, 24) kémiailag moddositott szakaszt tartalmazo
molekulak esetén azt is megallapithattuk, hogy bar telomerdz gatld hatasuk jobb, mint
rovidebb parjaiké, am specifitdsuk alacsony, melyet az egyideji reverz transzkriptazt gatld
aktivitdas emelkedése jelzett. Eredményeink megerdsitik a ,kettds tdmadaspont”
hipotézisiinket, miszerint a (s*dU),AS szerkezetii kimérak antiszensz (AS) része a telomeraz
kapcsolatba, és e két kdlcsonhatés erdsiti egymast. Tekintve, hogy az antiszensz rész 3’ végét
olyan telomer szekvencidk alkotjak, melyeket az enzim szubsztratként hasznalhat, felvetodott,
hogy ennek a gatldsban is szerepe lehet. Bar nem zérhattuk ki azt a lehetdséget, hogy a
telomerdz meg tudja hosszabbitani az ilyen tipusu molekuldkat, az inhibitorok 3’ funkciojat

kémiailag blokkolva meggy6zddtiink arrdl, hogy ennek a gatlasba szerepe nincs.

2) Oligonukleotid inhibitorok felvétele él6 sejtekbe

Elézetes méréseink alapjan sejt-kulturdban torténd vizsgalatra az (s'dU)4AS vagy
(s'dU)sAS (ICso = 134 és 38 nM) molekuldk a legalkalmasabbak. Tekintve, hogy az (s*dU);ss
¢s altalaban az oligonukleotidok sejtbe torténd felvétele 4altaldban nem megfeleld,
megvizsgaltuk a kimérak kationos lipidek (Oligofectamine™) segitségével bejutathato-e a
sejtekbe illetve a sejtmagba. Elkészitettik az (s'dU),AS és (s’dU)sAS fluoreszcencidsan

(Cy5) jelzett valtozatait és a molekuldk bejutasat konfokalis 1ézer pasztazdo mikroszkoppal



tanulmanyoztuk. A latott kép azt bizonyitotta, hogy kezelt sejtekben az inhibitorok mind a
citoszolban, mind a sejtmagban jelen vannak, igy sejtes rendszerekben is hasznalhatok

telomeraz gatlasara.

3) Telomeraz pozitiv sejtek hosszi tavu inhibitor-kezelése

A telomeraz aktivitas gatldsa nem vezet a sejtek azonnali elhalasahoz. A telomer-
fenntarté mechanizmus eliminaldsa csupan lehet6séget teremt a telomerek replikacid-fiiggd
megrovidiilésére. Erthetd tehat, hogy a telomeraz inhibitorok fenotipusban is megjelend
hatasanak vizsgalatdhoz az adott szer folyamatos adagoldsara van sziikség hosszi idon
keresztiil. Kisérleteink soran a 293T (humén embrionalis vese) sejtek rovid telomerli varidnsat
kezeltiik 1-3 uM (S4dU)8AS(zps)-Sel kationos lipidek jelenlétében, a kezeléseket 48-72h-ként
ismételve. Az (S4dU)gAS(2pS) a kinetikai méréseknél hasznalt (s4dU)gAS-t61 mindossze
annyiban kiilonbozik, hogy a stabilitas novelésére a 3’ végen az utolsd két internukleotid
kotést foszforotiodtra valtoztattuk. A 3 uM inhibitorral kezelt sejtek telomeraz aktivitasa a
kezelést kovetd 24 ordban mintegy 75%-kal csokkent, €s 72 6ra mulva is csupén a kezeletlen
sejtek 50%-anak felelt meg. A kevert szekvenciat tartalmazd [(S4dU)gsCR(2ps)] kontroll esetén
csupan 10%-nyi csokkenést tapasztaltunk 24h mulva. A kezelés hatasanak bizonyitékaként a
3 uM (S4dU)gAS(2pS)-Sel kezelt sejtek proliferacioja lelassult, majd 20-25 nap mulva a
populécié teljesen kihalt. A telomerdz-fliggd sejthalalhoz morfoldgiailag hagyoméanyosan a
szeneszcenciat kapcsoltdk, am madra vilagossa valt, hogy ez korantsem torvényszerii és az
aktualis sejt molekularis hattere fliggvényében eltérd lehet. Kisérleteink sordan olyan
sejtvonalat hasznaltunk, mely a T-antigén miatt a p53 fehérje funkciondlisan inaktivnak
tekinthet. Mivel a szeneszcencia p53 hianyaban gyakran elmarad, igy nem meglepé modon

kisérleteinkben is ezt tapasztaltuk.



TELOMERAZ FUGGO SEITHALAL INDUKCIOJA TRANSZ-RETINSAV/ARZEN-TRIOXID
KOMBINACIOS KEZELESSEL
1) ATRA /As;0; kombinacios kezelés hatasa retinoid rezisztens promyelocytas leukemia
sejtvonalak telomeraz expresszidjara

Az acut promyelocytas leukemia sejtek tobbsége, illetve az NB4 APL sejtvonal sejtjei
is, transz-retinsavval granulocytakkéd differencidlhatok. Bebizonyosodott azonban, hogy a
hosszu tava ATRA kezelés olyan sejtvonalakban (NB4-LR1) is sejthalalhoz vezethet, melyek
rezisztensek a retinoidok termindlis differencidciot okozé hatdsara. Ezt a hatdst egyértelmiien

crer

szintetikus RARa és RXR-agonistdk kombinacidjaval nem csak az NB4-LR1 sejtekben,

hanem az NB4-LR2 sejtekben is, melyek a PML-RARa egy mutans formajat hordozzak, igy

retinoidokra hagyomanyosan nem reagalnak. Az NB4-LR15°

vonal sejtjei azonban erre a
kezelésre sem reagalnak. Mivel ismertiik az ATRA /As,03; kombinacid klinikai hatékonysagat
¢s korabbi kozleményekben mindkettét kapcsolatba hoztdk a telomeraz katalitikus
alegységének (hTERT) transzkripcids szabalyozéasaval, sejtjeinket (NB4-LR1/LR2/LR1°"P)
terapias tartomanyu (1 uM) transz-retinsavval és/vagy szubterapids dozisu (0,2 pM) arzenittel
kezeltilk. A sejtekben egyértelmiien kimutathaté volt a telomerdz fehérje mRNS-ének
csokkenése, mely a sejtben mérhetd telomeraz-aktivitas csokkenéséhez, majd a telomerek
rovidiilés¢hez vezetett.
2) Hosszu tava ATRA /As;O3 expozicio hatasa a sejtek viabilitasara

A szerek folyamatos adagolasa mellett azt tapasztaltuk, hogy a kombinacio
mindhdrom retinoid-rezisztens kulturaban csokkentette a sejtek €letképességét, mely végiil a
teljes populacio kihalasdhoz vezetett. Azon tényt, hogy tapasztalt hatas a telomeraz gatlasaval

fligg 0Ossze, megerdsitettiilk ektopidsan telomerazt expresszald klonok segitségével,

amelyekben a kezelés honapok mulva sem vezetett sejthalalhoz.



E megfigyelések klinikai jelent6sége abban rejlik, hogy felvetik egy idoben kiterjesztett,
csOkkentett dozisu terapids protokoll létjogosultsagat. Alatamasztja ezt az a nemrégiben
napvilagot latott klinikai tanulmany is, mely a hagyomanyos ATRA és kemoterapia, illetve az
ATRA /As,0s5 relapszusban torténd alkalmazasa helyett az ATRA /As;O3 kombinaciot elsé

helyen alkalmaz6 indukcios és fenntarto kezelések eldnydsebb voltat ismertette.

3) A kromatinszerkezet valtozasanak szerepe a hTERT expresszio ATRA illetve
ATRA /As,03 kezelés hatasara bekovetkezo csokkenésében

Tekintve, hogy a retinoid receptorok szerepe illetve a PML-RAR« onkoprotein hatasa
Osszefiigg a kromatinszerkezet moddositasaval, ¢és irodalmi adatok szerint a hTERT
promoterének epigenetikus valtozasai oki tényezdként szerepelnek a telomeraz szoveti
differenciacio soran tapasztalt csokkenésében, megvizsgaltuk a DNS-metilacio és a hiszton-
acetilacid szerepét kezelésiink soran. A DNS metilaciojat gatldé 5’-azacitidinnel torténd
kezelés hatasat vizsgalva megallapithattuk, hogy a metilacidnak sem a sejtvonalak sajat
hTERT-expressziojanak fenntartasdban, sem a kezelés okozta valtozasokban nincs szerepe. A
hTERT promoteréhez tartozd hisztonok acetilacidjat nézve kromatin immunprecipitacid
segitségével, elsdé eredményeink fényében, a kovetkezd feltételezésiink alakult ki. A NB4
sejtek differencialodédsa sordn mar orak mulva tapasztalhatd a proximalis hisztonok
deacetilacidja, mig a differenciacio jeleit nem mutat6 NB4-LR1-ben ez csak napok mulva
jelentkezik, ekkor azonban jol lathaté a kombinacids kezelés okozta jelentdsebb csokkenés a
retinoidokhoz képest. Az NB4-LR2 populacioban tobb napos kezelés utan sem taldltunk
eltérést a hisztonok vizsgalt kovalens modositasaiban. Ez feltehetden azzal magyarazhato,
hogy mutans PML-RARa onkoproteinje kevésbé képes nukleoprotein-komplexek
aktivalasara. Az NB4-LR1% estén a hiszton-acetilacio valtozasa sem a hTERT promoterén

sem a pozitiv kontrollként hasznalt RARa célgén (RARP) promoterén nem kovetkezett be.



Feltételezhet6, hogy ezen sejtekben, ahol a retinoid rezisztencia oka még nem karakterizalt
genetikailag, az all-transz retinsav szignalizacios utvonalan egy olyan defektus lehet, mely
nem csupan a telomerdz fehérje génjét érinti. Osszefoglaléoan elmondhatjuk, hogy az
ATRA/As;0O3 kezelés hatdsa nem vezethetd vissza kizardlagosan a kromatinszerkezet

modosulasara.



KOVETKEZTETESEK

Az telomeraz gatlasara iranyulo kisérletek legtobbje egyetlen terapias célpont gatlasat
vizsgalta, ugyanakkor ésszerlinek latszik az a feltételezés, hogy a szelektivitas és hatékonyag
javulasa, s6t az in vivo rezisztencia kifejlédésének csokkenése szempontjabol is elényodsebb
az egyes stratégidk kombinalasa, akar a telomeraz holoenzim kiilonb6z6 komponenseinek
egyidejii gatlasaval (oligonukleotid kimérak), akar ugyanazon célpontot tamadd -eltérd
hatasmechanizmust szerek kombinacidjaval (ATRA /As,;03).

Tekintve a telomeraz kulcsszerepét az immortalis allapot fenntartadsaban a daganatok
tobb szabalyozasi ponton is tilbiztositjdk a telomeraz haztartdsukat. A telomeraz gatlasa
soran elengedhetetlen a kiiszobértékek figyelembe vétele, azaz mennyire kell a transzkripciot
csokkenteni, hogy az enzimaktivitdsban is megjelenjen, és mennyire kell az aktivitdst
csOkkenteni, hogy az a termék (azaz a telomer-végi szakaszok) csokkenésében is
jelentkezzék. A gatld gydgyszerek esetén tehat csak akkor beszélhetiink sikeres
probalkozasrdl amennyiben képesek vagyunk a célhatds, azaz a sejthalal kimutatasara, ami

sokszor honapokat vesz igénybe.



OSSZEFOGLALAS

Munkamat az alabbiakban tudnam 6sszefoglalni:

L.

II.

Terveztiink egy olyan oligonukleotid csaladot, mely a telomerdz RNS-komponensének
templat szakaszara irdnyuld 13-tagt komplementer részbodl és annak 3’ illetve 5’
végéhez kapcsoltan, a protein alegységet célzo, feltehetéen hamis szubsztratként
miikodo, kiilonb6zé hosszisagh 4-tio-dezoxiuridilat szakaszbol all, és in vitro
karakterizaltuk inhibicids paramétereiket.

Kimutattuk a potens és specifikus hatastinak bizonyult (S4dU)8AS(2ps) sejtbe valo
felvételét.

(S4dU)8AS(2ps)-t hosszi tavu kezelésként alkalmazva az immortalis sejtpopulacid

teljes kihalasat is el tudtuk idézni.

Kimutattuk, hogy az arzén-trioxid és az transz-retinsav szinergista modon csokkenti a
telomeraz-expressziot még a retinoid rezisztens promyelocytds leukemia
sejtvonalakban is. Az expresszido csOkkenése a telomeraz aktivitast jelentésen
csOkkentette, mely a telomerek lerdvidiilését idézte elo.

A hosszu tavi, alacsony ddzisban alkalmazott kombinacid elégségesnek bizonyult a
sejtvonalak teljes elolésére.

Megallapitottuk, hogy az ATRA/As;O; kezelés szinergista hatdsa nem vezethetd

vissza kizardlagosan a kromatinszerkezet médosulasara.
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