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ABSZTRAKT

Az iranyitott/célzott tumorterapia nagyon perspektivikus eljaras a daganatok szelektiv
elpusztitdsara, ezaltal kikiszobdlheték, vagy visszaszorithatok a tumorellenes
gyogyszerek mellékhatasai. Erre az eljarasra hasznalhatdk olyan konjugatumok, ahol
a tumorellenes szer iranyitd6 molekulahoz (pl. peptid hormonok) van kapcsolva,
melyeknek receptorai szelektiven csak a daganatsejteken jelennek meg, vagy
azokon joval nagyobb mennyiségben fordulnak el6, mint az egészséges sejteken. Az
in vitro citosztazis/citotoxicitas vizsgalatok altalaban nem nyujtanak elég informaciot
arra nézve, hogy az el6allitott konjugatum hatékonyabb-e a szabad hatéanyagnal,
erre csak az in vivo vizsgalatokbdl lehet kdvetkeztetni. Nagyon fontos azonban a
hamis pozitiv eredmények kiszlrése érdekében a megfelel6 tumormodell
megvalasztasa. Munkank soran egy gonadotropin-releasing hormon analég a GnRH-
[l varidnsok daunorubicin konjugatumainak daganatndvekedést gatlé hatasat
vizsgaltuk egerekbe szubkutan, illetve ortotopikusan bedlltetett tumorokon. A
kornyezetétdl izolalt szubkutan tumormodell a valésagtol eltéré eredmeényeket adhat
a molekulak tumornovekedést gatlo hatasanak vizsgalatara. Az ortotopikus
rendszerrel jobban modellezheté az anatémiailag és klinikailag megfelelé allapot.
Ezért célszeri a késbbbiekben az altalunk kialakitott ortotopikus vastagbél
tumormodellt alkalmazni az iranyitott daganatterapiara eldallitott vegyuletek

szUrésére.
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ABSTRACT

Targeted tumor therapy is a perspective procedure to destroy specificantly the cancer
tissues with the elimination or at least decrease the side effects of anticancer drugs.
For this purpose drug molecule is attached to a targeting moiety (e.g. peptide
hormones) that recognizes tumor specific or overexpressed receptors on cancer
cells. The in vitro cytostatic or cytotoxic assays do not give proper information
whether the tumor growth inhibitory effect of the conjugate is better than the activity
of the free drug. Only the in vivo studies are adequate procedure to answer this
guestion. However, the selection of the appropriate tumor model is important to
eliminate the false positive results. In our studies a gonadotropin-releasing hormone
analog (GnRH-III) was applied as targeting moiety in drug conjugates. The in vivo
antitumor activity of these conjugates was investigated on mice bearing
subcutaneously or orthotopically developed tumors. Subcutaneously implanted tumor
model which is isolated from its surroundings may provide false results in tumor
growth inhibition. In contrast, the orthotopically developed tumor is a better model
representing appropriate anatomical and clinical status of cancer. Therefore, the
orthotopical colon cancer developed in our laboratory is a suitable model for the

study the antitumor activity of the conjugates prepared for targeted tumor therapy.

Title:
Studying the tumor growth inhibition effect of modified-GnRH-IlI-anthracycline
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BEVEZETES

A daganatos megbetegedések gyogyitasaban a sebészeti beavatkozas és a
sugarterapia mellett legfontosabb kezelési mod a kemoterapia. Azonban kdzismert,
hogy az alkalmazott kemoterapias szerek szamos mellékhatassal rendelkeznek, igy
pl. hajhullas, emésztési zavarok, hanyas, tovabba az immunrendszer legyengulése
folytan n6 a fert6zésekkel szembeni érzékenység. A mellékhatasok Osszefliggnek
azzal, hogy a kemoterapias szerek nem, vagy nem eléggé szelektivek, igy nem csak
a tumorsejtekre, hanem mas gyorsan osztdédd egészséges sejtekre is proliferaciot
gatldé hatast fejtenek ki. Ezek mellé tarsulnak a szervspecifikus mellékhatasok, mint
példaul a kardiotoxicitas a doxorubicin esetén. Az iranyitott vagy célzott tumorterapia
els6dleges célja, hogy ugy gatolja a tumor ndvekedését, vagy érje el a tumorsejtek
pusztulasat, hogy kdézben megkimélje az egészséges szoveteket (1). A célzott
tumorterapia sikerességéhez ismerni kell az adott tumoron azokat a sejtfelszini
strukturakat, amelyek tamadhatéak a tumor elpusztitasanak reményében. Ezeket a
molekuldkat a daganat eltavolitasa vagy biopszia soran végzett mintavétel utan
specialis vizsgalatokkal lehet meghatarozni. Az egyik lehetséges kezelés soran
tumorspecifikus monoklonalis ellenanyagot juttathak a szervezetbe, mely
tumorsejteken megjelend antigénekhez kétédve aktivalja az immunrendszert a tumor
elpusztitdsara, és/vagy blokkolja azokat a receptorokat (pl. epidermalis névekedési
faktor receptor (EGF-R)), amelyekhez a tumor novekedéséhez szikséges
novekedési faktorok kotédni tudnak (2). Ez az eljaras egyre szélesebb kérben nyer
alkalmazast a klinikai onkoldgiaban — pl. Cetuximab (EGF-R blokkold), Trastuzumab
és Pertuzumab (HER-2 blokkold) emlédaganat esetén — és része az ugynevezett
személyre szabott terapianak. Az ujabb kisérletekben hatéanyagok célba juttatasara
is alkalmazzak ezeket az ellenanyagokat (3).

A masik lehetéség, hogy olyan tumorellenes hatdéanyagokat, melyek
onmagukban nem szelektivek és igy kemoterapias alkalmazasuk soran szamos
mellékhatast valtanak ki, iranyité molekuldkhoz kotnek a szelektivitds fokozasa
erdekében. Az iranyitdé molekulak olyan vegyuletek (pl. peptid hormonok), amelyek
hatékonyan tudnak koétédni olyan sejtfelszini molekulakhoz (pl. receptorokhoz),
amelyek szelektiven vagy az egészséges szovetekhez képest joval nagyobb
mennyiségben fejezddnek ki a tumorsejteken (4). A receptorhoz kétédott hatdéanyag

—iranyitd6 molekula konjugatum ezutan receptor kozvetitett endocitézissal bejut a



tumorsejtbe. A konjugatumbdl a szabad hatéanyag, vagy annak aktiv metabolitja a
lizoszomalis lebonté enzimek hatasara a tumorsejtben felszabadul és igy kifejtheti
tumorndvekedést gatldo hatasat. Ez a moddszer lényegesen olcsébb terapiat
eredményezne szemben a monoklonalis ellenanyagok alkalmazasaval. Az ebbe a
csoportba sorolhaté vegylletek kdzil néhany mar a klinikai kiprébalas fazisaban van,
és remélhetdleg hamarosan bdévitheti a klinikai onkologia eszkoztarat.

A célzott tumorterapiara az egyik legigéretesebb hatdanyag—peptid
konjugatum egy olyan vegyllet, amelyben egy gonadotropin-releasing hormon
(GnRH) agonistahoz kapcsolédik egy doxorubicin molekula (5). Kulonféle tumorok
(eml6, endometrium) esetén Klinika Il fazisban lévé gyogyszer jeldltet, a Zoptarelin
Doxorubicin (AEZS-108, AN-152) molekulat a Nobel-dijas Andrew Schally
laboratériumaban fejlesztették ki tobb magyar kutaté részvételével (6). Ebben a
vegyluletben a human GnRH-I 6-os pozicioban D-lizinnel (D-Lys) moddositott
variansahoz  (Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,, ahol a Glp =
piroglutaminsav) egy glutarsav egységen keresztul kapcsolddik a doxorubicin észter-
kotéssel (1. abra).

A GnRH-l D-Lys médositasa kettés célt szolgal. Egyrészt a GnRH-I 6-0s
pozicidjaban glicin (Gly) cseréje D-aminosavakra (kuldndsen nagy térkitoltési
oldallanccal rendelkezé aminosavak esetén) ndveli a peptid hormon receptorkotédesi
affinitasat. Masrészt a lizin oldallancaban lIévé aminocsoport alkalmas arra, hogy rajta
keresztul hatéanyagot konjugaljanak a peptidhez. Ez a konjugatum szamos
tumorsejten mutatott kivalé in vitro és in vivo tumorndvekedés gatlast szignifikans
mellékhatasok nélkul (7). A vegyuletnek azonban két gyenge pontja van. Az egyik,
hogy az észter kotés nagyon konnyen bomlik karboxilészterazok hatasara, és a
hatéanyag részben felszabadulhat a célba jutas elétt (ez jelentés problémat okozott
az allatkisérletekben és karboxilészteraz gatlokkal egyultt kellett adni az egereknek)
(8). Ez gatja volt annak is, hogy az iranyité molekulahoz a doxorubicinnal 500-1000-
szer hatékonyabb hatéanyagot a 2-pirrolino-doxorubicint kapcsoljak, mert a koran
felszabadul6 hatéanyag igen toxikus volt a kisérleti allatokban (9). igy ez a médosulat
nagy hatékonysaga ellenére sem volt alkalmas a klinikai vizsgalatokra. A masik, a
kKlinikai vizsgalatok soran medfigyelt mellékhatds a GnRH-1 szuperagonista
hormonhatasahoz kothet6 (5). Ezt azonban nem tekintik jelentés problémanak, mivel
a szert tObbnyire a beteg szaporitdszervének/szerveinek eltavolitasa utan kivanjak

alkalmazni.



Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport az Orszagos Onkoldgiai Intézettel
egyuttmikodve kozel egy évtizede foglalkozik azzal, hogy a Zoptarelin Doxorubicin
gyogyszer jeldlth6z hasonld, de annak kedvezétlen mellékhatasait kikiiszobol6 GnRH
— hatéanyag konjugatumokat allitson el6, és azok tumorellenes hatasat vizsgalja
(10). Az els6 megfontolas azt volt, hogy a GnRH-l1 szuperagonista iranyitd
molekulahoz képest kisebb endokrin hatast mutaté peptidet hasznaljunk. Ezért
valasztasunk a tengeri ingolabdl (Petromyzon marinus) izolalt GnRH-III (Glp-His-Trp-
Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH;) peptid hormonra esett. A GnRH-Ill, amely mind a
GnRH-I, mind a GnRH-Il receptorhoz tud kétédni, bar kisebb affinitassal, mint az
adott receptorok alapligandumai, elhanyagolhaté endokrin aktivitdssal rendelkezik
emlésOkben, ugyanakkor a természetes GnRH analdogok koézil a legnagyobb
proliferacié-gatlé hatasa van (11—12). Raadasul a molekula a 8-as helyzetben
tartalmaz egy lizint (Lys), amelynek oldallanca felhasznalhaté kulonbdzé
modositasokra, igy példaul dimerizaciéra és tumorellenes hatdéanyag kapcsolasara
(13—14). Erdemes megjegyezni, hogy a lizin oldallancaban lévé aminocsoport
blokkolasa az endokrin hatas tovabbi cs6kkenéséhez vezet (15). A molekulaban 1évé
aminosavak kozul csak nagyon kevés cserélhetdé ki az antiproliferaciés hatas
elvesztése nélkil (16—17). Az egyik megengedett csere a 4-es pozicidban talalhaté
szerin (Ser) cseréje lizinre, vagy az oldallancaban acetilezett lizinre (Lys(Ac)). Egy
Ujabb lizin beépitése lehetdséget biztosit tovabbi mddositasokra, amit munkankban ki
is hasznaltunk. A masodik megoldandd probléma a hatdanyag (doxorubicin) id6
el6tti, vagyis a tumorsejtbe jutas elétti felszabadulasanak megakadalyozasa volt.
Ezért a hatdanyag konjugalasara egy stabilabb kotés az un. oxim-kotés kialakitasat
valasztottuk (17). Ebben az esetben nem a doxorubicin primer hidroxilcsoportjan
keresztul kapcsoljuk a hatéanyagot az iranyité peptidhez, hanem annak a 13-as C-
atomjan lévé oxocsoportot kotjuk egy aminooxiaceti-csoporton keresztul a GnRH
analoghoz. Ez az eljaras a daunorubicin kapcsolasara is modot ad, hiszen a
daunorubicin pont az észter-kotés kialakitasdahoz szikséges hidroxilcsoport
hianyaban tér el a doxorubicintél (19). Vizsgalataink azt mutattdk, hogy az oxim-
kotésbél a szabad hatéanyag nem szabadul fel a lizoszémakban, hanem egy olyan
kis metabolit képz6dik, amelyben a hatéanyag az aminooxiacetil részleten keresztul
ahhoz az aminosavhoz kapcsolddik, amely aminooxiacetilezve volt (20). Ugyanakkor
azt is sikerult igazolni, hogy ezek a metabolitok képesek kotédni a DNS lanchoz, bar

kisebb affinitassal, mint a szabad hatéanyag. Az in vitro citosztazis vizsgalatok



alapjan folyamatosan fejlesztettilk a molekulat. igy példaul a 4-es pozicidban Ser —
Lys cserével ujabb konjugacidés helyet hoztunk I|étre, amelyhez a vastagbél
tumorokon apoptozist indukald rovid szénlancu zsirsavakat (21), vagy tovabbi
hatéanyag molekulat (daunomicin vagy metotrexat) konjugaltunk (22—23). Erdemes
megjegyezni, hogy ezek a modositasok az iranyitd molekulaként szolgald peptid
enzimrezisztenciajat is novelik. Ezért a receptorkotédésben fontos N-terminalis rész
lassabban hasad a GnRH analégrdl, igy a konjugatum hosszabb ideig maradhat
receptor kétédésre alkalmas formaban. Ebben a publikaciéban a helyes vizsgalati
modszerek kivalasztasat, valamint néhany igéretes vegyllet in vivo vizsgalatat
kivanjuk bemutatni (18, 24—25) (2. abra).

ANYAG ES MODSZEREK

Krénikus toxicitas vizsgalat daunorubicinnel

Ivarérett, 26-30 g-os NSG him egereket hasznaltunk a krénikus toxicitas vizsgalatra.
A daunorubicint (Dau) desztillalt vizben feloldottuk. Két kilénbdz6 koncentraciot
alkalmaztunk az el6zetes tapasztalataink alapjan: 1mg/ttkg, és 2 mg/ttkg Dau
tartalomra vonatkoztatva. Minden egér 0,1 mL/ 10 g testtdbmeg mennyiségi oldatot
kapott. Ebben a kisérletben csoportonként 3 egér volt. A kezelést intraperitonealisan
(i.p.) kaptak az 1., 4., 8., 12., és 16. napokon. Mértik az egerek testtomegét és
élettartamat. A tulélési id6t 20 napig kovettuk. (3. abra)

Alkalmazott kisérleti egerek:

Balb/C (BALB/cByJ): McDowell altal 1923-ban kitenyésztett hagyomanyos
egérmodell. Olcso, teljes immunrendszerrel rendelkezé egértorzs, mely nem igényel
steril korilményeket, ugyanakkor a human xenograftok kildk6édnek beléle. A
besugarzasra érzékeny, ezért immunrendszere konnyen Kkiirthatd. Legfobb kisérleti
elénye, hogy ebben az egértdrzsben jelent meg a C-26 tumor, uretan/metil-nitrozo-
urea intrarektalis applikaciét kovetéen, ezért nincs kilokédési reakcié. Sajnos
szivhibakra és bal kamrai spontan szivizom elvaltozasra hajlamos, ami hatrany a
kardiotoxikus antraciklinekkel torténé kezelések soran.

NOD scid gamma (NSG: Non Obese Diabetic Severe Combined ImmunoDeficient

interleukine Gamma receptor chain knock-out) egér (NOD.Cg-Prkdcscid



[12rgtm1Wjl/SzJ): human xenograftok belltetésére ideadlis egértorzs, az egyik
legsokoldalubb modell allat. Elényei kozé tartozik, hogy fenotipusa stabil, nincs
funkcionalis B- és T-sejtie, nincs NK-sejt (természetes Ol6sejt) aktivitasa,
humanizalhat6 (érett emberi nyirok- és mieloid sejtek tarthatok benne).

Az immunhidnyos NSG egereket CB-17 hattérrel tenyésztették ki. Specifikus,
opportunista és patogén korokozéktol mentes (S.O.P.F = Specified Opportunistic and
Pathogen Free) tenyészt6 szobakban tartottuk az egereket. Az egerek gondozasa,
tartasa és hasznalata minden esetben a ,Helsinki Nyilatkozat” vezérelvei szerint és a

helyi etikai bizottsag jovahagyasaval tortént.

Alkalmazott tumorok, xenograftok
C-26 egér vastagbél karcindma: gyorsan nové invaziv, metasztazis képzésre
hajlamos, GnRH-receptor pozitiv tumor. HT-29 human vastagbél xenograft (GnRH

receptor pozitiv)

Szubkutan (s.c.) modell

A C-26 tumor darabokat (SRI, Birmingham, AL) (3-4 mm® a hatbér ala
transzplantaltuk. A tumorok térfogatat minden masodik illetve harmadik napon
mértuk, amig a kontroll csoportban az elsé allat el nem hullott. A tumor térfogatat az
alabbi képlettel hataroztuk meg: V = A2X1/6XB (ahol ,A” a rdvidebb, ,B” pedig a

hosszabb atméré értéke.) (25)

LAnyatumor” eléallitasa ortotopikus vastagbél modellhez

Az ortotopikus modellhez szikséges anyatumort szintén szubkutan allitottuk eld,
mert igy egy viszonylag homogén szovethalmazt kaptunk, amit sok azonos szoveti
strukturaju darabra vaghattunk. C-26 esetén mar rendelkeztink kész tumorral.

HT-29 human vastagbél tumor (GnRH receptor pozitiv) esetén minden egérbe 100
uL extra-cellularis matrix géllel (ECM-gél, matri-gél) elegyitett 10° darab sejtet
injektaltunk szubkutan. A standard elGirasoknak megfeleld sejtkultura az ATCC-tél
szarmazott. 24-28 g-os (6-8 hetes) ivarérett néstény NSG egereket hasznaltunk fel. A
mar tapinthaté tumorokat — az allatok tulaltatasat (300 pL tomény nembutal) és
jédos lefertétlenitését kovetéen — kivagtuk. Az igy kapott anyatumort fiziologias
sooldatban aztatva 2-3 mm-es darabokra vagtuk és beiiltettik az ortotopikus
modellbe. (25)



Ortotopikus vastagbél modell és tumor transzplantacio

Az allatokat intraperitonealisan (i.p.) adott kombinalt, balanszirozott altatokeverékkel
narkotizaltuk. Osszetevéi: tiletamin, zolazepam, xilazin, butorfanol. Beadas utan 5
perccel kialakul a sebészi narkdzis, ami kb. 1 éran keresztll all fenn. Az 6sszetevék
tovabbi kb. 6 éran at tarté erés fajdalomcsillapitd hatast biztositanak. A vakbél felett
kb. 0,5 cm-es metszéssel atvagtuk a bért és a hasizmokat, majd a vakbelet kiemeltuk
a hasuregb6l. Mikroszkép alatt, mikrocsipesz segitségével a vakbél fején a
szerdzaréteget kb. 1 mm-es hosszban feltéptik, Ugyelve arra, hogy az alatta fekvd
izomréteg ne sériiljon. Ezutan 2 mm?®-es (anyatumorbdl szarmazo) C-26 illetve HT-29
varrtunk fel 8/0-as polipropilén fonallal oly médon, hogy a tumor fedje a szer6zatol
megfosztott terlletet. Végul a vakbelet a haslregbe visszahelyeztik, és az izom-
bdérsebet 4/0-as poliglikolsav fonal segitségével csomds oOltéssel egy rétegben zartuk.
Az egerek a mitétet kdvetben s.c. 0,5 mL 5 % glikézt és 100 mg/kg algopirint
tartalmaz6 Ringer-oldatot kaptak posztoperativ fajdalomcsillapitas, rehidratalas és
energiapoétlas céljabdl. Masnap az allatok nem mutattak fajdalomra, szenvedésre,
stresszre utalo jeleket. Mitéti halalozas 2 % volt.

Amikor a kontroll csoport allatai az elhullas kozeli allapotot mutattak (apatia,
minimalis mozgas, eves, ivas hianya, nem reagalnak a kulsé ingerekre, stb.),
befejeztik a kisértetet és az dsszes egeret tulaltatassal (300 pL tdmény nembutal)
terminaltuk. Ezek utan az allatokat felboncoltuk, a primer tumorokat, és a majakat
eltavolitottuk, tomeguket lemértuk, majd formalinban archivaltuk a tid6, vese és Iép
kiséretében (24)

Dozis és kezelés C-26 szubkutan és ortotopikus modellen

Szubkutan: Csoportonként 7-7 egeret alkalmaztunk. A konjugatumok esetén 1,36
pmol/egér/injektalas (30 mg/ttkg Dau tartalom), a szabad daunorubicin esetén 2
mg/ttkg dozist adagoltunk. A terminalas a transzplantaciot kovetd 21. napon tortént.
Ortotopikus: 10 db kontroll egeret és csoportonként 7-7 egeret hasznaltunk. A
konjugatumok esetén 0,68 pmol/egér/injektalas (15 ill. 30 mg/ttkg Dau tartalom)
szabad daunorubicin esetén 2 mg/ttkg. A harom plusz kontroll egeret a kisérlet
kovetése érdekében bizonyos idékdzonként felboncoltuk és ellenériztik a tumor

fejlédését. A terminalasra a transzplantaciot kovet6 13. napon volt szikség.



Kezelések: Mindkét modellben a tumor transzplantaciot kovetd 4, 7. napon; i.p.. Az

oldészer desztillalt viz volt. (24-25)

Doézis és kezelés HT-29 orthotopikus modellen

Szabad daunorubicin esetén i.v. 1 mg/ttkg hetente egyszer, 6sszesen 7 alkalommal.
Konjugatumok esetén: a tumor transzplantaciét kovetd 5. naptél heti két alkalommal.
Az els6 négy kezelést intravénasan (i.v.) végeztik 15 mg/ttkg Dau tartalomra
vonatkoztatva. Otédik kezelés mar ip. tértént, 15 mg/ttkg Dau tartalomra
vonatkoztatva. Az els6é Ot kezelés dozis beallitd beavatkozas, a tobbi mar csak
szinten tarté. Hatodik kezeléstél a 13-ig: i.p. 7,5 mg/ttkg Dau tartalomra
vonatkoztatva, plusz 5%-nak megdfelel6 glikéz hozzadadasaval, a tfa-sok
szovetrombol6 hatasanak enyhitésére.

A terminalasra a transzplantaciot kovet6 50. napon kerult sor.

Statisztikai elemzés:

A kisérletek statisztikai analizisét Medcalc® v. 12.1.3.0. (Broekstraat 52, B-9030
Mariakerke, Belgium) program felhasznalasaval végeztik. Az adatok normal
eloszlasat Chi2-prébaval ellendriztik. A kiszéré pontokat Gauss-féle g statisztikaval
vizsgaltuk felil. Az egyes csoportok adatainak O6sszehasonlitasat Mann-Whitney
(figgetlen mintak) teszttel végeztik. Szignifikans kilénbségnek a P< 0,05 értéket
tekintettuk.

Rutin szbvettani vizsgalatok

A boncolasok soran eltavolitott és rogzitett szovetmintakat etanol oldatsorozattal
fokozatosan dehidrataltuk, majd xilollal atitattuk, és paraffinba agyaztuk. A szdvettani
metszeteket Harris féle hematoxilin-eozinos modszerrel festettik meg (10: 1, v: v, 1%
oldatok) 70 %-os savanyitott etanolban. A megfestett mintakat fénymikroszkép alatt

vizsgaltuk. (Olympus CH30, Olympus Optical, Japan). (25)

Az osztédasi rata és a vaszKkularizacio mértékének meghatarozasa ortotopikus HT-29
tumor szbvetben
30 perccel az egerek terminalasa el6tt, az allatoknak i.p. 5-brom-2V-dezoxi-uridint

(BrdU, 200 mg / kg, Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) adtunk.
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6 Ora elteltével 5-7 ym vastagsagu metszeteket készitettlink a frissen fagyasztott
tumorbdl, majd a szovet BrdU-pozitiv sejtjeit anti-BrdU monoklonalis antitesttel
(Becton Dickinson Hungary Kft.,, Budapest, Magyarorszag) reagaltattuk a gyartd
protokollja szerint. A pozitiv sejteket TRITC-konjugalt anti-egér IgG-vel (1:100,
Sigma) tettik lathatova. A tumorsejteket az endotelidlis sejtektdl ugy kuldnitettlk el,
hogy a mintakat patkany anti-egér CD31 antitesttel kezeltik, majd biotinilalt anti-
patkany 1gG-vel és sztreptavidin-FITC reagenssel (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) jeloltik. A sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel (Molecular Probes, Eugene,
OR) festettlk meg. A megjeldlt HT-29 sejtek szamat és a CD-31 pozitiv mintak
mennyiségét két kulonbozé élé tumorbdl szarmazo, 6 fuggetlen mikroszkopos terulet
elemzésével hataroztuk meg

A primer tumorok vaszkularizacios mértékét két kulonbozé élé tumorbol szarmazo, 4
fluggetlen mikroszképos terllet elemzésével hataroztuk meg ugy, hogy az elkulonitett

endotél szovetek hany szazalékot fednek le egy 10x-es nagyitasu latomezdben. (25)

EREDMENYEK

Akut toxicitas és dozisok beallitasa

Az akut toxicitasi vizsgalatok egészséges néstény BDF-1 egereken azt mutattak,
hogy a szabad daunorubicin (Dau) maximalisan toleralt dozisa t6bbszori kezelés
esetén 2 mg/ttkg. Ugyanakkor az alkalmazott konjugatumok (GnRH-Ill(Dau=Aoa) és
GnRH-Ill(Dau=Aoa-GFLG)) még 30 mg/ttkg Dau-t tartalmazé koncentracibban sem
mutattak toxikus mellékhatast. Ez tobbszorose az alkalmazni kivant dézisnak, igy az
immunszupprimalt NGS egereken, mar csak a Dau alkalmazhat6 dozisat vizsgaltuk.
Ebben az esetben a 2 mg/ttkg dozis négyszeri kezelés utan a 12. napon az allatok
pusztulasat eredményezte. Ugyanakkor 1 mg/ttkg dozis alkalmazasa esetén, bar az
egerek testtomege folyamatosan csdkkent, csak az 5 kezelést kovetéen a 20. nap
elteltével tortént az elsé elhullas. Ennek megfeleléen a C-26 tumorral transzfektalt
Balb/C egereken 2 mg/ttkg (a tumor belltetést kdvetd 4. és 7. napon), mig a HT-29
tumort hordoz6 NGS egerek esetében heti egyszer 1 mg/ttkg daunorubicint
alkalmaztunk. A konjugatumokbdl az elsé esetben 15 illetve 30 mg/ttkg (a szubkutan
belltetett tumor illetve a két Dau-tartalmazé konjugatum esetén az ortotopikus
kezeléskor) daunorubicint tartalmazé dézist, mig a masodik esetben 15 mg/ttkg

inicialé dozis utan 7,5 mg/ttkg daunorubicint tartalmazo fenntartdé dozist alkalmaztunk
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heti két kezelésben. Az alkalmazott ddézisokban a szabad és konjugalt Dau
kardiotoxikus hatasat vizsgalva a mikroszképi metszeteken szivizom és egyéb

szoveti karosodast nem tapasztaltunk egyik kisérlet egyetlen csoportjabanban sem.

Tumornbvekedést gatlé hatas vizsgalata kiilbnb6z6é modelleken

A GnRH-llI[Dau=Aoa] és GnRH-llI[Dau=Aoa-GFLG] biokonjugatumok a kontrollhoz
képest a szubkutan C-26 modellen 34,5 % (P=0,0017) -, illetve 32,3 % (P=0,0017) -
kal csokkentették a primer tumor térfogatat, két kezelést kovetéen a 21. napon
meérve. Ez jelentésen meghaladta a megengedett dézisban alkalmazott a szabad
Dau hatékonysagat (22,2 %; P = 0,2612). Ugyanakkor az ortotopikus C-26 kisérletek
soran a konjugatumok nem mutattak primer tumor ndvekedés gatlo hatast. Ezzel
szemben a szabad hatdanyag ilyen kérulmények kozott is 24,4 % tumorndvekedést
gatld hatast mutatott a kontrollhoz képest. Az ortotopikus C-26 Kkisérletekbe
bevontunk két tovabbfejlesztett konjugatumot is. Mindkét esetben a GnRH-IIl 4-es
pozicidjaban lévé szerint lizinre cseréltuk, és az igy létrejové ujabb aminocsoport
(konjugaciés hely) acetilezésével vagy egy Ujabb molekula daunorubicin
kapcsolasaval alakitottunk ki 0j, hatékonyabb analégokat. A GnRH-
I[*Lys(Ac),’Lys(Dau=Aoa)] és GnRH-III[*Lys(Dau=Aoa),’Lys(Dau=Aoa)]
szarmazékok az ortotopikus C-26 tumorok gatlasaban hatasosnak bizonyultak. A
konjugatumokkal kezelt csoportok esetén a mért tumortdomegek 49,3%-kal
(P=0,0279), illetve 38,4%-kal (P=0,0560) voltak kisebbek a kontrollhoz képest,
amelyek meghaladtak a szabad Dau aktivitasat (4. abra).

Ezeket az eredményeket figyelembe véve a leghatékonyabb konjugatumot (GnRH-
[*Lys(Ac),BLys(Dau=Aoa)]) vittiik tovabb az ortotopikusan beliltetett HT-29 tumort
tartalmazé NSG egereken végzett vizsgalatokra. |d6kdézben az in vitro citosztazis
vizsgalatok azt mutattdk, hogy az acetil-csoport cseréje butiril-csoportra a 4-es
poziciéban 1évé lizinen, tovabb ndveli a konjugatum tumorellenes hatasat. igy ezt a
vegyiiletet is felvettik ebbe a kisérletbe. A GnRH-III[*Lys(Bu),’Lys(Dau=Aoa)]
szignifikansan (P=0,0350) 39,4 %-ban gatolja az ortotopikus HT-29 primer daganatok
novekedését NSG néstény egerekben; ugyanakkor a GnRH-
[*Lys(Ac),’Lys(Dau=Aoa)] nem a vart eredményt produkalta: csak 7,1 %-ot gatolt a
kontrollhoz képest (4 inicialé és 8 fenntarté kezelés utan az 50. napon). A szabad
Dau a megengedett heti egyszeri 1 mg/ttkg dozisban végzett kezelésével a
tumorndvekedés gatlasa csak 29,7 %-os volt (5. abra).
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Az ortotopikus HT-29 tumorok esetén az osztddasi ratak (proliferacios index)
vizsgalata soran minimalis (~15 %), nem szignifikdns csOkkenést tapasztaltunk
mindkét konjugatumnal a kontrollhoz viszonyitva, mig a szabad Dau nem mutatott
ilyen hatast (6. abra). A vaszkularizacié mértékében viszont jelentés és szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk mind a kontroll csoportokhoz, mint pedig a daunorubicinnel
kezelt csoportokhoz képest (7. abra). Ugyanakkor egyetlen anyag sem mutatott

metasztazis gatlast egyik ortotopikus modell esetén sem.

MEGBESZELES

Az in vitro citosztazis vagy citotoxicitas meghatarozasokbdl csak nagyon ovatos
kovetkeztetéseket tehetunk az iranyitott tumorterapiara alkalmazhat6 konjugatumok
tumorndvekedést gatld hatékonysagara. Figyelembe kell venni, hogy a szabad
hatéanyag aktivitasat — kiléndsen, ha az diffuzidval képes bejutni a sejtekbe — a
bel6le képzett konjugatum — amely receptor kozvetitett endocitdzissal jut be a
tumorsejtekbe — nem fogja meghaladni. Ez kilondésen akkor igaz, ha a
konjugatumbdl nem a szabad hatéanyag, hanem annak csak egy aktiv metabolitja
szabadul fel. A konjugatum elényds tulajdonsagara utalhat, ha proliferaciogatid
hatasa a ,multidrug rezisztens” daganatsejteken jobb, mint a szabad hatéanyagé.
Kisérleteink azt mutatjak, hogy a konjugatumok in vitro tumorellenes hatasa jol
korrelal az in vivo mérések adataival. Az in vivo toxicitas, valamint
daganatnévekedést gatlé hatas és kilondsen ezek egymashoz viszonyitott aranya (a
terapias ablak meghatarozasa) alkalmas az adott konjugatum hatékonysaganak
minésitésére. Kisérleteink arra is ramutattak, hogy az alkalmazott tumormodell
jelentésen befolyasolhatjia az eredményt. Egy gyorsan nodvekedd szubkutan
belltetett tumor (pl. a C-26 egér vastagbél tumor) alkalmas arra, hogy gyors,
egyszerien kiértékelheté eredményt kapjunk vegyuletink daganatndvekedést gatlo
hatasarol. Azonban igy nem kaphatunk megfelel6 informacidkat a metasztazis vagy
az érképzOdés gatlasara, és az eredmények nem feltétlenul adaptalhatéak a lassan
ndveked6 és/vagy ortotopikus modon beliltetett daganatok kezelésére. (1. kép, 1.
tablazat)

Kisérleteink soran sikerilt egy az eddigieknél valésaghlibb (klinikailag relevans)
ortotopikus tumor allatmodellt kialakitanunk vastagbél xenograftok ndvesztése soran,

NSG ndstény egerekben. A sikeres mitéti eljaras és a megfelelé tumorok kordli
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vaszkularizaci6 eredménye egy jol fejl6d6, agressziv, metasztazisképzésre
kifejezetten hajlamos ortotopikus tumor kialakulasa, még a lassan nové HT-29
human vastagbél tumor esetén is. E modell segitségével sikerult valéban hatékony,
az iranyitott tumorterapiaban megfeleléen alkalmazhaté hatéanyag—peptid
konjugatumot kivalasztani.

Hasonléan a klasszikus kemoterapiahoz, az iranyitott tumorterapiaban is nagy
valészinliséggel a kombinalt kezelésekkel lehet majd jelentds attdrést elémi. igy
példaul az altalunk kifejlesztett GnRH-III[*Lys(Dau=Aoa),’Lys(Dau=Aoa)] konjugatum
mellett szukséges lehet metasztazist gatlo vegyuletek alkalmazasa, lehetbleg szintén

célzott modon. Ezen vizsgalataink folyamatban vannak.

KOVETKEZTETES

Vizsgalataink igazoltak, hogy a GnRH-Ill hormon peptid, — amely az eml6sdkben
elhanyagolhaté mértékl endokrin aktivitdssal rendelkezik — alkalmas lehet a human
GnRH-I kivaltasara az iranyitott tumorterapiaban. Ez el6nyos lehet a nem hormon-
fligg6 tumorok, igy a vastagbélrak célzott kezelésében is. Az oxim-kdtésen keresztll
kapcsolt GnRH-IlI-daunorubicin konjugatumok alacsony toxicitasuk miatt — bar nem
daunorubicin, hanem annak szarmazéka szabadul fel — a szabad daunorubicinnél
alkalmasabb vegylletek lehetnek a daganatok gyogyitdsara. Az in vitro
citosztazis/citotoxicitas vizsgalatok eredményei jol korrelalnak az in vivo mérések
adataival, igy azok alkalmasak a megfelel§ hatékonysagu anyagok kivalasztasara.
Az irodalomban egyszerlisége miatt altaldnosan alkalmazott szubkutan beultetett
tumor modellek szamos olyan anyagrdl is pozitiv eredményt adnak, amelyek egy a
természetes allapotot jobban kozelité ortotopikus modell esetén teljesen
hatastalannak bizonyulnak. Ezért ezeket az eredményeket és azokat bemutatd

kozleményeket megfelel§ dvatossaggal kell kezelni.
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1. kép:
Azonos koru C-26 tumorok (a transzplantaciét koveté 13. napon). A) Szubkutan
transzplantalt; B) Ortotopikus (vakbélre varrt)

1. tablazat
Az alkalmazott transzplantacios stratégiak jellemzése.

1. abra:
A Zoptarelin Doxorubicin sematikus szerkezeti abraja

2. abra:
A kisérleteink soran alkalmazott GnRH-III-Daunorubicin konjugatum és szarmazék
molekulai.

3. abra:
Daunorubicin hatasa egészséges NSG & egerek testtomegére és tulélésére.
Csoportonként 3-3 egér

4. bra:

Dau-GnRH-IIl konjugatumok antitumor hatasa C-26 daganatos Balb/C n&steny
egereken, a primer tumort vizsgalva. Atlag £ SD, Mann-Whitney teszt. A subcutan
modellben csoportonként 7 egér volt.

5:abra:
Dau-GnRH-IIl konjugatumok antitumor hatasa orthotopikus HT-29 human vastagbel
modellen. Atlag £ SD ,Mann-Whitney teszt.

6. abra

A HT-29 orthotopikus, primer daganatok osztédasi ratai a kontroll csoporthoz képest.
A proliferacios indexeket 2 kilénb6z6 €16 tumorbdl szarmazo, 6 fliggetlen
mikroszkopos terulet elemzésével hataroztuk meg

7. abra:

A HT-29 orthotopikus, primer daganatok vaszkularizaciés mértéke. Atlag + SD,
Mann-Whitney teszt. Szigifikancia értékek esetén a fekete a kontrollhoz képest, a
piros a daunorubicinnel kezelt csoporthoz képest van megadva.n A proliferacios
indexeket 2 killdonb6z6 €16 tumorbdl szarmazd, 4 fuggetlen mikroszkdpos terulet
elemzésével hataroztuk meg
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1. kép.
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1. abra

19



1. tablazat

In vivo vastagbél tumor modellek 6sszehasonlitasa

Tulajdonsagok

Szubkutan

Ortotopikus

Mikrosebészeti képzettséget igényel NEM IGEN
Kapszula hatas: a tumor csak a két6szovetes tokon | IGEN NEM
belll fejl6édik — in situ carcinoma

Vaszkularizacio GYENGEN | JOL
Metasztazis NEM IGEN
Tolédmérével konnyen mérhet6 IGEN NEM
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A konjugatumock alap szekvenciaja:

Glp-His -Trp-AAA(X)-His-As p-Trp-Lys(Y)-Pro-Gly -NH,

A GnRH-lll szekvenciaja:

Glp-His-Trp-Ser-His-As p-Trp-Lys-Pro-Gly -NH,

GnRHII{Dau=Aoa) GRRHI(Dau=Aoa-GFLG) GRRHJNPLys(Dau=Aoa)sLys(Dau=Aoa)] | GnRH-IIELys(Ac)iLys{Dau=Aoa)] | GRRHN[(*Lys(nBu)sLys(Dau=Aoa)]
AAA Szerin { Ser) Szerin {Ser) Lizin (Lys) Lizin {Lys) Lizin {Lys)
X o on |HOCHCO-
WOH
wgh 8 o on‘mA CH,-CO- CHy CH,-CH,- CO-
Ot
oH,
Y -c;:u,ca o o CH,CO-
FoH o
4 HNH, ¥
T HC o AH,
z:.:[m ) DI::(GH
cH, oH,
Ie
2. abra
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Egerek testtomege (g)

36 4 l
34 4
327
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307 | 2. —~— —a— Kontroll
26 - —a— 1 myittkg Dau-HCI
] \ —&— 2 mgittkg Dau-HCI
26 I\ i -—— Kezelések
22 2% \
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13 T 1 T 1 1 T L 1 T T
0 2 4 8 10 12 14 16 18 20 22
Napok
3. abra
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Tumor térfogat (cm?)

SZUBKUTAN MODELL

W Kontroll

I Daunorubicin-HCI

M GnRH-ll(Dau=Aoa)

I GnRH-lll(Dau=A0a-GFLG)

[ GnRH-III['Lys(Ac),*Lys{Dau=Aoca)]

I GnRH-II[‘Lys(Dau=Aoa),’Lys(Dau=Aca)]

100% (kontroll)
77,8% (P = 0,0017)
67,7% (P = 0,0017)

65,6% (P = 0,0017)

6
100% (kontroll)

54 5§9,8% (P = 0,0060)
71,8% (P = 0,0215)

a 63,4% (P = 0,0845)

3

] |

14

'_;_-—'!f;}/
04
T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tumor kora (napok)
4. abra

Primer tumor témeg (g)

26 4
24
22
2,0
1,8 -
1.6 -

14

1,0 4

ORTOTOPIKUS MODELL

P =0,4805

P =0,8278
P =0,2612 P = 0,0560

P =0,0279

N=10
Tumorok témege a transzplantaciét kévetd 13. napon

N=7 N=7 N=g§ N=6 N=6

23



1,6
1,4-

1,24

1,0
P=0,0350

0,8

0,6

Primer tumor tomege (g)

0,4-

0,2-

0,0-

N=7 N=7 N=6 N=6

Tumorok tomege a terminalas napjan (50. nap)

Il kontroll I GnRH-II[*Lys(Ac),8Lys(Dau=Aoa)]
Il daunorubicin B GnRH-lII[*Lys("Bu),’Lys(Dau=Aoal]]

5. abra
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dex (%)
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104

Prolifer

Il kontroll
I daunorubicin

6. abra

I GnRH-lI[*Lys{Ac),’Lys(Dau=Aoa)]
Bl GnRH-lII[*Lys("Bu),®Lys(Dau=Aoa)]
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7 P = 0,3865

P =0,3865
P =0,1489

P =0,1489
P =0,0433

Erek aranya a latoterben 10x (%)
=Y
1

I GnRH-III[*Lys({Ac),.Lys(Dau=Aoca)]
B GnRH-lI[*Lys("Bu),’Lys(Dau=Aoa)]

I kontroll

I daunorubicin

7. abra
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