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Az irdnyitott/célzott tumorterdpia nagyon perspektivikus eljdrds a daganatok szelektiv elpusztitasdra, ezdltal kikiiszobdlhe-
t6k vagy visszaszorithatok a tumorellenes gydgyszerek mellékhatdsai. Erre az eljdrdsra haszndlhatok olyan konjugdtumok, ahol
a tumorellenes szer irdnyité molekuldhoz (pl. peptidhormonok) van kapcsolva, melynek receptorai szelektiven csak a daga-
natsejteken jelennek meg, vagy azokon joval nagyobb mennyiségben fordulnak elé, mint az egészséges sejteken. Az in vitro
citosztdzis/citotoxicitds vizsgalatok dltaldban nem nydjtanak elég informdciot arra nézve, hogy az elédllitott konjugatum hatéko-
nyabb-e a szabad hatoanyagndl, erre csak az in vivo vizsgdlatokbdl lehet kovetkeztetni. Nagyon fontos azonban a hamis pozitiv
eredmények kiszlrése érdekében a megfeleld tumormodell megvdlasztdsa. Munkdnk sordn egy gonadotropin-releasing hormon
analog, a GnRH-IIl varidnsai daunorubicin konjugdtumainak daganatnévekedést gatlo hatdsdt vizsgdituk egerekbe szubkutdn,
illetve ortotopikusan beliltetett tumorokon. A kbrnyezetétdl izolalt szubkutan tumormodell a valdsdgtol eltérd eredményeket adhat
a molekuldk tumornévekedést gdtlo hatdsdnak vizsgdlatdra. Az ortotopikus rendszerrel jobban modellezheté az anatémiailag és
klinikailag megfeleld dllapot. Ezért célszerti a késébbiekben az dltalunk kialakitott ortotopikus vastagbéltumor-modellt alkalmazni
az irdnyitott daganatterdpidra elédllitott vegyiiletek szirésére. Magyar Onkoldgia 59:310-318, 2015
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Targeted tumor therapy is a perspective procedure to specifically destroy the cancer tissues with eliminating or at least decreasing
the side effects of anticancer drugs. For this purpose the 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 in
Vvivo Studies are adequate to answer this question. 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-1ll) was applied as targeting moiety in drug
conjugates. The in vivo antitumor activity of these conjugates was investigated on mice bearing subcutaneously or orthotopically
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developed tumors. The 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 of the
antitumor activity of the conjugates prepared for targeted tumor therapy.
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growth inhibitory effect of modified GnRH-Ill-anthracycline bioconjugates in subcutaneous vs. orthotopic models in vivo. Hungarian
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BEVEZETES

A daganatos megbetegedések gydgyitasaban a sebészeti
beavatkozas és a sugarterapia mellett legfontosabb kezelési
mad a kemoterdpia. Kézismert azonban, hogy az alkalma-
zott kemoterdpids szerek szamos mellékhatassal rendelkez-
nek, igy pl. hajhullas, emésztési zavarok, hanyas, tovabba
az immunrendszer legyengiilése folytan né a fertézésekkel
szembeni érzékenység. A mellékhatasok Osszefiiggnek az-
zal, hogy a kemoterapids szerek nem vagy nem eléggé sze-
lektivek, igy nemcsak a tumorsejtekre, hanem més gyorsan
osztodo egészséges sejtekre is proliferaciot gatld hatast fejte-
nek ki. Ezek mellé tarsulnak a szervspecifikus mellékhata-
sok, mint példdul a kardiotoxicitds a doxorubicin esetén. Az
iranyitott vagy célzott tumorterapia elsédleges célja, hogy
ugy gatolja a tumor novekedését, vagy érje el a tumorsejtek
pusztuldsat, hogy kozben megkimélje az egészséges szove-
teket (1). A célzott tumorterapia sikerességéhez ismerni kell
azadott tumoron azokat a sejtfelszini struktirakat, amelyek
tamadhatdak a tumor elpusztitasainak reményében. Ezeket
amolekuldkata daganat eltavolitisa vagy biopszia soran vég-
zett mintavétel utan specidlis vizsgalatokkal lehet meghata-
rozni. Az egyik lehetséges kezelés soran tumorspecifikus
monoklondlis ellenanyagot juttatnak a szervezetbe, mely
tumorsejteken megjelend antigénekhez kétédve aktivalja az
immunrendszert a tumor elpusztitasdra, és/vagy blokkolja
azokat a receptorokat [pl. epidermalis novekedési faktor re-
ceptor (EGFR)], amelyekhez a tumor novekedéséhez sziik-
séges novekedési faktorok kotédni tudnak (2). Ez az eljaras
egyre szélesebb korben nyer alkalmazast a klinikai onko-
légiaban - pl. cetuximab (EGFR-blokkold), trastuzumab és
pertuzumab (HER2-blokkold) emlddaganat esetén — és ré-
sze az ugynevezett személyre szabott terapianak. Az Gjabb
kisérletekben hatdéanyagok célba juttatdsara is alkalmazzdk
ezeket az ellenanyagokat (3).

A masik lehetéség, hogy olyan tumorellenes hatéanya-
gokat, melyek 6nmagukban nem szelektivek, és igy kemo-
terapids alkalmazasuk sordn szamos mellékhatdst valtanak

ki, iranyité6 molekulakhoz koétnek a szelektivitds fokozasa
érdekében. Az irdnyité6 molekulak olyan vegyiiletek (pl.
peptidhormonok), amelyek hatékonyan tudnak kotédni
olyan sejtfelszini molekulakhoz (pl. receptorokhoz), ame-
lyek szelektiven vagy az egészséges szovetekhez képest jo-
val nagyobb mennyiségben fejez6dnek ki a tumorsejteken
(4). A receptorhoz kotédott hatéanyag-iranyité molekula
konjugatum ezutan receptorkozvetitett endocitdzissal be-
jut a tumorsejtbe. A konjugdtumbdl a szabad hatéanyag
vagy annak aktiv metabolitja a lizoszomadlis lebonté enzi-
mek hatdsara a tumorsejtben felszabadul és igy kifejtheti
tumorndvekedést gatld hatasat. Ez a mddszer lényegesen
olcsobb terapiat eredményezne szemben a monoklonalis el-
lenanyagok alkalmazasaval. Az ebbe a csoportba sorolhat6
vegyiiletek koziil néhany mar a klinikai kiprobalds fazisa-
ban van, és remélhetéleg hamarosan bévithetik a klinikai
onkoldgia eszkoztarat.

A célzott tumorterapidra az egyik legigéretesebb hato-
anyag-peptid konjugatum egy olyan vegyiilet, amelyben
egy gonadotropin-releasing hormon (GnRH) agonistahoz
kapcsolodik egy doxorubicin molekula (5). A kiilonféle tu-
morok (emld, endometrium) esetén klinikai III-as fazisban
1évé gyogyszerjeloltet, a zoptarelin doxorubicin (AEZS-108,
AN-152) molekulat a Nobel-dijas Andrew Schally laboraté-
riumaban fejlesztették ki tobb magyar kutaté részvételével
(6). Ebben a vegyiiletben a human GnRH-I 6-0s pozicio-
ban D-lizinnel (D-Lys) modositott variansahoz (Glp-His-
Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,, ahol a Glp =
piroglutaminsav) egy glutarsavegységen keresztiil kapcso-
16dik a doxorubicin észterkotéssel (1. dbra).

A GnRH-I D-Lys mddositasa kettds célt szolgal. Egyrészt
a GnRH-I 6-o0s pozicidjaban glicin (Gly) cseréje D-amino-
savakra (kiillondsen nagy térkitoltésti oldallanccal rendelkez6
aminosavak esetén) néveli a peptidhormon receptorkotédési
affinitasat. Mdsrészt a lizin oldallancéban 1év6 aminocsoport
alkalmas arra, hogy rajta keresztiil hatéanyagot konjugalja-
nak a peptidhez. Ez a konjugatum szamos tumorsejten mu-
tatott kivald in vitro és in vivo tumornovekedés-gatlast szig-
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1. dbra. A zoptarelin doxorubicin sematikus szerkezeti dbraja

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

nifikdns mellékhatasok nélkiil (7). A vegyiiletnek azonban
két gyenge pontja van. Az egyik, hogy az észterk6tés nagyon
konnyen bomlik karboxilészterazok hatdsara, és a hatéanyag
részben felszabadulhata célba jutas el6tt (ez jelentGs problémat
okozott az allatkisérletekben, és karboxilészteraz-gatlokkal
egylitt kellett adni az egereknek) (8). Ez gatja volt annak is,
hogy az iranyité molekuldhoz a doxorubicinnal 500-1000-
szer hatékonyabb hatdanyagot, a 2-pirrolino-doxorubicint
kapcsoljak, mert a koran felszabadulé hatdéanyag igen toxikus
volt a kisérleti 4llatokban (9). Igy ez a mdédosulat nagy haté-
konysaga ellenére sem volt alkalmas a klinikai vizsgalatokra.
A masik, a klinikai vizsgalatok sordan megfigyelt mellékhatas
a GnRH-I szuperagonista hormonhatasahoz kéthet6 (5). Ezt
azonban nem tekintik jelentds problémanak, mivel a szert
tobbnyire a beteg szaporitdszervének/szerveinek eltavolitdsa
utan kivanjak alkalmazni.

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatdcsoport az Orszd-
gos Onkologiai Intézettel egyiittmiikodve kozel egy év-
tizede foglalkozik azzal, hogy a zoptarelin doxorubicin
gyogyszerjelolthoz hasonld, de annak kedvezétlen mellék-
hatasait kikiiszo6bolé GnRH-hatéanyag konjugatumokat
allitson eld, és azok tumorellenes hatdsat vizsgalja (10). Az
els6 megfontolas azt volt, hogy a GnRH-I szuperagonista
iranyité molekulahoz képest kisebb endokrin hatast mu-
tatd peptidet hasznaljunk. Ezért vélasztasunk a tengeri
ingolabdl (Petromyzon marinus) izolalt GnRH-III (Glp-His-
Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,) peptidhormonra
esett. A GnRH-III, amely mind a GnRH-I, mind a GnRH-
IT receptorhoz tud kotédni, bar kisebb affinitdssal, mint az
adott receptorok alapligandumai, elhanyagolhat6 endokrin
aktivitdssal rendelkezik emlésokben, ugyanakkor a termé-
szetes GnRH-analogok koziil a legnagyobb proliferaciogatlo
hatdsa van (11, 12). Rdadasul a molekula a 8-as helyzetben
tartalmaz egy lizint (Lys), amelynek oldalldnca felhasznal-

haté kiilonb6z6 mddositasokra, igy példaul dimerizaciora
és tumorellenes hatéanyag kapcsolasara (13, 14). Erdemes
megjegyezni, hogy alizin oldallaincdban 1évé aminocsoport
blokkolasa az endokrin hatas tovabbi csokkenéséhez vezet
(15). A molekulaban 1évé aminosavak koziil csak nagyon
kevés cserélhet6 ki az antiproliferdcids hatds elvesztése nél-
kil (16, 17). Az egyik megengedett csere a 4-es pozicioban
taldlhatd szerin (Ser) cseréje lizinre, vagy az oldallancaban
acetilezett lizinre [Lys(Ac)]. Egy jabb lizin beépitése lehe-
téséget biztosit tovabbi mddositasokra, amit munkankban
ki is hasznaltunk. A masodik megoldandé probléma a ha-
téanyag (doxorubicin) id6 el6tti, vagyis a tumorsejtbe ju-
tas elotti felszabaduldsdanak megakaddlyozasa volt. Ezért
a hatéanyag konjugaldsira egy stabilabb kotés, az tun.
oximkotés kialakitasat valasztottuk (17). Ebben az eset-
ben nem a doxorubicin primer hidroxilcsoportjan keresz-
til kapcsoljuk a hatéanyagot az irdnyit6 peptidhez, hanem
annak a 13-as C-atomjan 1év6 oxocsoportot kétjilk egy
aminooxiacetil-csoporton keresztiil a GnRH-analéghoz. Ez
az eljaras a daunorubicin kapcsolasara is mddot ad, hiszen
a daunorubicin pont az észterkotés kialakitdsahoz sziiksé-
ges hidroxilcsoport hidnyaban tér el a doxorubicintél (19).
Vizsgédlataink azt mutattak, hogy az oximkotésbdl a szabad
hatéanyag nem szabadul fel a lizoszémakban, hanem egy
olyan kis metabolit képzddik, amelyben a hatéanyag az
aminooxiacetil részleten keresztiil ahhoz az aminosavhoz
kapcsolodik, amely aminooxiacetilezve volt (20). Ugyanak-
kor azt is sikertilt igazolni, hogy ezek a metabolitok képesek
kotédni a DNS-lanchoz, bar kisebb affinitassal, mint a sza-
bad hatéanyag. Az in vitro citosztazisvizsgalatok alapjan fo-
lyamatosan fejlesztettiik a molekulét. Igy példaul a 4-es po-
ziciéban Ser-Lys cserével tjabb konjugacids helyet hoztunk
létre, amelyhez a vastagbéltumorokon apoptézist indukald
rovid szénldnct zsirsavakat (21), vagy tovabbi hatéanyag-
molekulat (daunorubicin vagy metotrexat) konjugaltunk
(22, 23). Erdemes megjegyezni, hogy ezek a modositasok az
iranyité molekulaként szolgald peptid enzimrezisztenciajat
is novelik. Ezért a receptorkotédésben fontos N-terminalis
rész lassabban hasad a GnRH-analégrol, igy a konjugatum
hosszabb ideig maradhat receptorkétédésre alkalmas for-
méban. Ebben a publikacidban a helyes vizsgalati modsze-
rek kivélasztasat, valamint néhany igéretes vegytilet in vivo
vizsgalatat kivanjuk bemutatni (18, 24, 25) (2. dbra).

ANYAG ES MODSZEREK

Kronikus toxicitdsi vizsgalat daunorubicinnel

Ivarérett, 26-30 g-os him NSG egereket hasznaltunk a kro-
nikus toxicitasi vizsgalatra.

A daunorubicint (Dau) desztillalt vizben feloldottuk. Két
kiilonboz6 koncentraciot alkalmaztunk az elézetes tapasz-
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2. abra. A kisérleteink sordn alkalmazott GnRH-Ill-daunorubicin konjugatum és szarmazék molekuldi

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

A GnRH-lll szekvencidja:
Glp-His-Trp-Ser-His-As p- Trp-Lys- Pro-Gly -NH,
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talataink alapjan: 1 mg/ttkg és 2 mg/ttkg Dau-tartalomra
vonatkoztatva. Minden egér 0,1 ml/10 g testtomeg meny-
nyiségli oldatot kapott. Ebben a kisérletben csoportonként
3 egér volt. A kezelést intraperitonealisan (ip.) kaptak az 1.,
4., 8., 12., és 16. napokon. Mértiik az egerek testtomegét és
élettartamat. A tulélési id6t 20 napig kovettiik (3. dbra).

Alkalmazott kisérleti egerek

Balb/C (BALB/cByJ): McDowell altal 1923-ban kitenyésztett
hagyomdnyos egérmodell. Olcsé, teljes immunrendszerrel
rendelkezd egértorzs, mely nem igényel steril kériilménye-

3. dbra. Daunorubicin hatdsa egészséges him NSG egerek
testtomegére és tulélésére (csoportonként 3-3 egér)

6V Y Y Yy
34
32
g‘ 30+
£ s
£ %-
& 4]
20
2 K
&
20 <
18 T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 6 1B 20 2
Napok
—— Kontroll —— 2 mg/ttkg DauHCL
—&— 1mg/ttkg Dau-HCL — Kezelések

ket, ugyanakkor a human xenograftok kilokédnek beldle.
A besugarzasra érzékeny, ezért immunrendszere konnyen
kiirthat6. Legfébb kisérleti el6nye, hogy ebben az egér-
torzsben jelent meg a C26 tumor uretan/metil-nitrozo-urea
intrarektdlis applikaciot kovetéen, ezért nincs kilokédési
reakcid. Sajnos szivhibakra és bal kamrai spontan sziv-
izom-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 II2rgtml1Wijl/
SzJ): humdn xenograftok betiltetésére idealis egértorzs, az
egyik legsokoldalibb modellallat. Elényei kozé tartozik, hogy
fenotipusa stabil, nincs funkcionalis B- és T-sejtje, nincs NK-
sejt- (természetes Oldsejt) aktivitasa, humanizalhat6 (érett
emberi nyirok- és mieloid sejtek tarthaték benne).

Az immunhidnyos NSG egereket CB-17 hattérrel te-
nyésztették ki. Specifikus, opportunista és patogén kor-
okozoktdl mentes (S.O.P.F = Specific and Opportunistic
Pathogen Free) tenyésztdszobdakban tartottuk az egereket.
Az egerek gondozasa, tartasa és hasznalata minden esetben
a ,Helsinki Nyilatkozat” vezérelvei szerint és a helyi etikai
bizottsig jovdhagydséval tortént. Allatkisérleti engedély
szama: 22.1/722/3/2010.

Alkalmazott tumorok, xenograftok

C26 egér vastagbél-karcindma: gyorsan nové invaziv,
metasztazisképzésre hajlamos, GnRH-receptor-pozitiv tu-
mor. HT29 humaén vastagbélrak-xenograft: GnRH-recep-
tor-pozitiv.

Szubkutdan (sc.) modell

A C26 tumordarabokat (SRI, Birmingham, AL) (3-4 mm?®)
a hatbor ala transzplantaltuk. A tumorok térfogatat minden
masodik, illetve harmadik napon mértiik, amig a kontroll-
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csoportban az els6 allat el nem hullott. A tumor térfogatat
az alabbi képlettel hatdroztuk meg: V = A?xn/6xB (ahol ,,A”
a rovidebb, ,,B” pedig a hosszabb atméré értéke) (25).

A

»Anyatumor” eléallitdsa ortotopikus vastagbélmodellhez

Az ortotopikus modellhez sziikséges anyatumort szintén
szubkutan allitottuk el6, mert igy egy viszonylag homogén
szovethalmazt kaptunk, amit sok azonos szoveti struktura-
ju darabra vaghattunk. C26 esetén mar rendelkeztiink kész
tumorral.

HT29 human vastagbéltumor (GnRH-receptor-pozitiv)
esetén minden egérbe 100 pl extracellularis matrix géllel
(ECM-gél, matri-gél) elegyitett 10° darab sejtet injektal-
tunk szubkutan. A standard el6irasoknak megfelel$ sejt-
kultara 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 to-
mény nembutal) és jodos lefertStlenitését kovetéen - ki-
vagtuk. Az igy kapott anyatumort fizioldgids séoldatban
aztatva 2-3 mm’-es darabokra vagtuk és beiiltettiik az
ortotopikus modellbe (25).

Ortotopikus vastagbélmodell és tumortranszplantdcié

Az 4llatokat intraperitonedlisan (ip.) adott kombinalt, ba-
lanszirozott altatokeverékkel narkotizaltuk (6sszetevi:
tiletamin, zolazepam, xilazin, butorfanol). Beadds utin
5 perccel kialakul a sebészi narkoézis, ami kb. 1 éran ke-
resztiil all fenn. Az Gsszetevok tovabbi kb. 6 6ran at tarto
erds fajdalomesillapité hatast biztositanak. A vakbél felett
kb. 0,5 cm-es metszéssel atvagtuk a bort és a hasizmokat,
majd a vakbelet kiemeltiik a hastiregbdl. Mikroszkép alatt,
mikrocsipesz segitségével a vakbél fején a szerdzaréteget
kb. 1 mme-es hosszban feltéptiik, iigyelve arra, hogy az
alatta fekvé izomréteg ne sériljon. Ezutin 2 mm?-es
(anyatumorbdl szarmazd) C26, illetve HT29 tumordarabot
varrtunk fel 8/0-as polipropilén fondllal oly médon, hogy
a tumor fedje a szerdzatél megfosztott teriiletet. Végiil
a vakbelet a hasiiregbe visszahelyeztiik, és az izom-bor se-
bet 4/0-as poliglikolsav fondl segitségével csomds Oltéssel
egy rétegben zartuk.

Az egerek a miitétet kovetéen sc. 0,5 ml, 5% gliikozt és
100 mg/kg algopirint tartalmazé Ringer-oldatot kaptak
posztoperativ fajdalomcsillapitas, rehidratalas és energia-
potlas céljabol. Masnap az allatok nem mutattak fajdalom-
ra, szenvedésre, stresszre utald jeleket. A miitéti halalozas
2% volt.

Amikor a kontrollcsoport allatai az elhullashoz kozeli
allapotot mutattak (apatia, minimalis mozgas, evés, ivds
hidnya, nem reagalnak a kiilsé ingerekre stb.), befejeztiik
a kisérletet, és az Osszes egeret tulaltatassal (300 pl tomény
nembutal) termindltuk. Ezek utdn az allatokat felboncoltuk,

a primer tumorokat és a majakat eltavolitottuk, tomegiiket
lemértiik, majd formalinban archivéltuk a tidé, vese és 1ép
kiséretében (24).

Dézis és kezelés C26 szubkutdn és ortotopikus modellben

Szubkutan modell: Csoportonként 7-7 egeret alkalmaz-
tunk. 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
kovet6 21. napon tortént.

Ortotopikus modell: 10 db kontrollegeret és csoportonként
7-7 egeret hasznaltunk. A konjugatumok esetén 0,68 pmol/
egér/injektdlas (15, ill. 30 mg/ttkg Dau-tartalom), szabad
daunorubicin esetén 2 mg/ttkg. A hdrom plusz kontrollege-
ret a kisérlet kovetése érdekében bizonyos id6kozonként fel-
boncoltuk, és ellenériztiik a tumor fejlédését. A terminalasra
a transzplantaciot kovetd 13. napon volt sziikség.

Kezelések: Mindkét modellben a tumortranszplantaciot
kovetd 4, 7. napon ip., az olddszer desztillalt viz volt (24, 25).

Dozis és kezelés HT29 ortotopikus modellben

Szabad daunorubicin esetén iv. 1 mg/ttkg hetente egyszer,
Osszesen 7 alkalommal. Konjugatumok esetén: a tumortransz-
plantaciot kévetd 5. naptdl heti két alkalommal. Az elsé négy
kezelést intravénasan (iv.) végeztiik 15 mg/ttkg dézisban Dau-
tartalomra vonatkoztatva. Az 6todik kezelés mar ip. tértént, 15
mg/ttkg dozisban Dau-tartalomra vonatkoztatva. Az els6 6t
kezelés dozisbeallitd beavatkozas, a tobbi mar csak szinten tar-
t6. Hatodik kezeléstol a 13.-ig: ip. 7,5 mg/tkg Dau-tartalomra
vonatkoztatva, plusz 5%-nak megfelel6 glitkdz hozzaadasaval,
a trifluor-ecetsav soi szovetrombold hatdsanak enyhitésére.

A termindlasra a transzplantaciét kovetd 50. napon ke-
rilt sor.

Statisztikai elemzés

A Kkisérletek statisztikai analizisét a Medcalc® v. 12.1.3.0.
(Mariakerke, Belgium) program felhasznaldsaval végez-
tik. Az adatok normaleloszlasat Chi*-probaval ellendriz-
titk. A kiszord pontokat Gauss-féle g-statisztikaval vizsgal-
tuk feliil. Az egyes csoportok adatainak 6sszehasonlitasat
Mann-Whitney- (fiiggetlen mintak) teszttel végeztiik. Szig-
nifikans kiilonbségnek a P<0,05 értéket tekintettiik.

Rutin szovettani vizsgalatok

A boncoldsok soran eltavolitott és rogzitett szovetmintakat
etanol oldatsorozattal fokozatosan dehidrataltuk, majd xi-
lollal 4titattuk és paraffinba agyaztuk. A szévettani metsze-
teket Harris-féle hematoxilin-eozinos modszerrel festettiik
meg (10: 1, v: v, 1% oldatok) 70%-os savanyitott etanolban.
A megfestett mintakat fénymikroszkép alatt vizsgaltuk
(Olympus CH30, Olympus Optical, Japan) (25).
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Az osztéddsi rata és a vaszkularizdcio mértékének
meghatdrozdsa ortotopikus HT29 tumorszovetben

30 perccel az egerek terminalasa el6tt az allatoknak ip.
5-brém-2’-dezoxi-uridint (BrdU, 200 mg/ttkg, Sigma-
Aldrich Kft., Budapest) adtunk. 6 dra elteltével 5-7 pm
vastagsdgli metszeteket készitettiink a frissen fagyasz-
tott tumorbol, majd a szévet BrdU-pozitiv sejtjeit anti-
BrdU monoklonalis antitesttel (Becton Dickinson Hun-
gary Kft., Budapest) reagaltattuk a gyarté protokollja
szerint. A pozitiv sejteket TRITC-konjugdlt anti-egér
IgG-vel (1:100, Sigma) tettiik lathatéva. A tumorsejteket
az endotelialis sejtektdl ugy kiilonitettiik el, hogy a min-
takat patkdny anti-egér CD31 antitesttel kezeltiik, majd
biotinilalt anti-patkdny IgG-vel és sztreptavidin-FITC
reagenssel (Vector Laboratories, Burlingame, CA) jeldl-
tik. A sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel (Molecular
Probes, Eugene, OR) festettitk meg. A megjelolt HT29
sejtek szdmat és a CD31-pozitiv mintak mennyiségét két
kiilonb6z6 €16 tumorbdl szarmazo, 6 fiiggetlen mikro-
szkopos teriilet elemzésével hataroztuk meg. A primer
tumorok vaszkularizaciés mértékét két kiilonbozé él6
tumorbdl szarmazd, 4 figgetlen mikroszkopos teriilet
elemzésével hataroztuk meg gy, hogy az elkiilonitett
endotélszovetek hany szdzalékot fednek le egy 10-szeres
nagyitasa latomez6ben (25).

EREDMENYEK

Akut toxicitds és dézisok bedllitdsa

Az akut toxicitdsi vizsgdlatok egészséges néstény BDF-1
egereken azt mutattak, hogy a szabad daunorubicin (Dau)
maximalisan toleralt dézisa tobbszori kezelés esetén 2 mg/
ttkg. Ugyanakkor az alkalmazott konjugatumok [GnRH-
III(Dau=Aoa) és GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG)] még 30 mg/
ttkg Dau-t tartalmazé koncentracidban sem mutattak
toxikus mellékhatast. Ez tobbszorose az alkalmazni ki-
vant doézisnak, igy az immunszupprimalt NGS egereken
mar csak a Dau alkalmazhaté dozisat vizsgaltuk. Ebben
az esetben a 2 mg/ttkg dozis négyszeri kezelés utan a 12.
napon az allatok pusztuldsat eredményezte. Ugyanakkor
1 mg/ttkg dozis alkalmazasa esetén, bar az egerek testto-
mege folyamatosan csokkent, csak az 5 kezelést kovetden
a 20. nap elteltével tortént az els6 elhullas. Ennek megfele-
16en a C26 tumorral transzplantalt Balb/C egereken 2 mg/
ttkg (a tumorbeiiltetést kovetd 4. és 7. napon), mig a HT29
tumort hordozé NGS egerek esetében heti egyszer 1 mg/
ttkg daunorubicint alkalmaztunk. A konjugatumokbdl az
els6 esetben 15, illetve 30 mg/ttkg (a szubkutdn betltetett
tumor, illetve a két Dau-t tartalmazo6 konjugatum esetén
az ortotopikus kezeléskor) daunorubicint tartalmazé do-

GnRH-antraciklin konjugatumok in vivo modellekben 3 1 5

4. dbra. Dau-GnRH-IIl konjugatumok tumorellenes hatdsa C26
daganatos néstény Balb/C egereken, a primer tumort vizsgal-
va. Atlag+SD, Mann-Whitney-teszt. A szubkutdn modellben
csoportonként 7 egér volt
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zist, mig a masodik esetben 15 mg/ttkg inicial6 doézis utan
7,5 mg/ttkg daunorubicint tartalmazé fenntarté dozist
alkalmaztunk heti két kezelésben. Az alkalmazott dozi-
sokban a szabad és konjugalt Dau kardiotoxikus hatdsat
vizsgalva a mikroszkopi metszeteken szivizom- és egyéb
szoveti kdrosodast nem tapasztaltunk egyik kisérlet egyet-
len csoportjaban sem.
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5. dbra. Dau-GnRH-Ill konjugatumok tumorellenes hatdsa
ortotopikus HT29 humén vastagbélrakmodellen. Atlag+SD,
Mann—-Whitney-teszt
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Tumorndovekedést gdtlé hatds vizsgdlata kiilonbozo
modellekben

A GnRH-III[Dau=Aoa] és GnRH-III[Dau=Aoa-GFLG] bio-
konjugatumok a kontrollhoz képest a szubkutan C26 mo-
dellben 34,5%-kal (P=0,0017), illetve 32,3%-kal (P=0,0017)
csokkentették a primer tumor térfogatat, két kezelést kove-
téen a 21. napon mérve. Ez jelentésen meghaladta a meg-
engedett dozisban alkalmazott szabad Dau hatékonysagat
(22,2%; P=0,2612). Ugyanakkor az ortotopikus C26-kisér-
letek soran a konjugdtumok nem mutattak primertumor-
novekedést gatlo hatast. Ezzel szemben a szabad hatéanyag
ilyen koériilmények kozott is 24,4% tumorndvekedést gatlo
hatast mutatottakontrollhoz képest. Az ortotopikus C26-ki-
sérletekbe bevontunk két tovabbfejlesztett konjugatumot is.
Mindkét esetben a GnRH-III 4-es pozicidjaban 1év szerint
lizinre cseréltiik, és az igy létrejové Gjabb aminocsoport
(konjugdcids hely) acetilezésével vagy egy tjabb moleku-
la daunorubicin kapcsolasaval alakitottunk ki uj, hatéko-
nyabb analégokat. A GnRH-III[*Lys(Ac),*Lys(Dau=Aoa)]
és GnRH-III[*Lys(Dau=Aoa),’Lys(Dau=Aoa)] szdrmazékok
az ortotopikus C26 tumorok gatldsaban hatasosnak bizo-
nyultak. A konjugatumokkal kezelt csoportok esetén a mért
tumortomegek 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. dbra).

Ezeket az eredményeket figyelembe véve a leghatéko-
nyabb konjugatumot (GnRH-III[*Lys(Ac),*Lys(Dau=Aoa)])
vittiik tovabb az ortotopikusan betiltetett HT29 tumort
tartalmazéd NSG egereken végzett vizsgalatokra. Id6koz-
ben az in vitro citosztazisvizsgalatok azt mutattak, hogy az
acetilcsoport cseréje butirilcsoportra a 4-es pozicioban 1évé
lizinen tovabb néveli a konjugatum tumorellenes hatdsat.
Igy ezt a vegyiiletet is felvettiik ebbe a kisérletbe. A GnRH-
III[*Lys(Bu),’Lys(Dau=Aoa)] szignifikansan (P=0,0350),
39,4%-ban gatolta az ortotopikus HT29 primer daganatok
novekedését néstény NSG egerekben; ugyanakkor a GnRH-
III[*Lys(Ac),’Lys(Dau=Aoa)] nem a vart eredményt produ-
kalta: csak 7,1% gatlast eredményezett a kontrollhoz képest
(4 inicialo és 8 fenntart6 kezelés utan az 50. napon). A sza-
bad Dau megengedett heti egyszeri 1 mg/ttkg dézisban vég-
zett kezelésével a tumornovekedés gatlasa csak 29,7%-os
volt (5. dbra).

Az ortotopikus HT29 tumorok esetén az osztddasi
ratak (proliferacids index) vizsgalata sordn minima-
lis (~15%), nem szignifikans csokkenést tapasztaltunk
mindkét konjugatumnadl a kontrollhoz viszonyitva, mig
a szabad Dau nem mutatott ilyen hatdst (6. dbra). A vasz-
kularizacié mértékében viszont jelentds (és egy esetben
szignifikdns) csokkenést tapasztaltunk mind a kont-
rollcsoporthoz, mind a daunorubicinnel kezelt csoport-
hoz képest (7. dbra). Ugyanakkor egyetlen anyag sem
mutatott metasztazisgatlast egyik ortotopikus modell
esetén sem.

6. abra. Az ortotopikus HT29 primer daganatok osztédasi ra-
tdja a kontrollcsoporthoz képest. A proliferaciés indexeket 2
kiilonbozd é16 tumorbol szarmazé, 6 fliggetlen mikroszképos
teriilet elemzésével hataroztuk meg
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7.abra. Az ortotopikus HT29 primer daganatok vaszkularizacios
mértéke. Atlag+SD, Mann—Whitney-teszt. Szignifikanciaértékek
esetén a fekete a kontrollhoz képest, a piros a daunorubicinnel
kezelt csoporthoz képest van megadva. A proliferaciés indexe-
ket 2 kiilonb6z6 é16 tumorbdl szarmazo, 4 fliggetlen mikrosz-
képos teriilet elemzésével hatdroztuk meg
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MEGBESZELES

Az in vitro citosztazis vagy citotoxicitdas meghataroza-
sokbdl csak nagyon dvatos kovetkeztetéseket tehetiink az
iranyitott tumorterdpidra alkalmazhaté konjugatumok
tumornovekedést gatld hatékonysagara. Figyelembe kell
venni, hogy a szabad hatéanyag aktivitasat — kiillonosen,
ha az diffuziéval képes bejutni a sejtekbe — a beldle képzett
konjugatum - amely receptorkdzvetitett endocitézissal
jut be a tumorsejtekbe — nem fogja meghaladni. Ez kii-
16n6sen akkor igaz, ha a konjugatumbol nem a szabad
hatdéanyag, hanem annak csak egy aktiv metabolitja sza-
badul fel. A konjugatum el6nyos tulajdonsagara utalhat,
ha proliferaciégatl6 hatdsa a ,multidrugrezisztens” daga-
natsejteken jobb, mint a szabad hatéanyagé. Kisérleteink
azt mutatjak, hogy a konjugatumok in vitro tumorellenes
hatdasa jol korreldl az in vivo mérések adataival. Az in vivo
toxicitds, valamint daganatnévekedést gatld hatds és kii-
16ndsen ezek egymdshoz viszonyitott ardnya (a terapias
ablak meghatdrozasa) alkalmas az adott konjugatum ha-
tékonysaganak mindsitésére. Kisérleteink arra is ramutat-
tak, hogy az alkalmazott tumormodell jelentésen befolya-
solhatja az eredményt. Egy gyorsan novekedd, szubkutan
beiiltetett tumor (pl. a C26 egér-vastagbéltumor) alkalmas
arra, hogy gyors, egyszerien kiértékelhet6 eredményt
kapjunk vegytiletiink daganatnovekedést gatld hatasarol.

GnRH-antraciklin konjugatumok in vivo modellekben

Azonban igy nem kaphatunk megfeleld informaciokat
a metasztazis vagy az érképz6dés gatldsara, és az eredmé-
nyek nem feltétleniil adaptalhatoak a lassan névekedd és/
vagy ortotopikus moédon beiiltetett daganatok kezelésére
(8. dbra, 1. tabldzat).

Kisérleteink sordn sikeriilt egy az eddigieknél valosag-
hiibb (klinikailag relevans) ortotopikus tumor allatmodellt
kialakitanunk vastagbélrak-xenograftok novesztése sordn,
néstény NSG egerekben. A sikeres miitéti eljaras és a meg-
felel6 tumorok koriili vaszkularizacié eredménye egy jol fej-
16d6, agressziv, metasztazisképzésre kifejezetten hajlamos
ortotopikus tumor kialakuldsa, még a lassan névé HT29
human vastagbéltumor esetén is. E modell segitségével si-
kertilt valéban hatékony, az irdnyitott tumorterapiaban
megfeleléen alkalmazhaté hatéanyag-peptid konjugatumot
kivalasztani.

Hasonléan a klasszikus kemoterapidhoz, az iranyitott
tumorterapiaban is nagy valdszintséggel a kombinalt ke-
zelésekkel lehet majd jelentds attorést elérni. Igy példaul az
altalunk kifejlesztett GnRH-III[*Lys(Dau=Aoa),*Lys(Dau=
Aoa)] konjugatum mellett sziikséges lehet metasztazist gat-
16 vegyiiletek alkalmazdsa, lehet6leg szintén célzott médon.
E vizsgalataink folyamatban vannak.

8. dbra. Azonos kort C26 tumorok (a transzplantaciét kévetd
13. napon). a) Szubkutan transzplantalt; b) ortotopikus (vakbélre
varrt)

1. tdblazat. Az alkalmazott transzplantaciés stratégiak jellem-
zése

In vivo vastagbéltumor-modellek dsszehasonlitasa
Tulajdonsagok Szubkutan | Ortotopikus
Mikrosebészeti képzettséget igényel NEM IGEN
Kapszulahatds: a tumor csak a kdtGszovetes IGEN NEM

tokon belil fejl6dik — in situ carcinoma
Vaszkularizaci6 GYENGEN JoL
Metasztdzis NEM IGEN
Tol6mérdvel kinnyen mérhetd IGEN NEM
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KOVETKEZTETES

Vizsgéalataink igazoltdk, hogy a GnRH-III peptidhormon
— amely az emldsokben elhanyagolhaté mértékd endokrin
aktivitassal rendelkezik — alkalmas lehet a human GnRH-I
kivaltdsara az irdnyitott tumorterapiaban. Ez elényos lehet
a nem hormonfiiggé tumorok, igy a vastagbélrak célzott
kezelésében is. Az oximkotésen keresztiil kapcsolt GnRH-
III-daunorubicin konjugdtumok alacsony toxicitasuk miatt
- bar nem daunorubicin, hanem annak szarmazéka szaba-
dul fel - a szabad daunorubicinnél alkalmasabb vegyiiletek
lehetnek a daganatok gyogyitdsara. Az in vitro citosztazis/
citotoxicitas vizsgalatok eredményei jol korrelalnak az in
vivo mérések adataival, igy azok alkalmasak a megfele-
16 hatékonysagu anyagok kivélasztasira. Az irodalomban
egyszerlisége miatt daltalanosan alkalmazott szubkutdn
tumormodellek szamos olyan anyagrol is pozitiv eredményt
adnak, amelyek egy a természetes allapotot jobban kozelitd
ortotopikus modell esetén teljesen hatdstalannak bizonyul-
nak. Ezért ezeket az eredményeket és az azokat bemutato6
kozleményeket megfelel 6vatossaggal kell kezelni.

IRODALOM

1. Baudino TA. Targeted cancer therapy: The next generation of cancer
treatment. Curr Drug Discov Technol 12:3-20, 2015

2. Adler MJ, Dimitrov DS. Therapeutic antibodies against cancer. Hema-
tol Oncol Clin North Am 26:447-481, 2012

3. Sun GC, Yang XU, Yu Y, et al. The applications of targeting anti-cancer
agents in cancer therapeutic. Anticancer Agents Med Chem 15:869-880, 2015
4. Mez6 G, Manea M. Receptor-mediated tumor targeting based on pep-
tide hormones. Expert Opin Drug Deliv 7:79-96, 2010

5. Engel ], Emons G, Pinski J, et al. AEZS-108: a targeted cytotoxic analog
of LHRH for the treatment of cancers positive for LHRH receptors. Ex-
pert Opin Investig Drugs 21:891-899, 2012

6. Rékasi Z, Szoke B, Nagy A, et al. Effect of luteinizing hormone-releas-
ing hormone analogs containing cytotoxic radicals on the function of rat
pituitary cells: tests in a long term superfusion system. Endocrinology
132:1991-2000, 1993

7.Emons G, Sindermann H, Engel J, et al. Luteinizing hormone-releasing
hormone receptor-targeted chemotherapy using AN-152. Neuroendocri-
nology 90:15-18, 2009

8. Nagy A, Plonowski A, Schally AV. Stability of cytotoxic luteinizing
hormone-releasing hormone conjugate (AN-152) containing doxorubicin
14-O-hemiglutarate in mouse and human serum in vitro: implications for
the design of preclinical studies. Proc Natl Acad Sci U S A 97:829-834, 2000

9. Nagy A, Schally AV, Armatis P, et al. Cytotoxic analogs of luteinizing
hormone-releasing hormone containing doxorubicin or 2-pyrrolino-
doxorubicin, a derivative 500-1000 times more potent. Proc Natl Acad Sci
U S A 93:7269-7273, 1996

10. Manea M, Mez6 G. IGnRH-III - a promising candidate for anticancer
drug development. Protein Pept Lett 20:439-449, 2013

11. Lovas S, Palyi I, Vincze B, et al. Direct anticancer activity of gonado-
tropin-releasing hormone-III. ] Pept Res 52:384-389, 1998

12. Herédi-Szab6 K, Murphy RF, Lovas S. Is IGnRH-III the most potent
GnRH analog containing only natural amino acids that specifically in-
hibits the growth of human breast cancer cells? J Pept Sci 12:714-720,
2006

13. Mez6 G, Czajlik A, Manea M, et al. Structure, enzymatic stability and
antitumor activity of sea lamprey GnRH-III and its dimer derivatives.
Peptides 28:806-820, 2007

14. Mez8 G, Manea M, Szabd I, et al. New derivatives of GnRH as poten-
tial anticancer therapeutic agents. Curr Med Chem 15:2366-2379, 2008
15. Kovéacs M, Vincze B, Horvath JE, et al. Structure-activity study on the
LH- and FSH-releasing and anticancer effects of gonadotropin-releasing
hormone (GnRH)-III analogs. Peptides 28:821-829, 2007

16. Mezo 1, Lovas S, Palyi I, et al. Synthesis of gonadotropin-releasing
hormone IIT analogs. Structure-antitumor activity relationships. ] Med
Chem 40:3353-3358, 1997

17. Herédi-Szabo K, Lubke J, Toth G, et al. Importance of the central re-
gion of lamprey gonadotropin-releasing hormone III in the inhibition of
breast cancer cell growth. Peptides 26:419-422, 2005

18. Szabé I, Manea M, Orbén E, et al. Development of an oxime bond
containing daunorubicin-gonadotropin-releasing hormone-III conjugate
as a potential anticancer drug. Bioconjug Chem 20:656-665, 2009

19. Schlage P, Mez6 G, Orbén E, et al. Anthracycline-GnRH derivative
bioconjugates with different linkages: synthesis, in vitro drug release and
cytostatic effect. ] Control Release 156:170-178, 2011

20. Orban E, Mez G, Schlage P, et al. In vitro degradation and antitumor
activity of oxime bond-linked daunorubicin-GnRH-III bioconjugates
and DNA-binding properties of daunorubicin-amino acid metabolites.
Amino Acids 41:469-483, 2011

21. Hegediis R, Manea M, Orban E, et al. Enhanced cellular uptake and in
vitro antitumor activity of short-chain fatty acid acylated daunorubicin-
GnRH-III bioconjugates. Eur ] Med Chem 56:155-165, 2012

22. Leurs U, Mez6 G, Orban E, et al. Design, synthesis, in vitro stability
and cytostatic effect of multifunctional anticancer drug-bioconjugates
containing GnRH-III as a targeting moiety. Biopolymers 98:1-10, 2012
23. Leurs U, Lajko6 E, Mez6 G, et al. GnRH-III based multifunctional drug
delivery systems containing daunorubicin and methotrexate. Eur ] Med
Chem 52:173-183, 2012

24. Manea M, Leurs U, Orban E, et al. Enhanced enzymatic stability and
antitumor activity of daunorubicin-GnRH-III bioconjugates modified in
position 4. Bioconjug Chem 22:1320-1329, 2011

25. Manea M, Tévari ], Tejeda M, et al. In-vivo antitumour effect of dau-
norubicin-GnRH-III derivative conjugates on colon carcinoma-bearing
mice. Anticancer Drugs 23:90-97, 2012

© Professional Publishing Hungary



