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Két NGR szekvenciat tartalmazd peptid-daunomicin kon-
jugatum in vivo tumorellenes hatasat vizsgaltuk CD13+
Kaposi-szarkéma (KS] sc. tumort hordozd SCID egereken,
illetve ortotopikusan beiltetett CD13- HT-29 human vas-
tagbél-adenokarcindmat hordozé SCID egereken. Mind-
két tumortipus integrinpozitiv volt. Jelentés tumorndve-
kedés-gatlas volt kimutathatd a két konjugatum (Dau=
Aoa-GFLGK(ciklo[KNGREI-GG)-NH, (1) és Dau=Aoa-GFLGK
(ciklo[NleNGRE]-GG)-NH, (2]) hatasaban a két tumormodell
esetében. A KS tumor esetén nagyobb mértékd gatlas volt
megfigyelhetd a stabil szerkezetl 1 konjugatum esetén,
amely igy az NGR szekvenciara jellemz6 CD13 receptor felis-
merésére vezethetd vissza. Ellenben a 2 konjugatum, amely
hajlamos az NGR-/zoDGR atalakulasra, a CD13-negativ, de
integrinpozitiv HT-29 modell esetén mutatott szignifikansan
jobb gatlé hatast, ami az izoDGR szekvenciara jellemzé
integrinfelismeréssel kapcsolhatd dssze. A konjugatumok
pozitiv hatasa volt megfigyelheté az elhanyagolhatd toxikus
mellékhatdsokban, a szabad hatdoanyagénal kifejezettebb
proliferaciégatlasban és az érképzédés gatlasaban is. Magy
Onkol 65:113-120, 2021
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The in vivo antitumor effect of two NGR sequence contain-
ing peptide-daunomycin conjugates was studied on CD13+
Kaposi's sarcoma s.c. tumor model on SCID mice, and on
orthotopically developed CD13- HT-29 colon adenocarci-
noma SCID mouse model. Both tumor types were positive
for integrins. Significant tumor growth inhibition was ob-
served on both tumor types by the treatment with the con-
Jjugates (Dau=Aoa-GFLGK(cyclo[KNGRE]-GG)-NH, (1) and
Dau=Aoa-GFLGK(cyclo[NleNGRE]-GGJ-NH, (2]). KS conju-
gate Twith rather stable construct was more potent in tumor
growth inhibition that might be explained by the CD13 re-
ceptor recognition of NGR sequence. In contrast, conjugate
2 that has propensity to rearrange isoAsp derivative showed
significantly higher inhibition on CD13- HT-29 tumor model
that is related to the integrin binding of isoDGR sequence.
Next to the low toxic side effect of the conjugates in com-
parison with the free daunomycin, the positive efficiency of
the conjugates was detected by the lower proliferation index
and lower neovascularization of the tumor tissue.
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BEVEZETES

A daganatok gyogyitasaban egyre nagyobb szerepet kapnak
a célzott terapiara alkalmas vegyiletek (1). Ezek kozil a mo-
noklonalis ellenanyag (pl. Herceptin; trasztuzumab) terapia
egyre szélesebb korben keriil alkalmazasra a klinikumban,
de mar az ellenanyag-gydgyszer konjugatumokbél (ADCs;
Kadcyla, Adcertis stb.) is tobb bekerilt a terapias palettaba (2,
3). Ezek hatdsa azon alapul, hogy az ellenanyagok a tumorsej-
teken megjelend specifikus vagy tultermelédétt receptorokhoz
kétédnek, igy gatoljak annak funkcidjat (pl. névekedési faktorok
kot6dését), vagy az ADC-k esetében a hatdanyagot receptor-
kozvetitett Gton a tumorsejtbe juttatjak, amely ott kifejtheti
hatasat. igy az egészséges sejtek/szovetek nem karosodnak és
a mellékhatasok csokkenése miatt a paciensek életmindsége
nem romlik a kezelés soran. Azonban az ellenanyag-alapu
készitmények eldnyei mellett (pl. hosszU féléletid6 a véraram-
ban, nagy szelektivitas) tobb hatranyuk is van, igy példaul az
alacsony tumorszovet-penetracio és a magas eléallitasi kéltség
(4). Ezért egyre tobb kutatas iranyul az egyszer(ibb és olcsébb
peptidalapt konjugatumok felé, amelyek szintén nagy specifi-
tassal rendelkezhetnek, bar a szervezetbdl torténd kitirilésiik
lényegesen gyorsabb. E kutatasok legfontosabb eleme, hogy
olyan irdnyitopeptideket talaljanak, amelyek hatékonyan és
szelektiven tudnak kotédni a tumorsejtek felszini receptorai-
hoz, hogy a kapcsolt gyogyszermolekulat nagy mennyiségben
tudjak a sejtekbe juttatni (4, 5). Kutatasaink soran szamos
irdnyitopeptid (pl. GnRH-analdgok, fagkonyvtarbol kivalasztott
és optimalizalt szerkezet( peptidek) segitségével értiink el
kimagaslé in vivo tumornovekedés-gatlast egerekben (6, 7).
LegUjabban Asn-Gly-Arg tripeptid szekvenciat tartalmazé
vegylletekkel (Ggynevezett NGR peptidek] is kisérleteziink
(8). A vegyiiletcsalad felé akkor fordult a figyelem, amikor
nem RGD (Arg-Gly-Asp) szekvenciat tartalmazo, integrineket
felismerd peptideket kerestek irdnyitopeptideknek (9). Ennek
oka, hogy az integrinek tulexpresszalédnak a tumorsejteken
és a vérellatasukat segit6 Uj erek falan, és fontos szerepiik van
tumorsejtek tulélésében és a metasztazisban. A fagbemuta-
tasos technikaval tortént vizsgalatok soran a leggyakrabban
olyan peptideket azonositottak, amelyek az NGR szekvenciat
tartalmazzak (10). Késébb azonban kideriilt, hogy nem az
NGR szekvencia kotddik az integrinekhez, hanem e peptidrész
atalakulasa soran keletkez6 izoAsp-Gly-Arg (izoDGR) egység
(11). Ez az atalakulds az NGR peptidek tobbségénél konnyen
bekdvetkezik egy szukcinimidgydir( zarédasa, majd annak hid-
rolizise folytan. Ezekben a vegyiiletekben az a- helyett az Asp
B-karboxilcsoportjahoz kapcsolddik a peptid tovabbi része (12).
Végiil azt is megallapitottak, hogy az NGR szekvenciat felismerd
receptor egy membrankotstt aminopeptidaz N fehérje (APN,
CD13), amelynek izomer formaja szintén nagy mennyiségben
jelenvan a tumorsejteken és kiilondsen az Gjonnan keletkezd
erek falan (13). igy az NGR peptidek is alkalmas iranyitomoleku-
lak lehetnek a célzott tumorterapidban. Jelenleg klinikai lll-as
fazisban van egy olyan gydgyszerjelolt, amelyben TNF-a fehérjét
fuzionaltattak egy CNGRC pentapeptid egységhez, amelyet

© PROFESSIONAL PUBLISHING HUNGARY

aztan a ciszteinek kozétti diszulfidhid kialakitasaval stabilizal-
tak (14). Ugyanakkor felmeril az a kérdés, hogy nem lehet-e
kihasznalni az NGR-izoDGR atalakulast arra, hogy akar egy
vegyllettel két kiilonboz8 célpontot is tamadjunk (az integrint
és a CD13 receptorokat), igy fokozva a peptid-hatéanyag konju-
gatumok tumorellenes hatasat (8). Ennek érdekében azonban
fel kell térképezni, hogy mely NGR peptidek hajlamosak erre
az atalakulasra. Az elmult 5 évben szamos ciklikus NGR pep-
tidet allitottunk el és vizsgaltuk azok stabilitasat kiilénbozé
korilmények kozott (15). Fontos megallapitasokat tettiink
arra vonatkozdan, hogy milyen szerkezeti feltételei vannak
az NGR-izoDGR 4atalakulas sebességének. Végiil kiilonboz6
stabilitdsi NGR-analdgokbdl daunomicint (Dau) tartalmazé
konjugatumokat készitettlink és vizsgaltuk ezek stabilitasat
is, valamint sejtbe jutasukat CD13+ (HT-1080 fibroszarkéma)
és CD13- (HT-29 vastagbéltumor] sejteken, tovabba az adott
sejteken a konjugatumok citosztatikus és citotoxikus hatasat
is (8). Meg kell jegyezni, hogy mindkét sejttipus integrinekre
pozitiv volt. Megallapithaté volt, hogy a stabil szerkezetli NGR
peptidek elsésorban a HT-1080 sejteken mutattak kiemelkedd
aktivitdst, mig a konnyebben atalakuldk hatasa jobban nétt
a HT-29 sejteken a HT-1080 sejtekhez képest, mint a stabil
variansok esetében. Azonban a leghatékonyabb NGR-kon-
jugadtumnak mindkét sejttipuson a legstabilabb szerkezet(
vegylilet (Dau=Aoa-GFLGK(ciklo[KNGRE]-GG)-NH, (1), ahol
Dau=Aoa egy aminooxiacetil-linkeren keresztiil oximkotéssel
kapcsolt daunomicint jelent) bizonyult, aminek a hatékony
sejtbejutas mellett az aktiv metabolit (Dau=Aoa-Gly-COOH])
konny( felszabadulasa is az oka (8). igy ezzel a konjugatum-
mal terveztik folytatni a tovabbi kisérleteinket. Szintetikus
szempontbdl a ciklusban jelen Lév6 lizin problémat jelent, mert
szelektivvédelemmel kell ellatni az e-aminocsoportjat, amelyet
a végén egy kiilon lépésben kell eltavolitani, ez pedig rontja
a kitermelést, amely nem el6ny0s egy gyogyszerfejlesztésre
kijelolt molekula esetén. Raadasul korabbi vizsgalatok azt
mutattak, hogy a szabad aminocsoport ebben a pozicidban
nem szlikséges a bioldgiai aktivitdshoz (16). Ezért az in vivo
vizsgalatok megkezdése elétt meg akartuk vizsgalni, hogy
a lizin helyettesitése a ciklusban kiilonb6zé aminosavakkal
hogyan befolydsolja a konjugatum stabilitasat és bioldgiai
tumorellenes hatasat (17). Az eredmények azt mutattak, hogy
ha a lizint egy nem természetes aminosavra, norleucinra
cseréljik, amely csak abban tér el a lizintél, hogy a linearis
oldallanc =C-atomjahoz nem kapcsolddik aminocsoport, j6
megoldas lehet. Jelentésen lehetett az Uj vegyiilet kiterme-
lését javitani (5-szoros javulds) és alacsony IC,-értékeket
mutatott az in vitro citosztazis/citotoxicitasi vizsgalatokban.
CD13+ HT-1080 sejteken hasonlo értékeket mértiink, mint
a lizin varians esetén (Lys: 5,7+0,5 pM (6 6ra kezelés + 66 dra
inkubalas) és 1,4+0,7 uM (72 éra kezelés); Nle: 5,520,3 uM,
illetve 2,3£0,6 uMJ, mig CD13- HT-29 sejteken a Nle-tartal-
mu konjugatum bizonyult hatékonyabbnak (Lys: 8,71,2 uM,
illetve 3,0£0,6 pM; Nle: 2,2+0,2 pM, illetve 1,3+0,2 pM). Ezeket
az értékeket ald lehetett tamasztani azzal a megfigyeléssel,



hogy az Uj, norleucint tartalmazé konjugatum stabilitasa kisebb
volt a lizint tartalmazéhoz képest és jelentés mennyiségben
atalakult idében izoAsp-szarmazékka. Vagyis a Dau=Aoa-
GFLGKI(ciklo[NLleNGRE]-GG)-NH, (2] hatékonyabbnak mutatko-
zott a CD13- sejteken, amelyek integrineket tartalmaztak, mig
CD13+ sejteken, amelyek szintén tartalmaztak integrineket,
a két konjugatum hatasbeli kiilonbsége nem volt szignifikans
(17). Ezért az in vivovizsgalatokat, amely a cikknek is a témaja,
ezzel a két vegyiilettel végeztiik.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Az NGR-Dau konjugatumok stabilitasa egérplazmaban

A konjugatumokat kétszer desztillalt vizben oldottuk, majd
annyi egérplazmat adtunk az oldathoz, hogy a konjugatum
végkoncentracidja 10 pM legyen. A mintakat 37 °C-on inku-
baltuk, majd mintat vettiink 0,5, 1, 2, 4 és 8 dra elteltével.
A reakciot 10 ul tomény ecetsav hozzaadasaval allitottuk le.
A nagy molekulatomegl plazmafehérjéket 10 kDa-os sz(iré
segitségével valasztottuk el a kis molekulatémegi komponen-
sektdl ultracentrifugaval. Az utdbbiakat LC-MS segitségével
analizaltuk, és az adatokat 6sszehasonlitottuk a plazmamen-
tes korilmények kozott inkubalt kontrollmintakkal.

CD13 sejtfelszini expresszidojanak meghatarozasa

AKS (Kaposi-szarkdmabél szarmazd) és HT-29 (human kolo-
rektalis adenokarcinéma, szarmazas: ATCC) sejteket RPM|
1640 médiumban (Roswell Park Memorial Institute Medium,
Lonza, Basel, Svajc] tenyésztettiik, glutamin hozzaadasaval.
A médium 10% héinaktivalt szérumot tartalmazott (FBS: fetal
bovine serum, Euroclone, Milané, Olaszorszag) és 1% peni-
cillin/sztreptomicin keveréket (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag). A sejtkultirakkal térténg kisérletek laminaris
fllke alatt, steril koriilmények kozott zajlottak, a sejteket 5%
CO, mellett, 37 °C-on tenyésztettiik.

A CD13-expresszio meghatarozasahoz KS és HT-29 sej-
teket lltettiink fedélemezt tartalmazd (Assistant, Karl Hecht
GmbH&Co KG, Sondheim/Rhon, Németorszag) 24 lyuku
sejttenyésztd lemezekre (10° sejt/lyuk, Sarstedt, Nimbrecht,
Németorszag) egy nappal azimmunfestés elétt. A sejtmagot
Hoechst 33342 festékkel (0,2 pg/ml, 10 perc, 37 °C, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA] tettiik lathatéva. A sej-
tek mosasa utan 4% paraformaldehiddel fixaltuk azokat 20
percig 37 °C-on, majd PBS-ben oldott 3%-0s BSA-oldattal
blokkoltuk szobahémérsékleten egy 6ran at. Anti-CD13 ellen-
anyagot (FITC-konjugalt, klén: WM-15, 1:100, 1% BSA/PBS
oldatban higitva, eBioscience, San Diego, CA, USA) adtunk
a lyukakhoz és egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk. Ezutan
a sejteket haromszor mostuk PBS-oldattal, és Mowiol 4-88
oldattal (Sigma-Aldrich) rogzitettiik 6ket a targylemezek-
re. A detektalast ZEISS LSM-710 konfokalis mikroszképpal
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Németorszag) 40x/1.4
Plan-Apochromat olajimmerziés objektivvel végeztiik. A ké-
peket a ZEN program (Carl Zeiss Microscopy GmbH] segit-
ségével dolgoztuk fel.
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A Kisérleti allatok

Az egerek gondozasa, tartasa és hasznalata minden esetben
a . Helsinki Nyilatkozat Guiding Principles for the Care and
Use of Animals” vezérelvei szerint és a helyi etikai bizottsag
jovahagyasaval tortént. Allatkisérleti engedélyek szama:
PEI/001/1738-3/2015 és PEI/001/2574-6/2015. Specialis
patogénmentes, steril kérilmények kozott (Makrolon® ketrec,
22-24°C, 40-50% paratartalom, 12/12 6ra megvilagitas/sctét)
tartott egészséges BALB/c felnGtt him egereket hasznaltunk
az akut és kronikus toxicitasi vizsgalatokhoz. A tumorndve-
kedés vizsgalatdhoz immundeficiens C.B.-17 hatter( SCID
egereket hasznaltunk, amelyek specialis patogénmentes
izolalt tartd szobaban voltak elhelyezve, és csak a tumorbe-
ultetés idejére voltak onnan eltavolitva. A tumorok beiiltetése
laminaris flilkében tortént, az elirdsoknak megfelelGen.

Az NGR-Dau konjugatumok akut

és kronikus toxicitasanak vizsgalata

Az akut toxicitds meghatarozasa esetén egészséges fel-
nétt him BALB/c egereket (26-32 g) kezeltlink egyszer ip.
injektalassal 4 kiilonbozé dozisban 3,125, 6,25, 12,5 és 25
mg daunomicint tartalmazé konjugdtummennyiséggel/ttkg.
Minden koncentracié esetén 3-3 egér volt egy csoportban.
Akisérletet 14 napig folytattuk és az egerek tomegét minden-
nap ellendriztiik. A krénikus toxicitasi kisérletekhez szintén
a him BALB/c egyedeket hasznaltuk (25-31 g). A konjugatu-
mokat 10 mg Dau-tartalom/ttkg mennyiségben alkalmaztuk
egy-egy kezelés alkalmaval. Osszesen 5 kezelést hajtottunk
végre az 1, 3., 7., 9. és a 11. napokon. Szintén 3-3 egér al-
kotta a csoportokat. A kisérletet ebben az esetben is 14
napig folytattuk. A toxicitdst minden esetben a testtémeg
meghatarozasa mellett az egerek életmindsége, kinézete és
viselkedése alapjan hataroztuk meg. A valtozasokat a keze-
letlen kontrollcsoportokhoz viszonyitottuk.

Tumornovekedés-gatlas vizsgalata Kaposi-szarkoma
tumormodellben

Kaposi-szarkéma (KS] sejteket (200 pl M199 médiumban
felvett 3x10¢ sejt/allat) szubkutan injektaltunk néstény SCID
egerekbe (19-24 g). Az ip. kezeléseket a sejtek belltetése
utani 35. napon kezdtiik el, amikor a tumorok atlagos mérete
elérte a 66 mm3-t. Mind a 4 csoportban 5-5 allattal végeztiik
a kisérleteket. A kontrollcsoportot csak steril vizzel ([Pharma-
magist Kft., Budapest, Magyarorszag) kezeltiik, mivel a szabad
Dau és a konjugatumok jobban oldddtak a tiszta vizben, mint
fiziologias sdoldatban. A szabad hatdanyagot 1 mg Dau-tar-
talom/ttkg dézisban adagoltuk az egereknek a sejtbeliltetés
utani 35., 42., 49., 56., és 63. napokon. A konjugatumokat 10
mg Dau-tartalom/ttkg dézisban (amely 33,8 mg/ttkg 1 és 33,5
mg/ttkg 2 konjugatumnak felelt meg) alkalmaztuk. A kezelé-
seket ebben az esetbena35.,37.,39.,42.,45.,49.,52.,56.,59.,
63. és a 66. napokon végeztik. A kezelések soran az allatok
0,2 ml térfogatban kaptak a megfeleld ddzisokat. A kisérlet
soran az egerek testtomegének valtozasat és a kialakult
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tumor méretének valtozasat kovettiik. A tumor térfogatat
azok hosszanak és szélességének digitalis tolomérdvel tor-
ténd megmérése utan a V=ab?xri/6 (ahol ,.a” hosszabb, mig
.b” a révidebb atmérének megfeleld érték] formula szerint
szamoltuk ki. A kezeléseket a 70. napig kovettiik (a kezelések
megkezdését kdvetd 36. nap). Az egereket ezutan terminal-
tuk. Az elsédleges tumorokat és a majat eltavolitottuk és
tomegiiket megmeértiik.

Tumornodvekedés-gatlas vizsgalata ortotopikusan
beiiltetett HT-29 human vastagbéltumor-modellben
HT-29 human vastagbél-adenokarcindma sejteket (200 pl
M199 médiumban felvett 3x10¢ sejt/allat) injektaltunk sc. az
egerekbe. Két hét elteltével a kifejlédGtt tumorokat tartalmazé
egereket terminaltuk és a tumorokat steril kdrilmények
kozott kimetszettiik, majd 2 mm?*-es darabokra vagva, ezeket
a darabokat ortotopikusan bediltettik steril koriilmények ko-
zott, altatott [narkotikumelegy: tiletamin, zolazepam, xilazin,
butorfanol) néstény SCID egerekbe (19-25 g). Az operéacié
korilményeit egy korabbi cikkiinkben leirtuk (19). Az ip.
kezeléseket a tumorbeiiltetést kdvetd 6. napon kezdtiik. Az
egyes csoportokban 8-8 allatot kezeltlink. A kontrollcsoport
tagjait itt is csak 0,2 ml steril vizzel kezeltiik. Hasonléan a KS
tumort hordozé egerekhez, a szabad hatéanyagot 1 mg/ttkg
dézisban, mig a konjugadtumokat 10 mg Dau-tartalomra sza-
molt konjugdtummal/ttkg kezeltlik 0,2 ml desztillalt vizben
oldva. A szabad hatdanyaggal a tumorbeiiltetést kdvetd 6., 13.
és 20. napon kezeltlink, mig a konjugatumokkal a 6., 8., 10.,
13.,17.,20. és a 24. napon. A kisérletet az els6 kezelést kovetd
22.napon fejeztlik be, azonban a szabad daunomicinnel kezelt
csoportot az allatok jelentds testtomegvesztése miatt a 19.
napon kellett terminalni. Ezutan az allatokbdl eltavolitottuk
a tumorokat és a majat, és lemértiik azok tomegét. Szintén
vizsgaltuk a metasztazisok szamat a kiilonb6z6 szerveken.

A proliferacios index és a vaszkularizacio
meghatarozasa a tumorszaovetekben

Aformalinban fixalt tumorokat etanolsorral dehidraltuk, xi-
lénoldattalinfiltraltuk és paraffinba agyaztuk 60 °C-on. 2 pm
vastagsagu szeleteket Superfrost targylemezekre (Thermo
Sandon, Runcorn, UK] régzitettiink és manualisan depa-
raffinizaltuk 6ket. Az endogén peroxidazaktivitas gatlasara
3% H,0,-t tartalmazé metanolt hasznaltunk (20 perc, szoba-
hémérsékleten). A lemezeket 6%-os citratoldatba aztattuk
(pH=6) és 98 °C-os vizfirdben inkubaltuk Sket 40 percig. Ez-
utan a lemezeket az elsédleges antitestet tartalmazé oldatba
aztattuk (Ki-67, 1:40, Dako, Glostrup, Dania; endotélmarker
CD31, 1:20, Dianova, Hamburg, Németorszag) egy drara
szobah6mérsékleten. A mosast kdvetden a Ki-67-mintaknal
biotinilalt masodlagos antitestet alkalmaztunk (10 perc, szo-
bahémérséklet, Dako), a CD31-mintak esetében pedig nyul
anti-patkany IgG-t hasznaltunk (1 6ra, szobahémérséklet,
Novus Biologicals, Centennial, CO, USA). A Ki-67-mintak vizu-
alizacioja szuperérzékeny ,,one step polymer HRP” (Biogenex,
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Fremont, CA, USA] segitségével tortént, ahol a kromogén
3-amino-9-etilkarbazol (AEC), a CD31-mintdk esetében nyul
HRP-AEC (Vectorlabs, Burlingame, CA, USA] volt alkalmazva.

Az elsédleges ellenanyag nélkiili festés szolgalt negativ
kontrollként. A Ki-67-pozitiv sejteket fénymikroszkdp se-
gitségével vizsgaltuk (400-szoros nagyitasban) és az adott
vizsgalati terileten lévé szamukat hataroztuk meg. Harom
figgetlen tumorteriiletet vizsgaltunk és a kapott szama-
datokat atlagoltuk. A proliferaciés indexet a Ki-67-pozitiv
sejtek és az Gsszes sejt szazalékos aranyaban adtuk meg.
A CD31-pozitiv ereket fénymikroszkdp segitségével hata-
roztuk meg (200-szoros nagyitas mellett). Harom fliggetlen
teriilet elemzését végeztiik el tumoronként, és az érs(ri-
séget a mm?2-enkénti erek szdmanak a meghatarozasabol
szamoltuk.

Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket GraphPad Prism 6 (GraphPad Soft-
ware) segitségével, nem parametrikus Mann-Whitney- (fiig-
getlen minta) teszt alkalmazasaval végeztiik, szignifikansnak
tekintettiik a kiilonbséget, ha p<0,05 érték volt.

EREDMENYEK

A két kivalasztott NGR-Dau konjugatum (Dau=Aoca-GFLGK
(ciklolKNGRE]-GG)-NH, (1) és Dau=Aoa-GFLGKI(ciklo
[NleNGREI-GG)-NH, (2); 1. dbra] in vivo vizsgalatdhoz egy

Dau=Aoa-GFLG-K-NH,

I:XNGRE—GG

X: Lys (K); oldallanc: -PCH,-CH,-CH,-<CH,-NH, (1)
Nle; oldallanc; -*CH,-CH,-CH,-<CH, (2)

1. ABRA. Az alkalmazott konjugdtumok sematikus szerkezete (az
aminosavakat egybetlis koédjukkal jeloltik, a Dau=Aoa- részlet az
aminooxiacetil linkeren keresztiil kapcsolt daunomicint jelent, mig
a ciklopeptidrészletben az N-terminalis aminocsoportja kapcsolddik
a glutaminsav oldallancanak karboxilcsoportjahoz)

olyan sejtvonalat kellett keresni, amely nagy mennyiségben
expresszalja a CD13 fehérjét, mivel a HT-1080 tumor alkal-
mazasa tobbek kdzott a nagyon gyors névekedés miatt nem
bizonyult megfeleléen kdvetheté modellnek. Ugyanakkor
a Kaposi-szarkdma (KS) sejtvonal (CD13+) esetén igazoltuk,
hogy jelentés mennyiségben tartalmazza a sejtek felszinén
a kivant célfehérjét (2. dbral (18). A KS sejteket sc. lltettiik
néstény SCID egerekbe és a tumortérfogat novekedését ko-
vettiik. Ezzel szemben a HT-29 human vastagbéltumorokat
(CD13-) ortotopikusan Ultettiik be az egerekbe, igy ezekben
az esetekben a tumortémegeket vizsgaltuk és hasonlitottuk
Ossze az egerek terminaldsa utan. A tumorndvekedés gatlasa-
nak vizsgalata eldtt elvégeztiik a konjugatumok stabilitdsanak



2. ABRA. KS és HT-29 sejtek CD13-expresszidjanak vizsgalata immun-
festést koveten, konfokalis mikroszkdppal (z6ld: CD13 antitest, kék:
sejtmagok, vonalas mérték: 20 pm)

meghatarozasat egérplazmaban és in vivo akut és krénikus
toxicitasivizsgalatokat végeztiink az alkalmazhatd koncent-
racio beallitdsa érdekében. Megallapitottuk, hogy mindkét
konjugatum legalabb 8 draig stabil a szérumban 37 °C-on.

Akut és kronikus toxicitasi vizsgalatok

A toxicitasi vizsgalatokat him BALB/c egereken végeztik 14
napon keresztil. Az akut toxicitasi kisérletekben a konjuga-
tumokat négy kiilonbdz6 koncentracidban (3,125, 6,25, 12,5
és 25 mg/ttkg, ahol az értékek a konjugadtum Dau-tartalmara
vonatkoznak] vizsgaltuk. Egyszeri kezelést kovetéen egyik
koncentracidoban sem tapasztaltuk az egerek testtomegének
a szignifikdns valtozasat a vizsgalt idGintervallumban (3.a
abra). Tehat a legmagasabb koncentraciéban sem voltak
a konjugatumok toxikusak. A kronikus toxicitasi vizsgalathoz
10 mg/ttkg Dau-koncentracidban alkalmaztuk a konjugatu-
mokat és 5 kezelést végeztiinkaz 1,. 3., 7., 9. és 11. napokon.
Szintén azt tapasztaltuk, hogy egyik konjugatum sem mutatott
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toxikus mellékhatast, mivel az egerek testtomege ez esetben
sem valtozott (3.b dbra). Ezek alapjan Ggy dontottink, hogy
ezt a 10 mg/ttkg koncentracidt alkalmazzuk a tumornéve-
kedés-gatlasi vizsgalatokban.

Az NGR-Dau konjugatumok és a szabad Dau hatasa
Kaposi-szarkomat hordozo egereken

A tumoros egerek kezelését a beiiltetést kdvetd 35. napon
kezdtlik, amikor a tumorok atlagos mérete elérte a 66 mm3-t.
A konjugatumokat 11 alkalommal a 35. és 66. nap kozott
(2-3 naponta) ip. adtuk az egereknek. A szabad daunomi-
cint a kordbban meghatarozott maximalisan toleralhaté
dézisban (1 mg/ttkg) adtuk 5 alkalommal a 35., 42., 49., 56.
és 63. napon. A kisérletet a 70. napon fejeztiik be, a szabad
daunomicinnel kezelt egerek allapotromlasa miatt (4.a dbra).
Akonjugatumokkal kezelt egerek esetében nem tapasztaltunk
testtomegcsokkenést a kezelés soran, ami szintén igazolja,
hogy a konjugatumok még ilyen ddzisban sem okoznak toxi-
kus mellékhatast. Szintén vizsgaltuk a toxicitasra jellemzd
majtémegvaltozast a kisérlet soran. A konjugatumok nem,
vagy kisebb mértékben csokkentették az egerek majanak
tdmegét a kontrollhoz képest, mint a szabad hatdanyag (Dau:
12,3% [szignifikans], 1: 7,2% és 2: 0% csckkenés a kontrollhoz
képest) (4.b dbral.

Atumortérfogat-vizsgalatok alapjan megallapithaté volt,
hogy az id6 elérehaladtaval a kezelt és a nem kezelt allatok
tumorméretének a kiilonbsége nd. A kisérlet végén a szabad
daunomicinnel és a 2 konjugatummal kezelt csoport esetében
kozel azonos, kb. 20%-0s gatlas volt megfigyelhetd (4.c dbra).
Ezzel szemben a lizint tartalmazé konjugatum (1) szignifi-
kans, 45% kordili atlagos inhibiciét mutatott. Ez az eredmény
azt mutatja, hogy a stabil szerkezetli NGR-Dau konjugatum
hatékonyabb a CD13+ sejteken, mint az, amelyik atalakul az
integrineket felismerd izoAsp szarmazékka.

a -o- (1) 3,12 mg/kg
-m- (1) 6,25 mg/kg
5 =& (1)12,5 mg/kg
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3. ABRA. Kisérleti allatok relativ testtomege (atlag+SE), 3 allat/csoport. a) Akut toxicitasi vizsgalat, a jeldlt koncentracié a konjugatum Dau-tartal-
mat jelzi. b) Krénikus toxicitasi vizsgalat, 10 mg/ttkg Dau-tartalmu konjugatumokkal, a fekete nyilakkal jelzett idépontokban
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4. ABRA. NGR-Dau konjugatumok (1 és 2, 10 mg/ttkg Dau-tartalom, 11 kezelés: fekete nyilak) és szabad Dau (1 mg/ttkg, 5 kezelés: piros nyilak)
hatdsa KS-beiiltetett egerekre. a) Az allatok relativ testtémege (atlagzSE), b) majtomeg/testtomeg arany (atlag+SE) a kisérlet terminalasa utan,
a beiltetést kovetd 70. napon, c) relativ tumortérfogat (4tlag+SE). 5 allat/csoport, Mann-Whitney-teszt, *p<0,05

Vizsgaltuk tovabba a tumorszdvetben lévé 0sztddo sejtek
szamat (proliferacids index a Ki-67-pozitiv sejtek szama
alapjan) és a primer tumorok érképzddését (érhalézat-si-
rliiség CD31 marker alapjan). Megallapithaté volt, hogy amig
a Dau nem csokkentette érdemben (1,8%) az 0szt6dé sejtek
szamat a kontrollhoz képest, addig a konjugatumokkal ke-
zelt csoportok 17,4% (1) és 13,3% (2] csokkenést mutattak
(5.a dbra). Az elébbi szignifikans cstkkenésnek tekinthetd.
Az érhaldzat siirlisége minden kezelt tumor esetén csokkent
a kontrollhoz képest, de legkisebb mértékben a szabad
hatéanyaggal kezelt allatokban (18,6%). A konjugatumok
esetén a csokkenés szignifikans volt, 31% (1) és 38,8%
(2) (5.b &bra). Ezek az eredmények szintén aldtamasztjak
a konjugatumok elényds tulajdonsagat a szabad haté-
anyaggal szemben.

Az NGR-Dau konjugatumok

és a szabad Dau hatasa HT-29 tumort hordozd egereken
Az ortotopikusan beliltetett HT-29 tumoros egereken a ke-
zeléseket a beiltetést kdvet6 6. napon kezdtiik el az el6z6
kisérletekkel azonos vegyiiletkoncentraciékat alkalmazva.

Daunomicinnel a beiiltetést kévetd 6., 13. és 20. napon végez-
tiink kezelést. Az ebbe a csoportba tartozo allatokat termi-
nalni kellett a 24. napon a jelentds testtomegvesztés (>20%)
miatt (6.a dbra). A konjugatumokkal 7 kezelést végeztiink
aé6., 8,10, 13,17, 20. és 24. napokon. A kisérletet a 27.
napon fejeztiik be a kontrollcsoport és az 1 konjugatummal
kezelt csoport jelentésebb testtomeg-csokkenése miatt.
A 2 konjugatummal kezelt csoportban nem tapasztaltunk
szignifikans testtomegcsokkenést (6.a dbral. A tumorokat
kioperalva megallapithatd volt, hogy a kontrollhoz képest
nem volt szignifikans a gatlas az 1 konjugadtummal kezelt
csoportban (16,9%) (6.b dbra). Ezzel szemben a 2 konjuga-
tummal kezelt csoportban lényegesen nagyobb tumornd-
vekedés-gatlast tudtunk detektalni (45,7%). A legnagyobb
gatlast a szabad daunomicinnel kezelt csoportban mértiik
(67,7%), azonban ez az eredmény nem teljesen dsszeha-
sonlithato a tobbi csoporttal, mert azok 3 nappal késébb
lettek terminalva. Mivel a kisérlet eldrehaladtaval a tumorok
egyre gyorsabban névekednek, igy nagy valdszinlséggel
a toxikus mellékhatas mellett a szabad hatdéanyag haté-
konysaga sem jobb, mint a Nle-t tartalmazé konjugatumé.
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5. ABRA. NGR-Dau konjugatumok hatasa KS-beiiltetett egerekben térténd a) proliferaciora és b) érképzédésre. A diagramok atlag+SE értékeket

abrazolnak. Mann-Whitney-teszt, *p<0,05, **p<0,01
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6. ABRA. NGR-Dau konjugatumok (1 és 2, 10 mg/ttkg Dau-tartalom, 11 kezelés: fekete nyilak) és szabad Dau (1 mg/ttkg, 5 kezelés: piros nyilak]
hatadsa HT-29 tumorral transzplantalt egerekre. a) Az allatok relativ testtomege (atlag+SE), b) tumortémeg (g, 4tlag+SE), c] majtomeg/testtémeg
arany (atlag+SE) a kisérlet terminaldsa utan, a transzplantaciét kovets 27. napon (konjugatumok és kontrollcsoport esetén) vagy a 24. napon
(Dau-csoport esetén). 8 allat/csoport, Mann-Whitney-teszt, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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7. ABRA. NGR-Dau konjugatumok hatasa HT-29 tumorral ortotopikusan beiiltetett egerekben torténd a) proliferaciora, b) érképzédésre és c) a me-
tasztazisok mennyiségére. A diagramok atlag+SE értékeket abrazolnak. Mann-Whitney-teszt, *p<0,05

Az eredményekbdl az olvashatd ki, hogy a CD13-negativ, de
integrinpozitivtumortipuson az a konjugatum hatékonyabb,
amely kdnnyen at tud alakulni izoAsp szarmazékka, amely
igy hatékonyan felismeri a tumorsejteken lévg integrineket.
A majtoxicitasi vizsgalatok ebben az esetben is a szabad
Dau nagyobb toxicitdsat mutattak (a révidebb kezelési idé
ellenére 14,5% tomegcsokkenés a kontrollhoz képest), mig
a konjugatumok esetében elhanyagolhatd volt a valtozas
(3,8% [1] és 2,2% [2]) (6.c abral.

Ebben az esetben is megvizsgaltuk a tumorsejtek osztoda-
si képességét, illetve az érképzddés gatlasat (7.a és 7.b dbra).
A proliferacids index csdkkenése a kontrollhoz képest 11,2%
(Daul, 12,9% (1) és 15,1% (2] volt, valamennyi szignifikans
a kontrollhoz képest. Az érképzédésgatlas pedig egyenként
38%, nem szignifikans (Dau) és 41,5% (1) valamint 36,1% (2],
amely értékek szignifikdnsnak adédtak.

Az ortotopikus tumormodell miatt ebben az esetben méd
volt arra, hogy vizsgaljuk a Dau és a konjugatumok attétkép-
zésre gyakorolt hatasat is. Az 1 konjugatum esetében nem
tapasztaltunk jelentds metasztazisgatlast (4,9%) a kontrollhoz
képest (7.c dbra). A Nle-t tartalmazd konjugatum (2) ebben

a tesztben is hatékonyabbnak bizonyult (22,2%). A Dau itt
kimagaslé hatast mutatott (kézel 80%), de figyelembe kell
venni, hogy a kezelés hamarabb véget ért ebben a csoportban.

KONKLUZI0

A peptidekkel irdnyitott hatéanyagok egyre nagyobb figyel-
met kapnak a célzott tumorterapidban. Ennek a kutatasi
iranynak a legfontosabb feladata, hogy megfeleld iranyito-
peptideket talaljon, amelyek alkalmasak a tumorsejtek haté-
kony és szelektiv felismerésére, és igy a hatdanyagok célzott
tumorsejtbe juttatdsara. Ez jelentdsen novelheti a személyre
szabott terdpia tarhazat, és ezaltal megvaldsithato, hogy
a beteg életmindsége ne romoljon a kezelés soran. Jelen
munkankban két NGR szekvenciat tartalmazd peptid (Dau=A-
0a-GFLGK(ciklo[KNGRE]-GG)-NH, (1) és Dau=Aoa-GFLGK(-
ciklo[NleNGRE]-GGJ)-NH, (2)) konjugatumot vizsgaltunk. Az
NGR peptidek jellemzdje, hogy szukcinimidgylri-zarodason
keresztil izoDGR-szarmazékka tudnak alakulni. Mindkét
peptidtipus olyan receptorokhoz tud kotédni (az el6z6 a CD13
receptorhoz, mig az utébbi az integrinekhez), amelyeknek
szerepiik van a tumorszovetet ellato Uj erek képzédésében és
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a metasztazisban. Ezért az NGR peptidek stabilitdsa fontos
faktor abbol a szempontbdl, hogy mely receptorokon tudja
kifejteni a hatasat. Ugyanakkor felvetddik olyan szarmazékok
eléallitasa is, amelyek az atalakulas folytan mindkét recep-
toron keresztiil hathatnak (kettds célzas). Az alkalmazott
két peptid kozott egyetlen kiilénbség, hogy a ciklusban az
NGR szekvenciat megelézéen Lys, illetve Nle talalhato. Ez
jelentds stabilitasbeli kiilonbséget jelent. Mig a Lys-tartalmd
konjugatum (1) stabil, addig a Nle-t tartalmazé (2) képes
az NGR-izoDGR atalakulasra. Ezért ezt a két konjugatumot
vizsgaltuk Kaposi-szarkéma CD13-negativ és integrinpozi-
tiv], illetve HT-29 vastagbél-adenokarcinéma (CD13-negativ,
de integrinpozitiv) tumorokon in vivo. Az eredményeink
azt mutattak, hogy a CD13+ KS tumoros egereken a stabil
szerkezet(, tehat a CD13 receptort felismerd 1 konjugatum
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