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A hasnyalmirigytumor, a kis esetszam ellenére is, az egyik
legnagyobb kihivas a tumorterapia teriiletén, mivel a gyo-
gyitasa jelenleg nem megoldott, és az 6t éven tali tulélés
kevesebb mint 5%. Ezért Uj, innovativ megoldasok kutatasa
kildnos jelentéséggel bir ezen a teriileten. A célzott tumor-
terdpia Uj lehetéséget nyujthat a hasnyalmirigytumor haté-
kony gyogyitasaban. Munkank soran arra torekedtiink, hogy
olyan peptidalapu irdnyitomolekuldkat keressiink, és ezek
szerkezetét Ugy modositsuk, hogy azok alkalmasak legyenek
tumorellenes hatdéanyagok célba juttatadsara. Tobb olyan
peptidet hasonlitottunk dssze, amelyek hatékonyan ismerik
fel a hasnyalmirigytumor-sejteken megjelend specifikus vagy
tultermel6dd receptorokat. Szerkezet-hatds 6sszefliggéseket
allapitottunk meg, amelyek a késébbi gydgyszertervezé-
sekben is hasznosak lehetnek. Az in vitro leghatékonyabb
konjugatum (Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH) tu-
morndvekedést gatlo hatasat in vivo is vizsgaltuk néstény
SCID egereken. Az elért 30% korili gatlas amellett, hogy
a konjugatum nem mutatott toxikus mellékhatast szemben
a szabad daunorubicinnel, jo kiindulas lehet a tovabbi, még
hatékonyabb konjugadtumok eléallitasa felé. Magy Onkol
63:301-308, 2019

Kulcsszavak: gyogyszer célba juttatasa, célzott molekula-
terapia, peptidkonyvtar, hasnyalmirigytumor, daunorubicin

Despite the small number of cases, pancreatic cancer is
one of the biggest challenges in tumor therapy as its treat-
ment is not yet resolved and the expected 5-year survival
rate is only 5%. Therefore, innovative solutions for pancre-
atic cancer are of great importance. Targeted tumor therapy
might provide new possibilities in this field. In our research,
we focused on finding peptide-based homing molecules and
modified their structure to achieve better targeting proper-
ties. We compared several peptides that efficiently recog-
nize receptors that are specific for or overexpressed by pan-
creatic cancer cells. Their structure-effect relationship was
determined that can be useful during drug designing in the
future. The antitumor effect of Dau=Aoa-GFLG-K[Dau=Aoal
SKAAKN-OH conjugate, which turned out to be the most ef-
ficient one during in vitro studies, were analyzed in vivo in
female SCID mice. The obtained 30% inhibition, beside the
low toxic side effects, might be a good starting point to de-
velop further, more powerful conjugates.
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BEVEZETES

A hasnyalmirigytumor az egyik legagresszivabb és legve-
szélyesebb tumortipus. Bar a daganatos megbetegedések
kozott eléforduldsa viszonylag csekély (3-4%), azonban az
esetek ~80%-a a felismerést kovets egy évben haladlhoz
vezet, és az 5 éven tali talélés is csak 5%-os (1). A magas
mortalitdsnak az egyik f6 oka a betegség lassu kialakulasa
és az atipikus tiinetek miatti nehéz felismerés, ami ahhoz
vezet, hogy a betegséget csak akkor diagnosztizaljak, amikor
az mar nem operalhaté és gyogyithatd. Raadasul az alkal-
mazott kemoterapias szerek szelektivitdsanak hianya miatt
szamos mellékhatas léphet fel, tovabba gyorsan kialakul
elleniik a tumorsejtek rezisztenciaja is (2). Tovabbi problé-
ma a hasnyalmirigytumorok alacsony vaszkularizacidja és
a tumort koriilvevé dezmoplasztikus stroma, amely gatolja
a gyogyszer tumorszovetbe jutasat (3). Ezért a duktalis has-
nyalmirigy-adenokarcinéma (PADC) gydgyitasa tovabbra is
egy nagy kihivas a kutatdk és orvosok szamara. Reményeink
szerint e tumortipus gyogyitasa terén is attérést hozhat az
an. célzott tumorterapia (4). A fent leirtak miatt, a célzott
tumorterapiara kifejlesztett anyagok koziil a kismolekulas
hatéanyag-konjugatumok (SMDCs) jobb gydgyszerjeldl-
tek lehetnek, mint a tumorszovetekbe rosszul penetrald
ellenanyag-drog konjugatumok (ADC-k] (5). Az NVKP_16-
1-2016-0036 palyazat keretében olyan, hasnyalmirigytu-
morokat felismeré iranyitépeptideket kerestiink, amelyek
alkalmasak lehetnek olyan konjugatumok eldallitasara,
amelyek nagy szelektivitassal és hatékonysaggal be tudnak
jutni e tumorsejtekbe. Az irodalomban leirtak néhany PADC-t
felismerd peptidszekvenciat (neurotenzinreceptor-spe-
cifikus [RRPYIL], plektin-1 fehérjét felismerd [KTLLPTP,
TMAPSIK] vagy Frizzled-receptor-specifikus [CKAAKN]
iranyitopeptidek), amelyeket els6sorban liposzémak célzott
tumorsejtbe juttatdsara alkalmaztak, de ezek 6sszehason-
litdsara és szerkezetlik optimalizalasara nem kerdilt sor. Az
itt bemutatott szisztematikus kisérletsorozatunkban erre
tettiink kisérletet.

ANYAGOK ES MODSZEREK
A sejtfelszini kotodés és az internalizacio aramlasi
citometriai vizsgalata
Az dramlasi citometrids vizsgalatok soran PANC-1 (human
duktalis hasnyalmirigytumor) sejteket alkalmaztunk (szar-
mazas: European Collection of Authenticated Cell Cultu-
res [ECACC], Salisbury, UK), melyeket DMEM médiumban
(Lonza, Basel, Svajc) tenyésztettiink, 10% hdinaktivalt FBS
(Fetal Bovine Serum, Gibco®/Invitrogen Corporation, New
York, NY, USAJ, 2 mmol/L glutamin (Lonza) és 1% Penicillin/
Streptomycin antibiotikum (Gibco®/Invitrogen Corporation)
mellett. A sejteket T25-0s tenyésztGedényben novesztettiik,
37 °C-on, 5% CO,-tartalmu inkubatorban.

A konjugatumok sejtfelszini két6désének és internaliza-
cidjanak vizsgalatat aramlasi citométerrel végeztiik (FACS-
Calibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), kihasznalva
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a peptidekhez kapcsolt daunorubicin (Dau) fluoreszcens
aktivitasat (A, isqe=488 NM, A, ee,s=585 nm).

A sejtek kililtetését huszonnégy éraval a konjugatumokkal
és a szabad daunorubicinnel torténé kezelés el6tt végeztiik (12
kamras lemezek, 2,5x10° sejt/ml koncentracio, 900 pl/kamra).
Akonjugatumok sejtfelszini kotédésének és internalizacidjanak
elkilonitése céljabol a sejtek kezelése két hémérsékleten
tortént parhuzamosan (37 °C és 4 °CJ, a konjugatumok 10-°M
végkoncentracioju oldataival. A 30 perces inkubacios idd letelte
utan, egy PBS-es mosasi lépést kovetden a sejtek lemezrél
eltavolitasa TrypLE (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA] reagens alkalmazasaval tortént, elkerilve ezaltal a sejt-
felszini fehérjék degradacidjat. Az enzimatikus disszocialtatas
(3-5 perc] ledllitdsdhoz 500 pl friss médiumot adtunk a kam-
rakhoz. A sejtszuszpenzid centrifugalasat kdvetben a sejteket
400 pl/cs6 PBS-ben szuszpendaltuk és a mintakat aramlasi
citométer felhasznalasaval mértiik, amely a sejtek fluoresz-
cenciaintenzitdsanak detektalasan alapul. Az eredmények
kiértékeléséhez CellQuest Pro (Becton-Dickinson) és Flowing
2.5.1. (Turku Centre of Biotechnology, Turku, Finnorszag)
programokat hasznaltunk. A mérés soran mintanként 2-2
parhuzamost alkalmaztunk, a kisérletet kétszer végeztiik el.
A csak friss médiummal, 37 °C-on és 4 °C-on kezelt sejteket
tartalmazoé mintakat hasznaltuk kontrollként.

A4 °C-o0s és 37 °C-os mintak fluoreszcenciaintenzitasait
(amiket a késziilék altal meghatarozott geometric mean
channel [GeoMean] értékkel definidlhatunk) korrigaltuk
a kontrollmintak autofluoreszcenciajat jellemz6 GeoMean
értékekkel. A 4 °C-on kezelt sejtek fluoreszcenciaintenzi-
tasa a sejtfelszinen kotédott konjugatumok mennyiségével
aranyos, mig a 37 °C-on kezelt sejtek fluoreszcenciain-
tenzitdsa egyrészt a felszinhez kot6dott, masrészt a sejtek
altal felvett konjugatumok jelébél tevédik dssze. A 37 °C-
on inkubalt sejtek GeoMean-értékébdl a 4 °C-on inkubalt
sejtek GeoMean-értékeinek kivonasaval szamitottuk ki az
internalizalédott konjugatumok mennyiségével aranyos fluo-
reszcenciaintenzitas értékét.

In vitro életképesség/citotoxicitds meghatarozasa
Avizsgalt PANC-1 tumorsejtvonal laboratoriumi korilmények
kozott adherens tulajdonsagokat mutat, ezért a vizsgalataink-
ban elemzésre kerdilt Uj, potencidlisan tumorellenes anyagok
viabilitdsra/citotoxicitasra kifejtett hatasainak elemzésére
a sejtkitapadast valds idejl rendszerben kdvetd, impedimetriai
kiértékelést alkalmaztunk. A mérési technika a valtéaramu
térben mérhetd elektromos ellenallas (impedancia, Z) re-
gisztralasan alapul. Az arany mérdelektrédokra killtetett
élé sejteket az Gket boritd foszfolipid kettds réteg fizikai
értelemben szigetel6vé teszi. Eza miiszeresen is jol mérhet6
tulajdonsag valtozik (csékken) a sejtekre hatd, citotoxikus
anyagok hatadsara. Méréseinket a sejtes mintak impedimetriai
vizsgalataira kialakitott xCELLigence SP (ACEA Biosciences,
San Diego, CA, USA) berendezéssel végeztiik, 37 °C-on és
5% CO0,-koncentracié mellett.



Akisérletek el6készit6 szakaszaban - alapvonal felvétele
-amérdelektrodokkal ellatott, 96 kamrat tartalmazé speci-
alis tenyésztélemez, E-plate (ACEA Biosciences) el6kezelése
frissen készitett sejttenyésztd médiummal tortént (60 perc;
mintavételi gyakorisag: percenként). Ezt kovet6en a PANC-1
sejtek kamrakba ultetése tortént, 10* sejt/kamra denzitasban.
A 24 6ras inkubacid soran a sejtek egyenletesen befedik az
E-plate-en talalhatd mérékamrak aljan elhelyezkedd elektro-
dokat. Az igy kialakult konfluens sejttenyészeteket ezutan
kezeltiik meg a vizsgalt anyagokkal a kovetkezé koncent-
raciokban: 107, 105, 10 M. A kezelés teljes id6tartama 72
dra, a mintavételi gyakorisag 1 perc (0-24 éra; illetve 15 perc
(48-72 6ra) volt. Méréseink soran 3 parhuzamost alkalmaz-
tunk, kontrollként a hatéanyagmentes tapfolyadék szolgalt.

A késziilék az impedanciavaltozast Cell index (Cl) for-
maban jeleniti meg, ami egy relativ (kiindulasi idépontra vo-
natkoztatott), mértékegység nélkili mutatészam. A kapott
Cl-eredmények elemzését az xCELLigence kiértékeld RTCA
2.0 programjaval, valamint Origin Pro 8.0 program segitségével
végeztiik. A konjugatumok hatasanak jellemzésére a kontroll
szazalékaban kifejezett, normalizalt Cl-értékeket hasznaltuk.

A konjugatumok degradacidja

patkanymaj lizoszéma-homogenatumban
Akonjugatumok lebomlasat patkanymaj lizoszdmaprepara-
tum felhasznalasaval vizsgaltuk és a keletkez6 fragmenseket
LC-MS technikaval hataroztuk meg (). A lizoszéma-ho-
mogenatum fehérjetartalma 16,6 pg/ul volt. A homogena-
tumbol 12,5 pg fehérjetartalom mennyiséget adtunk 0,2 M
natrium-acetat pufferben (pH=5,03) oldott 12,5 pg peptid-
hez. Areakcidelegyet 600 rpm fordulatszam keverés mellett
inkubaltuk 37 °C-on, és 50 pl térfogatd mintakat vettiink
a kovetkezd id6pontokban: 0, 5, 15, 30 perc, illetve 1, 2, 6, 24
és 72 o6ra. Az enzimaktivitast 5 pl hangyasav hozzaadasaval
allitottuk le. A mintakat -25 °C-ra leh(tve a felhasznalasig
fagyasztott allapotban taroltuk.

Az LC-MS-analizist Q Exactive Focus, nagy felbontasu és
nagy pontossagu, hibrid kvadrupol-orbitrap témegspektromé-
terrel (Thermo Scientific, Bremen, Németorszag) végeztiik,
HPLC-oszlopon torténd elvalasztas utan. Az HPLC-elvalasz-
tast Dionex 3000 UHPLC-rendszeren Supelco Ascentis C18
oszlop (2,1x150 mm, 3 um) hasznalataval végeztik. Linearis
gradiens eluciét (0 perc 2% B, 1 perc 2% B, 17 perc 90% B)
alkalmaztunk, ahol az A eluens 0,1% HCOOH/viz (V/V), a B
eluens 0,1% HCOOH/acetonitril-viz (80:20) (V/V) volt 0,2 ml/
perc folydsi sebesség mellett 40 °C-on temperalva. A nagy
felbontasu tomegspektrumot m/z 200-2000 tartomanyban
vettiik fel. Az LC-MS adatokat Xcalibur szoftver (Thermo
Scientific) segitségével analizaltuk.

In vivo vizsgalatok

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
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jovahagyasaval tortént. Allatkisérleti engedélyek szama:
PEI/001/1738-3/2015 és PEI/001/2574-6/2015.

A hasnyalmirigytumor kisérleti allatokban torténd ki-
alakitdsdhoz PANC-1 human pankreadsztumorsejteket
alkalmaztunk.

Az in vivo antitumor hatds meghatarozasa el6tt akut
és kronikus toxicitasi teszteket végeztiink a 15-6s szamu
Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH konjugatummal.
A kisérlethez egészséges him Balb/c egereket hasznaltunk
(3 egér/csoport, melyek tomege 29-33 g volt). A konjuga-
tumot vizben oldottuk és 0,1 ml/10 g testtomegtérfogatban
injektaltuk a megfeleld koncentraciokban. Az akut toxicitas
mérése soran intraperitonealis (ip.) injektalas tortént 4 kon-
centracidban: 3,125, 6,25, 12,5, és 25 mg/ttkg Dau-tartalom
szerint. A kronikus toxicitas vizsgalata soran az egereket
5 alkalommal kezeltiik 10 mg/ttkg Dau-tartalmu anyaggal
a kovetkezd napokon: 1., 3., 7., 9. és 11. nap. A toxicitas érté-
kelése a kdvetkez6 szempontok szerint tortént: élettartam,
viselkedés, fizikai megjelenés és testtomeg. A paramétereket
14 napon at regisztraltuk.

A PANC-1 sejteket szubkutan (sc.) injektaltuk ndstény
SCID egerekbe (22-34 g), allatonként 3x10¢ sejtet 200 pl
térfogatd M199 médiumban. Az intraperitoneadlis (ip.) médon
folytatott kezelést a sejtek injektalasat koveté 10. napon
kezdtiik, amikor az atlagos tumorméret 36 mm? volt. Négy
kezelési csoportot alakitottunk ki, csoportonként 7 allattal,
amelyeket a kdvetkezéképpen kezeltiink: a kontrollcsoportot
a konjugatumok olddszerével (M199 médium, 200 ul) kezel-
tiik, a szabad Dau-val kezelt csoport injektalasa a (PANC-1
sejtek bejuttatasat kovetd) 10., 19. és 24. napokon tortént
1 mg/ttkg Dau-val. A konjugatum tesztelése két csoport-
ban tértént: az egyik csoportot 10 mg/ttkg Dau-tartalmu
anyaggal (21,6 mg/kg konjugatum) kezeltiik, a masikat 2
mg/ttkg-mal (4,3 mg/kg konjugatum) a kovetkezd napokon:
10.,13.,19., 21., 24., 28., 31., 34.,39., 42., 46., 49., 53., 6.,
60., 63., 67. és 70. napok. A kisérletet a 74. napon termi-
naltuk (a kezelés kezdetétél szamitott 65. napon). A szabad
Dau-val kezelt csoportot mar 3 kezelés utan, a 28. napon
(kezelés 19. napja) terminalni kellett az allatok jelents
sllyvesztesége miatt.

A statisztikai analizishez Mann-Whitney-tesztet alkal-
maztunk.

EREDMENYEK

Neurotenzinreceptor-specifikus konjugatumok

A 2010-es évek elején mutattak ki, hogy a neurotenzinre-
ceptor 1 (NTR) egy igéretes biomarker a célzott tumor-
terapia szempontjaboél. A hasnyalmirigytumorok 75%-a
nagy mennyiségben expresszalja ezt a receptortipust,
mig az egészséges hasnyalmirigysejtek felszinén nem
jelenik meg (7, 8). A neurotenzin (NT) egy 13 aminosav-
bol allé neuropeptid (<ELYENKPRRPYIL-OH, ahol <E =
piroglutaminsav), amelyrél kimutattak, hogy elsésorban
a szekvencia 8-13. aminosavig tarté szakasza felelds a re-
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1. TABLAZAT. PADC-specifikus peptidek daunorubicin-konjugatumai és PANC-1 sejtekre gyako-

rolt tumorellenes hatasuk

Kod Konjugatum

Neurotenzinanaldg konjugatumok

Sejtéletképesség
(%, 10-° M, 72 éra)

1 Dau=Aoa-RRPYIL-OH 75,3%
2 Dau=Aoa-KRRPYIL-OH 4,7%
3 Dau=Aoa-KPRRPYIL-OH 124,6%
4 Dau=Aoa-GFLG-KRRPYIL-OH 13,0%
5 Dau=Aoa-GFLG-KPRRPYIL-OH 11,0%
Plektin-1-receptor-specifikus konjugatumok
Dau=Aoa-KTLLPTP-NH, 4,8%
7 Dau=Aoa-GFLG-KTLLPTP-NH, 197,9%
8 Dau=Aoa-TNleAPSIK-NH, 31,5%
9 Dau=Aoa-KTNleAPSIK-NH, 120,3%
10 Dau=Aoa-GFLG-KTNleAPSIK-NH, 37,5%
Frizzled-receptor-specifikus konjugatumok
1 Dau=Aoa-SKAAKN-OH 112,5%
12 Dau=Aoa-KSKAAKN-OH 154,2%
13 Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-0OH 105,1%
14 Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa-GFLG)SKAAKN-OH 31,3%
15 Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH 0,1 %

ceptorkotédésért és a bioldgiai aktivitasért (9). Ezért az
RRPYIL szekvenciat vettik alapul konjugatumaink meg-
tervezésénél. Vizsgaltuk, hogy mi az optimalis peptid-
lanchosszlsag a konjugatumban, illetve hogy sziikséges-e
a tumorellenes hatdas kifejez6déséhez a daunorubicin és
aziranyitépeptid kozé katepszin B labilis tetrapeptid spa-
cer (GFLG) beépitése, ami bizonyos esetekben segithet
a tumorsejtekben a megfelelé hatéanyagot tartalmazé
metabolit felszabaduldsaban. A Dau-t oximkdtéssel kap-
csoltuk a peptidekhez (10). Impedimetrian alapuld sejt-
életképesség- (viabilitds) méréssel megallapitottuk, hogy
az optimalis szerkezet({ konjugdtum a Dau=Aoa-KRR-
PYIL-OH (Dau=Aoa-K-NT(8-13) (2], ahol Aoa = aminooxi-
acetil-csoport] volt. A PANC-1 sejteken mért viabilitasi
értékeket 72 oras kezelés utan a 10° M koncentracional
mért adatok szerint adjuk meg, a kontrollra vonatkoztatott
szazalékos értékben (1. tablézat], amely e konjugatum
esetében 4,7% volt. A Lys elhagydsa (Dau=Aoa-NT8-13,
Dau=Aoa-RRPYIL-OH [1]), vagy Pro beépitése a Lys és
Arg kozé (Dau=Aoa-NT6-13, Dau=Aoa-KPRRPYIL-0H [3]],
jelentésen csdkkentette a tumorellenes hatast. A GFLG
spacer beépitésével nem tudtunk hatadsnovekedést elérni
(Dau=Aoa-GFLG-K-NT(8-13), Dau=Aoa-GFLG-KRRPYIL-OH
[4]; 13,0%]), bar a hosszabb neurotenzin 6-13 szekvencia
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esetén a spacer nélkili varidnshoz (3) képest jelents
javulas volt megfigyelhetd (3: 124,4% helyett Dau=Aoa-
GFLG-KPRRPYIL-OH [5]: 11,0%)].

Plektin-1 fehérjét felismerd peptidek

2008-ban Kelly és munkatarsai mutattak ki, hogy a plektin-1
fehérje (Plec-1) egy lehetséges biomarker a primer és me-
tasztatizalt PADC korai stadiumban valé kimutatasara (11).
A Plec-1 mennyisége a betegség eldrehaladtaval jelentésen
novekszik a tumorsejteken, igy j6 célpontja lehet az irdnyitott
tumorterapianak, mivel a normalis sejteken a megjelenése
elhanyagolhaté. Két, az irodalomban leirt peptidet vontunk
be a vizsgalatokba, amelyeket faghemutatasos technikaval
szelektaltak Plec-1 fehérjére. Az egyik a KTLLPTP, a masik
a TMAPSIK szekvenciat tartalmazé heptapeptid volt (11, 12).
A KTLLPTP peptidbdl eldallitottuk a peptidhez kozvetleniil
oximkotéssel kapcsolt Dau-tartalmu konjugatumot (Dau=
Aoa-KTLLPTP-NH, [6]) és a GFLG spacerrel hosszabbitott
variansat (Dau=Aoa-GFLG-KTLLPTP-NH, [7]). A sejtéletké-
pességi vizsgalatok (1. tablazat] azt mutatték, hogy a spacer
beépitése teljesen lerontotta a rovidebb peptidet tartalmazd
konjugatum igéretes tumorellenes hatasat (6: 4,8% és 7:
197,9%). A masodik peptid esetében az oxidaciora érzékeny
metionint kicseréltik norleucinra (az oldalldncban kénatom
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1. ABRA. A Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH konjugatum (15) szerkezete

helyett CH,-csoportot tartalmazé aminosav), ami altalaban
megengedett csere, ha a metioninhoz nem kapcsolhaté specia-
lis bioldgiai funkcié. A Dau=Aoa-TNIeAPSIK-NH, (8) konjugatum
kozepes hatast gyakorolt a sejtéletképességre (31,5%) az adott
koncentracidban és iddintervallumban. Mivel a masik Plec-
1-et felismerd peptid (KTLLPTP) N-terminalisa KTL tripeptid
szekvenciaval kezdddik, kiprobaltuk, hogy novelhetd-e az utobbi
konjugatum tumorellenes hatasa (Dau=Aoa-TNI(eAPSIK-NH,)
egy lizin beépitésével. Azonban az Gj konjugatum (Dau=Aoa-KT-

NLeAPSIK-NH, [9]) egyaltalan nem csékkentette a PANC-1
sejtek életképességét (120,3%). Ha azonban beépitettiink még
egy GFLG spacert is (Dau=Aoa-GFLG-KTNleAPSIK-NH, [10]),
a tumorellenes hatas visszatért (37,5%).

Frizzled-receptor-specifikus iranyitopeptid

A CKAAKN szekvenciat kombinalt in vitro és in vivo fagbe-
mutatasos eljarassal szelektaltak, és ez a peptid igen jo ko-
tédést mutatott Frizzled-5 (FZD-5) receptort tllexpresszald

2. TABLAZAT. Az SKAAKN peptidalapt konjugatumok kotédése és sejtfelvétele PANC-1 sejteken
aramlasi citometriai vizsgalat soran mért relativ fluoreszcenciaintenzitas alapjan

Kod Konjugatum
1" Dau=Aoa-SKAAKN-OH

12 Dau=Aoa-KSKAAKN-0OH

13 Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH

14 Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa-GFLG)SKAAKN-OH
15 Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH

Kotodés Sejtfelvétel
0,09+0,17 1,63+0,36
0,83+0,16 5,23+0,26
0,01£0,01 0,46+0,24
0,07+0,08 2,78+0,57
0,46+0,15 7,67£1,15

A késziilék altal mért GeoMean (geometric mean channel) értékekbdl a kontroll esetén mért auto-
fluoreszcencia levonasaval kaptuk a tablazatban megadott értékeket, a kotédési értékek a sejtfel-
szinhez kot6dott konjugatumok Gsszehasonlitdsara szolgalnak, a sejtfelvételi értékek az internali-

zalddas mértékét mutatjak

MAGYAR ONKOLOGIA 63:301-308, 2019
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2. ABRA. Az SKAAKN iranyitopeptidet tartalmazé konjugatumok
lizoszomalis emésztése soran keletkezett legkisebb, hatdanyagot
tartalmazdé metabolitok mennyisége az id6 fliggvényében; (a 15-0s,
(b 11-14-es konjugatumok

pankreasztumorsejtekhez (13, 14). A FZD-5 egy Wnt-kot6,
7 transzmembran domént tartalmazé G-protein-kapcsolt
receptor, amely kulcsszerepet jatszik a Wnt/B-katenin szig-
nalutvonal aktivalasaban és igy a hasnyalmirigytumor sejt-
jeinek fokozott proliferacidjaban (15). A CKAAKN peptidet,
mint irdnyitdmolekulat a cisztein tiolcsoportjan keresztil
kapcsoltak egy modositott gemcitabinszarmazékhoz. Az
eléallitott konjugatum hatasosabb volt a szabad hatéanyag-
nal MIA PaCa-2 human hasnyalmirigytumor-sejteken (16).
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Kisérleteinkben tovabbra is oximkotést tartalmazé Dau-t
alkalmaztunk a konjugatumok eldallitasara, elsésorban
azért, hogy az irdnyitomolekuldk szerepét 6ssze tudjuk
hasonlitani. Mivel e konjugalasi eljarashoz nincs sziikség
a cisztein tiolcsoportjara, ezért azt szerinre cseréltik, igy
elkeriilheté a nem kivant oxidacidos mellékreakcid. Harom
linedris konjugatumot allitottunk el (Dau=Aoa-SKAAKN-OH
(11), Dau=Aoa-KSKAAKN-OH (12) és Dau=Aoa-GFLG-KS-
KAAKN-OH (13)), azonban egyik vegyiilet sem mutatott
tumorellenes hatast PANC-1 sejteken. Azonban, ha a be-
épitett extra lizin oldallancan eladgazast épitettiink ki és oda
még egy daunorubicint kapcsoltunk, akkor ugrasszerGen
megnétt a konjugatumok gatld hatdsa. Amennyiben az
oldallancon is kiépitettiik a GFLG enzim labilis spacert

Akut toxicitas

357
=)
(@2}
[0}
£ 30
E
@
ke
25 T T 1
0 5 10 15
Nap
—e— 3,12 mg/kg —A&— 12,5 mg/kg
—=— 6,25 mg/kg —¥— 25mg/kg
Krénikus toxicitas
357
)
o
(¢}
g 30
)
(&)
’_
25 T T 1
0 5 10 15

Nap

3. ABRA. Az egerek [n=3/csoport) testtomegének alakuldsa a Dau=Aoa-
GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH konjugatummal (15) végzett akut és
krénikus (10 mg/ttkg Dau-tartalmd konjugatum) toxicitasi teszt soran.
A fekete nyilak az injektalasok id6pontjait jelzik




(Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa-GFLG)SKAAKN-OH [14]), akkor
10-° M koncentracidoban 72 6ras kezelést kdovetGen a sejt-
életképesség 31,3%-a volt a kontrollnak (1. tgblézat). Ha
az oldallancban elhagytuk a spacert, akkor dramaian nétt
a Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa]SKAAKN-OH (15) (1. dbra)
konjugatum tumorellenes hatasa (sejtéletképesség: 0,1%)
(1. téblézat). Mivel az eddig vizsgalt konjugadtumok koziil ez
a vegylilet bizonyult a leghatékonyabbnak, ezen a moleku-
lacsaladon végeztiink tovabbi részletesebb vizsgalatokat.

A két, elagazast tartalmazé konjugatum hatasbeli kiilonb-
sége magyarazhatd azzal, hogy az oldallancban is spacert
tartalmazd 14-es konjugatum kotédése és sejtbejutasa is
kisebb volt, mint az oldalldncban spacert nem tartalmazd 15-
os konjugatum esetén (2. tablazat]. Tovabba kimutattuk, hogy
a 14-es konjugatum patkanymaj lizoszéma preparatumban
valo degradalddasa is lassabb és a keletkezd aktiv metabo-
lit (Dau=Aoa-Gly-OH) mennyisége is kevesebb, mivel még
72 é6ra elteltével is kimutathatok a hatdanyagot tartalmazé
nagyobb fragmensek, amelyek kisebb bioldgiai aktivitassal
rendelkeznek (2. dbra). A lineéris konjugatumok, amelyek
csak egy hatéanyagot tartalmaztak, részben a lassabb deg-
radalédassal, részben a rosszabb sejtbejutasi képességlik,
vagy a keletkez6 metabolit szerkezete miatt nem mutattak
tumorellenes hatast. A Dau=Aoa-KSKAAKN-OH (12) konju-
gatum esetében jo kdt6dés és sejtbejutas volt megfigyelhetd,
de az aktiv metabolit (Dau=Aoa-Lys-OH) képzddése lassu.
Ezzel szemben a Dau=Aoa-SKAAKN-OH (11) konjugatum
esetében a Dau=Aoa-Ser-OH metabolit keletkezése gyors,
de a konjugatum kotédése és internalizacidja alacsonynak
bizonyult. A hatasbeli kiilonbségek okainak részletesebb
vizsgalata a tovabbi konjugatumok tervezése szempontjabol
lehet majd hasznos. Itt azonban a linearis konjugatumok
esetén tapasztalt tumorellenes hatds hidnya miatt ezeknek
az okoknak tovabbi vizsgalata nem folytatédott.

Mindezek utan a leghatékonyabb konjugatumot (Dau=
Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH [15]) in vivo kisérle-
tekben vizsgaltuk. A konjugatum him Balb/c egereken nem
mutatott sem akut toxicitast a vizsgalt 25 mg Dau-tartalom/
ttkg ddzisban, sem krénikus toxicitast 5x10 mg Dau-tarta-
lom/ttkg dézisban (3. dbra). A tumorndvekedés-gatlast
néstény SCID egerekbe sc. beliltetett PANC-1 tumormo-
dellen vizsgaltuk. A konjugatumot 2 mg Dau-tartalom/ttkg,
illetve 10 mg Dau-tartalom/ttkg dézisokban alkalmaztuk.
A 74 napig tarto kovetés sordn az elsé kezelés a tumorbe-
lltetés utani 10. napon tortént és az allatok 6sszesen 18

4. ABRA. A Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SKAAKN-OH konjugatum (15)
hatasa SCID egerekben (n=7/csoport) kialakitott hasnyalmirigytumor-
ra. A fekete és a piros nyilak a konjugatum, illetve a szabad Dau in-
jektalasi idépontjait jelzik. Az egerek testtomegét és a tumortérfoga-
tot a 74. napig monitoroztuk (a, b). A tumor tdmegének lemérésére
a kisérlet terminalasa utan kerdlt sor (c). A Dau-val kezelt csoportot
a 28. napon terminalni kellett. *p<0,05, **p<0,01 (Mann-Whitney-teszt)
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kezelést kaptak (3-4 naponta). A kontrollként alkalmazott
szabad Dau-t csak 3-szor tudtuk adni, mert az 1 mg/ttkg
dozis ellenére a 2. kezelést kdveten (19. nap) az egerek
rohamosan vesztettek a stlyukbdl, igy a 3. kezelést kdve-
téen ebben a csoportban a kisérletet abba kellett hagyni.
Mivel a PANC-1 tumor nagyon lassan nétt az egerekben, igy
a Dau-kezelt allatok tumornévekedése irrelevans a kisérlet
szempontjabol, mert a termindacié idépontjaig nem volt je-
lentds kiilonbség a tumorok méretében az egyes csoportok
kozott. A konjugdtummal kezelt allatok esetén nem volt
jelentds sulycsokkenés (0,8% és 4%, dozistdl fliggéen) az
allatokban, és ez nem tért el szignifikdnsan a kontrollcsoport
(8,5%) egyedeiétél (4.a abra).

Atumortérfogat-valtozast (-gatlast) kévetve, a vizsgalat
soran megallapithatd volt, hogy a 10 mg/ttkg dézissal kezelt
allatok esetén a 67. napon volt a legnagyobb kiilonbség
a kontrollhoz képest (43% gatlas), mig a 70. napon a k-
lonbség enyhén csékkent (39,3% gatlas). A kisebb ddzis
esetén ezek az értékek 67. nap: 14,5% és 70. nap: 17,5%
voltak (4.b gbral.

A kisérlet 74. napon torténd befejezése utan, a tumorok
kioperalasat kovetden, a tumortomegek nem mutattak ilyen
kiilonbséget a két alkalmazott dézis esetén. A tumortémegek
szerinti ndvekedésgatlas 2 mg/ttkg dézis: 27,3% és 10 mg/
ttkg dozis: 30,4% volt a kontrollhoz képest (4.c dbra).
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KONKLUZI0

Munkank soran eldallitottunk tobb mint 50 peptid-dau-
norubicin konjugatumot, ahol olyan peptidszekvencidkat
alkalmaztunk, amelyek igazoltan képesek a hasnyalmi-
rigytumorok felismerésére. El6szor tettiink kisérletet arra,
hogy ezeket az irdnyitomolekuldkat 6sszehasonlitsuk és
szerkezetiiket optimalizaljuk. Az itt bemutatott néhany
konjugatum segitségével kivanjuk szemléltetni, hogy milyen
kis szerkezeti valtoztatasok is milyen drasztikus valtozast
okoznak a tumorellenes hatasban in vitro korilmények ko-
zott. Ezek a hatasbeli kiilonbségek visszavezethet6k a kon-
jugatumok receptorkotédési és sejtbejutasi képességére,
valamint metabolizmusara. Természetesen még szélesebb
spektrumu hatdsmechanizmus-vizsgalatok sziikségesek
a tovabbi, még hatékonyabb vegyiiletek tervezése érdekében.
Ugyanakkor az eddigi leghatékonyabb vegyiilet segitségével
igazoltuk, hogy ezek a konjugatumok amellett, hogy nem
mutatnak jelentds toxikus mellékhatast szemben a szabad
hatéanyaggal, jelent6s tumorndvekedést gatlé hatassal ren-
delkezhetnek in vivo is. Mindazonaltal tovabbi fejlesztések
sziikségesek ahhoz, hogy olyan konjugatumokhoz jussunk,
amelyek akar onmagukban, akar egy kiegészit vagy kom-
binalt kezelés részeként sikerrel alkalmazhatéak lehetnek
az egyik legnehezebben gydgyithaté rakos megbetegedés,
a hasnyalmirigytumor ellen.
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