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Absztrakt

A fermentalt buzacsira-kivonatot (Avemar, FWGE) jelenleg specidlis — gydgyaszati célra szant — tapszerként hasznaljak
daganatos betegek esetében. Néhany, nemrég megjelent vizsgalati eredmény alapjan az FWGE antiproliferativ, antimetasz-
tatikus és immunoldgiai hatasokkal rendelkezik, amelyeket legaldbbis részben két kinonnak, a 2-metoxi-benzokinon és a
2,6-dimetoxi-benzokinon 6sszetevéknek tulajdonitanak. Ezen, aktivitassal kapcsolatos eredmények alapjan tovabb vizsgal-
tuk az FWGE in vitro antiproliferativ aktivitdsat dGnmagaban, és kombinacioban tobb, széleskorlien hasznalt citosztatikus
szerrel: 5-FU-val, oxaliplatinnal vagy irinotekannal human tumoros sejtvonalak széles spektruman. A dézis-valasz Gsszeflig-
gés vizsgalatahoz szulforodamin B assay-t alkalmaztunk, az IC., értékeket a Hill egyenlettel szamoltuk ki. Az egyideji és
egymast kovetd gyodgyszeralkalmazas 4ltal kivaltott gydgyszerkdlcsdnhatast Drewinko modelljével becstiltik meg, mig a po-
tencidlis klinikai aktivitast a relativ tumorellenes aktivitas (RTA) modellel hataroztuk meg. Az apoptozist DNS gélelektroforé-
zissel vizsgaltuk.

Az Avemar apoptézist és szignifikdns mértékl tumorellenes aktivitdst mutatott a 32 human rakos sejtvonal jelentds
részében. A legnagyobb aktivitdst a neuroblasztéma sejtvonalban észleltik, ahol az atlag 1Cg, érték 0,042 mg/ml volt.
Emellett az ICs, tartomany a nagyon keskeny, 0,3 mg/ml és 0,54 mg/ml kdz6tti tartomanyba esett 8 vastagbélrak sejtvonal
esetében. A kombinaciés kisérletek soran, az FWGE és az 5-FU, oxaliplatin vagy irinotekan szerek egyidej alkalmazasakor
additiv vagy szinergista gyogyszerkdlcsénhatast észleltlink a vastagbélrakos sejtvonalak esetén; a legerésebb hatast az 5-
FU-val térténé kombinacié mutatta. Az 5-FU és az FWGE egymas utani alkalmazasakor a szinergizmus megsz(int.

Az eredmények Gsszefoglalasaként megallapithatjuk, hogy az Avemar szignifikdns mérték( tumorellenes aktivitast fejtett ki
tumormodelliink esetében. Az FWGE 5-FU, oxaliplatin vagy irinotekan szerekkel torténé egyideji alkalmazasa soran additiv
vagy szinergista gyégyszerkolcsdnhatast figyeltiink meg. Az FWGE és az 5-FU szinergista hatasa vastagbélrakos sejtvonalak-
ban az alkalmazasi sorrendtél fligg, amennyiben az 5-FU kezelés megel6zi az FWGE kezelést, szinergia megfigyelhetd,

ellenkezd esetben nem szignifikans mérték (i antagonizmust tapasztaltunk.
Mindezek tovabb indokoljak az FWGE klinikai gyégyszer-kombinacidkban torténé alkalmazasanak vizsgalatat.

J

Bevezetés

A rékos betegek esetében jelenleg specidlis — gydgydszati célra
szant — tdpszerként haszndlt FWGE (fermented wheat germ
extract [fermentalt bizacsira-kivonat]) pontos kémiai dsszetéte-
le nem teljesen ismert [1]. Két kinont, 2-metoxi-benzokinont és
2,6-dimetoxi-benzokinont tartalmaz, amelyeknek valészintileg
jelentGs szerepiik van a szer szamos bioldgiai tulajdonsdgdban
[2]. Preklinikai in vitro és in vivo adatok szerint az FWGE anti-
proliferativ, antimetasztatikus és immunoldgiai hatdssal bir
[1-7]. A sejtvonalakra vonatkozo vizsgélatokban az FWGE prog-
ramozott sejthaldlt eredményezett a kaszpaz-PARP ttvonalon
keresztiil [7,8]. Az azonban még mindig nem vildgos, hogy e
multimolekuldris készitmény pontosan milyen mechanizmuson
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keresztiil inditja be a sejthaldlt. Kordbbi vizsgalatokban tobb
csoport is kimutatta, hogy az FWGE az anaerob glikolizisben és
a pentdzciklusban részt vevé enzimekkel is kapcsolatba 1ép
[2,9,10]. Ismert tdmaddaspontjai a transzketoldz, a gliik6z-6-
foszfat-dehidrogendz, a laktit-dehidrogendz és a hexokindz,
amelyek sziikségesek a DNS-szintézis prekurzorainak az 6ssze-
szereléséhez. [9]. A DNS-szintézisben a ribonukleotid-reduktaz
is érintett [6]. Ez az enzim szdmos rosszindulatd daganatban
upreguldciét mutat, ezért a kemoterdpia szempontjabdl vonzé
célpont. Szdmos elterjedt rdkellenes készitmény, példaul a
fludarabin, a citarabin és a gemcitabin citotoxikus hatdsukat
legaldbb részben a ribonukleotid-reduktdz gatlasa ttjan fejtik ki
[11]. A ribonukleotid-reduktdzra gyakorolt gatl hatdisaz FWGE
esetében is kimutathatd, igy az FWGE a nukleinsav-szintézist
szamos dtvonalon befolyasolhatja [1,8,11].
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Az FWGE monoterdpia humédn tumoros sejtvonalakra és
humdn tumoros xenograftokra gyakorolt citotoxikus hatdsa mel-
lett bizonyos adatok szinergikus gydgyszerkolcsonhatdsra utal-
nak 5-FU vagy a DTIC készitménnyel néhdny sejtvonal eseté-
ben [2,6].

A preklinikai adatokon feliil néhdny publikalt klinikai vizsg4-
lat is az FWGE human rakkezelésben gyakorolt jétékony hata-
sdra utal. A legfontosabb, ilyen adat a Demidov és munkatarsai
altal végzett. randomizalt, II. fazisd vizsgilatdbdl szarmazik;
a vizsgdlat a progressziomentes tilélés és a teljes tulélés szig-
nifikdns javuldsat mutatta a DTIC-FWGE kombindlt kezelés
esetében a DTIC monoterdpidhoz képest melanémdaban szenve-
dé betegeknél [12]. A Jakab és munkatdrsai altal, kolorektdlis
rakban szenved$ betegek esetében végzett vizsgalat hosszabb
tilélést és csokkent metasztazisképzddést mutatott a kemotera-
pidval kombindlt FWGE kezelés esetében az dnmagéban alkal-
mazott kemoterdpidban részesiils csoporthoz képest. A vizsgalat
tobbvaltozos elemzésében csak a tumor stddiuma és az FWGE
kezelés voltak a tilélés szignifikans eldrejelzdi [13]. Ezen ada-
tot azonban Gvatosan sziikséges értelmezniink, mivel a vizsgalat
elrendezése szerint nem volt randomizalt, és a betegcsoportok
kiegyensulyozatlanok voltak [1,13]. Hasonléan fontos, hogy
szamos vizsgdlat, beleértve a fentieket is, az €letminGség javula-
sat mutatta ki az egyidejiileg alkalmazott FWGE kezelésnek
koszonhetden [14].

Osszességében a rendelkezésre allo, korlatozott preklinikai és
klinikai adatok arra utalnak, hogy az FWGE hatasprofilja igére-
tes lehet a daganatos betegek esetében alkalmazott specidlis tap-
szerként, de potencidlis rakellenes készitményként is.

Jelen, széleskor(, in vitro vizsgdlatban célunk az FWGE
monoterdpia hatdsdnak, valamint a szokdsosan hasznalt 5-FU,
oxaliplatin és irinotekdn készitményekkel val6 kolcsonhatdsa-
nak vizsgdlata volt kiilonbozd tumorokbdl szdrmazé humdn
rakos sejtvonalak nagy paneljén. Ezen adatok értékesek lehet-
nek az FWGE kiilonb6z6 daganatos betegségekben vald
tovabbfejlesztése tekintetében, illetve az FWGE kombindciéban
valé alkalmazdsdra vonatkozo tovéabbi fejlesztések tekintetében
a potencidlis gydgyszerparok kivalasztasdhoz is.

Anyagok és médszerek

Gyogyszerek és vegyi anyagok

Az Avemar a Biropharma Kft. (Kunfehértd, Magyarorszag)
nagylelki ajdndéka volt. Az FWGE-t felhaszn4lasig szaritott por
formdjaban, 4 °C-on taroltdk. A kisérlethez az FWGE-t frissen,
steril vizhez adva, 100 mg/ml végkoncentricidban készitették
el. A feloldést kovetden az FWGE-t 150 g érték mellett centri-
fugéltdk a nem old6d6 anyag eltdvolitdsa céljabol. Az 5-FU, az
irinotekdn, az oxaliplatin és a szulforodamin B készitmények
beszerzése a Sigma Chemical Company (Németorszdg) tdrsa-
sagtol tortént. Az RPMI 1640 és a penicillin/sztreptomicin
készitmények a PAA-t6l (Pasching, Ausztria) érkeztek, mig a
fotalis borju szérumot (FBS) a Biochrom AG vallalatt6l (Berlin,
Németorszdg) vasaroltuk.

Sejtvonalak és tenyésztés

A kisérlethez az aldbbi, human rdkos sejtvonalakat hasznaltuk:
hererak (H12.1, 2102EP, 1411HP, 1777NRpmet), vastagbélrak
(HCT-8, HCT-15, HCT-116, HT-29, DLD-1, SW480,
COLO205, COLO320DM), nem kissejtes tiidérdk (A549,
A427, H322, H358), fej-nyakrdk (FADU, A253), méhnyakrak
epidermoid karcinéma (A431), eml6 adenokarcinéma (MCF-7,
BT474), ovarium adenokarcinéma (A2780), gyomorrdk (M2),
anaplasztikus pajzsmirigyrak (8505C, SW1736), papilldris
pajzsmirigyrdk (BCPAP), follikuldris pajzsmirigyrdk (FTC133),
melanéma (518A2), hepatéma (HepG2), glioblasztoma
(US7MG), neuroblasztoma (SHSYSY, SIMA). Minden sejtvo-
nalat egyrétegi sejttenyészetként, 37°C-on, 5% CO2 mellett,
parasitott levegdn, legfeljebb 80%-o0s egybefolydsig, 10%-os
FBS-sel és 1%-os penicillin/sztreptomicinnel kiegészitett RPMI
1640 tapkozegben tenyésztettiink.

Novekedésgatlo kisérletek

Az antiproliferativ hatds értékelése teljes fehérje szulforodamin
B (SRB) probaval tortént az eldzdekben leirtak szerint [15].
Osszefoglalva, a sejtek 96 lyuki lemezbe keriiltek a sejtvonalra
specifikus stirliségben, a préba teljes idStartama alatt fenndllé
exponencidlis novekedés biztositdsa érdekében. A sejtszdmot
el6zetesen, a sejtnovekedés kinetikdjdval hatdroztuk meg. 24 6ra
elteltével az exponencidlisan ndvekedd sejteket az egyes készit-
mények vagy azok kombindcioi higitdsi sorozatdnak tettiik ki a
megadott ideig, folyamatos médon. A gydgyszerek litemezésé-
vel Osszefligg6 hatdsok vizsgdlata céljabol az A gydgyszert a
sejtek rdoltdsat kovetden 24 6rdval adtuk hozzd, a B gydgyszert
pedig még 24 6rdval késébb, vagy forditva. Ezzel parhuzamo-
san tortént az egyetlen készitményt tartalmazé kontroll-lemezek
kezelése.

A proba teljes id6tartamat képez6 120 ora elteltével a kozeget
eltavolitottuk, és a sejteket 10%-os triklor-ecetsavval (TCA)
fixdltuk, majd a publikdlt SRB préba protokoll szerint dolgoz-
tuk fel [15]. Az abszorbancidt 570 nm-en mértiik 96 lyuku le-
mezolvasdval (Rainbow, SLT, Németorszag).

DNS-gélelektroforézis

Az apoptézis DNS gélelektroforézissel torténd meghatdrozdsa-
hoz az FWGE-vel IC,, mellett, 48 6rdn 4t kezelt lebeg6 sejteket
alkalmaztunk. A sejteket a PBS-sel val6é kétszeri dtmosdsukat
kovetSen lizispufferben (100 mM TRIS-HCL (pH 8,0), 20 mM
EDTA, 0,8% SDS) lizaltuk. Az rndz A segitségével 2 6ran at,
37 °C-on, illetve proteindz K-val (Roche Molecular Bio-
chemicals) egész éjszakan at, 50 °C-on, val6 kezelést kovetSen
a lizdtumokat DNS toltSpufferrel kevertiik. A DNS fragmensek
elvélasztdsahoz a prébdkat 1,5%-os agar6z gélen futtattuk, majd
etidium-bromiddal festettiik és desztilldlt vizzel oblitettiik. A
DNS Iétrdkat UV fény alatt jelenitettiik meg, és BioDocAnalyse
miszerrel (Biometra) dokumentaltuk.
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Adatelemzés

A dozis-valasz gorbéket Sigma Plot (Jandel Scientific, San
Rafael, CA) segitségével hatdroztuk meg, mig az ICy, értékeket
Hill egyenlettel szamitottuk ki. A gydgyszerkolcsonhatds érté-
keléséhez a Drewinko-modellt hasznaltuk [16]. Roviden 6ssze-
foglalva, hipotetikus gorbét szamoltunk ki gy, hogy megszo-
roztuk a kezelt és kezeletlen kontrollok ardnyat a monoterdpids
gorbe dozis-valasz adatpontjaival. Szinergia akkor feltételezhe-
t6, ha a hipotetikus gorbe a kombindcids gorbe felett fut, mig
antagonizmusra az utal, ha a hipotetikus gorbe a kombin4cios
gorbe alatt marad. Additivitds esetén a két gorbe fedi egymast.

A statisztikai szignifikancia probdjahoz kétvégli, nem paros
Student t-tesztet haszndltunk. Szignifikancidt akkor feltételez-
tiink, ha a p értéke <0,05 volt.

A potencidlis klinikai aktivitds becslése a plazma csticskon-
centrdci6 és az in vitro ICs, érték ardnyaként meghatdrozott,
relativ daganatellenes aktivitdssal (relative antitumour activity,
RAA) tortént [17]. Az 1 feletti RAA érték potencidlis klinikai
aktivitdst jelzett.

Eredmények

Az FWGE monoterapia antiproliferativ hatasa human rakos
sejtvonalakban

A 96 oras, folyamatos FWGE kezelés antiproliferativ hatdsat
SRB probdval mértiik a humdn tumorsejtvonalak széles panel-
jan. Az ICs értékeket Hill egyenlettel szdmitottuk ki, és a lega-
1abb hdrom, fiiggetlen kisérletbdl kinyert adatokat dtlaggrafiko-
non Osszegeztiik (1. dbra). Az FWGE IC;, értéke 0,038 mg/ml
és 0,7 mg/ml kozott mozgott, mig a medidn ICy, 0,33 mg/ml
volt.

Nevezetesen, a 9 g/nap standard FWGE dézis szdjon 4t vald
bevételét kovetden a becsiilt plazma csticskoncentrdcié a bete-
gek esetében 0,5-1 mg/ml [7]. E plazma csticskoncentraciét és
a sejtvonalak esetén megfigyelt ICs, értéket figyelembe véve, a
kalkulalt RAA érték legaldbb 1 vagy anndl tobb, ami potencidlis
Kklinikai aktivitdsra utal. A legmagasabb FWGE aktivitds a neu-
roblasztomds sejtvonalak esetében volt megfigyelhets, az ICs,
dtlagos értéke itt 0,042 mg/ml (RAA = 12-24) volt. Erdemes
megjegyezni, hogy az ebben a vizsgalatban szerepld, 8 vastag-
bélrakos sejtvonal esetében az ICs tartomdny nagyon sziik, 0,3
mg/ml és 0,54 mg/ml kozotti volt, 1,7-3,3 kozotti RAA éréket
eredményezve (1. abra).

Az FWGE altal el6idézett sejthalal médjanak kimutatasa egy
sejtvonal panel esetében

Az FWGE dltal el6idézett sejthaldl médjanak meghatdrozadsa
céljabol egy humdn rdkos sejtvonalakbdl 4ll6, reprezentativ pa-
nelt kezeltiink FWGE-vel IC,, koncentracidban, 48 6rdn keresz-
tiil. A kezelést kovetSen a lebegd sejteket begyjtottiik, és DNS
gélelektroforézist végeztiink. Minden kezelt sejtvonalban egyér-
telmiien kimutathaté volt a jellegzetes 180 bdzispar méreti
DNS-degradéciés 1étraszerkezet, amely az apoptdzis sordn
keletkezd specifikus DNS degraddciora utalt (2. dbra).

FWGE és 5-FU, oxaliplatin, valamint irinotekan kombinaciés
kezelés human vastagbélrakos sejtvonalak esetében

Az FWGE és 5-FU, irinotekdn vagy oxaliplatin készitmények-
nek val6 parhuzamos kitettség gyogyszerhatdsit egy 8, vastag-
bélrdkos sejtvonalbdl all6 panelen vizsgaltuk. A gydgyszerkol-
csonhatds modjat Drewinko médszerrel elemeztiik, az adatokat
az 1. téblazatban foglaljuk ossze. Osszességében, f6ként szigni-
fikans szinergizmus volt megfigyelhetd az FWGE-5-FU kombi-
nécié mellett (a 8 sejtvonalbdl 6 esetében), illetve kisebb mér-
tékben az irinotekdn €s az oxaliplatin kombindcidk esetében
(8 sejtvonalbdl 2 esetében). A tobbi sejtvonal esetében a gydgy-
szerkolcsonhatds additiv volt. Fontos, hogy a szimultdn alkal-
mazas nem jart szignifikdns mértékd antagonizmussal. A sziner-
gista gyogyszerkolcsonhatds egy, reprezentativ gorbéje a 3. ab-
rdn l4thato.

Az FWGE és az 5-FU egymast kovetd alkalmazasa a HT29 és a
HCT-8 human vastagbélrakos sejtvonalak esetében

A gyodgyszeriitemez€s hatdsanak értékelése céljabol a sejtek ra-
oltasat kovetden 24 éraval az exponencidlisan novekedd sejteket
FWGE ICj;, kezelésben, majd tovabbi 24 6ra milva sorozatos
5-FU higitasokkal kezeltiik, vagy forditva. A sejtek fixdldsdra
Osszesen 120 6rat kovetSen keriilt sor; a feldolgozas az SRB
protokoll szerint tortént. Az ICs, értékeket Hill egyenlettel sza-
moltuk ki Sigma plot segitségével, az adatok Osszefoglaldsa a 2.
tablazatban lathat6. Mindkét sejtvonalban, ha az 5-FU kezelést
a FWGE kovette, akkor additiv gydgyszerkolcsonhatds volt
megfigyelhetd. Masrészr6l, ha az FWGE alkalmazdsa 24 éraval
megel6zte az 5-FU-t, mindkét sejtvonal esetében az antagoniz-
mus irdnydba mutaté tendencia alakult ki. Ezen antagonista
hatds azonban nem volt statisztikailag szignifikdns mérték.
Osszesitve ezen eredmények arra utalnak, hogy az 5-FU és az
FWGE kozotti kolcsonhatds fiigg a szerek alkalmazdsdnak lite-
mezésétdl. Keriilendd tehat az FWGE 5-FU elétti alkalmazdsa.

Diszkusszié

Az Avemar a specidlis — gydgyaszati célra szant — tapszerek
daganatos betegek szamadra csoportba tartozik. Ajanlott ddzis-
ban jol tolerdlhatd, és terdpids ablaka tdg [2]. A rdkos betegek
tiineteit enyhitd kiegészité készitményként vald alkalmazasa
mellett tobbszorosen bizonyitott, hogy az Avemar rdkellenes
tulajdonsdgokat is kifejthet [1-3]. Eddig azonban e tumorellenes
hatdst csak szérvdnyosan vizsgaltak.

Ezért az 5nmagdban, illetve az 5-FU, oxaliplatin vagy irinote-
kén szokdsos citosztatikumokkal kombindcidban alkalmazott
FWGE preklinikai citotoxikus aktivitdsat vizsgdltuk humdn
tumoros sejtvonalak széles paneljén, a szer potencidlis tumorel-
lenes tulajdonsagainak értékelése céljabol.

A humdn tumoros sejtvonalak vagy humén tumoros xeno-
graftok altaldban a preklinikai gydgyszervizsgdlatok modellje-
ként szolgdlnak. Ennek ellenére koriiltekintSen kell eljarni az
eredmények értelmezésekor, mivel pozitiv prediktiv értékiik
csak kortilbeliil 60-70%-o0s [18,19]. A preklinikai, citotoxikus-
sdgra vonatkoz6 adatok prediktiv értékét erSsitheti a relativ da-
ganatellenes aktivitds modellje, amelynek segitségével megbe-
csiilhetd az adott gydgyszer potencidlis aktivitdsa az adott
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Neuroblasztoma

Glioblasztéma |

Hepatéma |
518A2 |

Pajzsmirigyrak

Gyomorrak |
Petefészekrak |

Gyomorrak

Petefészekrak |
Emlérak
Méhnyakrak
Fej- és nyakrak

NSCLC

Vastagbélrak

Hererak

SIMA -+
SHSY5Y -
US7MG -~
HepG2 -
518A2 -
FTC133 -
BCPAP -+
SW1736 -
8505C -
M2 -
A2780 -
BT474 -+
MCF-7 4
A431 -
A253 -
FADU -
H358 -
H322 -
A427 +
A549 -
COLO320 +
COLO205 +
SW480 -
DLD-1 -
HT29 -+
HCT116 -
HCT15 4
HCT-8 -
1777N -
1411HP -
2102EP -
H12.1 -

1. abra. Az FWGE IC,, atlaggrafikonként val6 abrazolasa
A sejtvonalanként legaldbb 3, fuggetlen kisérletbdl szarmazé ICy, értékelt atlagoltuk, és atlaggrafikonon 6sszegeztik az eltérd aktivitasok
jobb 6sszehasonlithatésédga érdekében. Az ICs, atlaga 0,33 mg/ml. Az FWGE aktivitdsa a neuroblasztémas és a petefészekrakos sejtvonalak
esetében volt a legnagyobb. Erdekes eredmény, hogy a vizsgalt 8, human kolorektalis sejtvonal ICs, értékeinek tartomanya az atlag IC., érték

kordli.

0,03 0,13 0,23 0,33 0,43 0,53 0,63 0,73

Cl;, (mg/ml); n = 3-4
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3. abra. Szinergizmus az FWGE és az 5-FU ko6z6tt a HCT15
human vastagbélrakos sejtvonal esetében
A vonalak 3 fliggetlen kisérlet atlagat dbrazoljak. A hipotetikus
gorbét a Drewinko és mtsai. altal leirt mddon kalkulaltuk [16].
A szinergizmust a kombindciés gorbe felett futd hipotetikus gorbe
jelzi.

2. abra. Apoptozis FWGE altali el6idézése

Human tumoros sejtvonalak reprezentativ paneljét ICq, koncentra-

Cioju FWGE-vel kezeltik 48 6éran at, a lebegd sejteket DNS kivonas
céliabol centrifugalassal gydjtottik be. A DNS-t DNS gélelektroforé-
zissel szeparaltuk, majd etidium-bromiddal festettik. Az apoptézis-
ra jellemz6 DNS létra mintat UV fénnyel jelenitettik meg.

1. tablazat. Gyogyszerkombinaciék dsszefoglalasa

/

tumortipus esetében, a preklinikai ICy, érték és a klinikailag
elérhet6 plazma csucskoncentracié figyelembe vételével [20].
Potencidlis klinikai aktivitds kizarélag akkor feltételezhetd, ha a
preklinikai ICs, érték egyértelmien a beteg esetében elérhetd
plazmakoncentraci6 alatti.

A jelen vizsgdlatban az FWGE szignifikdns mérték antipro-
liferativ aktivitasat figyeltiik a mds vizsgalok 4ltal jelentett tar-
tomanyhoz hasonlé ICs, koncentraciok mellett [7,8,21]. A hoz-
zavetblegesen 1 és 24 kozotti RAA értékek alapjan ugy tiint,
hogy az FWGE potencidlis klinikai aktivitdssal rendelkezik a
sejtvonalvizsgalatunkban alkalmazott tumortipusok széles spek-
trumédnak esetében. A legnagyobb aktivitds a neuroblasztomas
és a petefészekrdkos sejtvonalak esetében volt megfigyelhets. A
tovabbi klinikai fejlesztések szempontjabdl kiilonosen érdekes
lehet, hogy a vizsgdlatban alkalmazott nyolc, vastagbélrdkos
sejtvonal viszonylag homogén érzékenységet mutatott, 0,3-0,54
mg/ml ICs, értékekkel. Ez arra 0sztonzott benniinket, hogy a
vastagbélrdkos modellben kombindlt kisérletet végezziink

1C5q (uM)
Sejtvonal Oxaliplatin + FWGE p-érték 5-FU + FWGE p-érték CPT-11 + FWGE p-érték
- + - + - +
HCT-8 043+003 045+0,03 0,52 2,65+ 0,35 1,2+0,6 0,023* 2,0+0,46 1,8 +0,32 0,63
HCT-15 095+0,19 0,57+0,25 0,05 4,45 £ 0,72 1,45+0,61 0,0001* 45+0,3 3,4+0,31 0,001*
HCT116 0,39+0,06 0,19+0,09 0,01* 4,6 +0,38 29+09 0,01* 1,2+0,1 0,96 + 0,11 0,01*
HT29 0,32+0,09 0,35+0,05 0,53 0,99 + 0,31 1,3+0,6 0,39 35+0,3 4,1+0,23 0,05
DLD-1 2,47 +0,17 2,2+0,8 0,61 3,2+0,21 1,6+0,7 0,02* 6,6 £0,6 6,1+0,85 0,43
Colo205 0,45+0,05 0,24+0,05 0,001* 0,54 +0,12 0,44 +0,1 0,26 1,2+0,19 1,1+0,19 0,24
Colo320 1,1+0,34 0,84 +£0,13 0,33 1,35+0,133 0,57+0,03 0,001* 8534 87 +3,1 0,92
SW48 0,13 +0,02 0,1+0,02 0,09 34+0,2 2,2+0,2 0,002* 2,4 +0,35 2,1+0,29 0,18
SW480 0,57 +£0,11 0,37 +0,12 0,06 2,7+0,17 29+15 0,83 64+1,.2 69+23 0,72

n > 3, a csillag a szignifikans szinergista gyogyszerkolcsonhatast jeldl



Mueller et al. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2011, 30:42 6/7

http://www.jeccr.com/content/30/1/42

2. tablazat. Az FWGE és az 5-FU alkalmazasi sorrendjének hatasa

1G5 (uM)
Sejtvonal 5-FU 5-FU~ FWGE p-érték 5-FU FWGE—5-FU p-érték
HCT-8 1,52 1,57 > 0.05 1,74 2,20 >0.05
HT29 1,10 1,06 > 0.05 1,77 2,23 >0.05

n > 3, a sejteket lemezre helyezés utan 24 éraval 5-FU kezelésben, majd Ujabb 24 éra elteltével FWGE kezelésben részesitettuk, vagy forditva, 6sszesen

legfeljebb 120 6ra idétartamig

FWGE és kemoterdpia alkalmazdsdval. Osszességében az
additivtdl a szinergizmusig terjed6 gydgyszerkolcsonhatdst
mutattunk ki az FWGE irinotekdnnal, oxaliplatinnal és 5-FU-
val val6 alkalmazdsa esetén. Ezen adatok 0sszhangban dllnak a
Jakab és munkatdrsai altal kozolt, korabbi klinikai jelentés
adataival. Vastagbélrakban szenvedd betegekkel végzett vizs-
géalatuk megemelkedett tilélési ardnyt és csokkent attétképzo-
dést mutatott ki az FWGE és 5-FU-alapti, kombindciés proto-
kollok esetében [13]. Klinikai vizsgalatuk azonban mddszertani
korlatozéasokkal teli, igy az abbdl szarmazd adatok jelentGsége is
limitalt [1]. Az 5-FU és a folinsav oxaliplatinnal vagy irinote-
kannal val6 kombindci6i képezik jelenleg a kolorektdlis rak
esetében alkalmazott adjuvans és/vagy palliativ kezelés alapjat
[22]. Emiatt a megfigyelt additiv-szinergista hatds, és f6ként az
antagonista gydgyszerkolcsonhatds kizdrdsa vastagbélrdk mo-
delliinkben kiilonosen fontos eredmény, és indokolja az FWGE-
irinotekdn vagy FWGE-oxaliplatin alapi kezelési protokollok
potencidlis alkalmazdsat megfeleld elrendezésti, randomizalt
klinikai vizsgalatokban.

A gyodgyszerkombinaciok hatékonysdga gyakran szekvencia-
fiiggd. Sejtvonalrendszeriinkben additiv-szinergista gyogyszer-
kolcsonhatdst figyeltiink meg a parhuzamos 5-FU és FWGE
gybgyszerkombindciok esetében. Ezen adatok aldtdimasztjak
Szende és munkatdrsai eredményeit, akik nem figyeltek meg
csokkenést az 5-FU, a doxorubicin vagy a navelbin antiprolife-
rativ aktivitdsdban nem toxikus FWGE koncentriciéknak valé
egyideji kitettség mellett [23].

A gydgyszersorrendre vonatkozé kisérletekben az additiv-
szinergista hatds sorrendfiige6 mddon eltiint, additiv vagy
antagonista tendencidju hatdst eredményezve (2. tablazat).
Ismert, hogy az FWGE kolcsonhatdsba 1ép a ribonukleotid-
reduktdzzal, ami katalizdlja a ribonukleotidok megfeleld
dezoxiribonukleotidokka val6 atalakulasat [11].

Mivel ezek a DNS replikéci6 épitSelemei, a sejtek FWGE-
vel valo elSkezelése csokkenti a DNS-szintézist, ami gdtolhatja
az 5-FU antimetabolit aktivitdsat. E hipotézissel 6sszhangban, a
kozelmiltban HT29 és HL-60 sejtekben kimutattdk, hogy a
sejtek FWGE-vel val6 el6kezelése szignifikdnsan csokkentette a
dezoxiribonukleotid-trifoszfat készleteket és a 14C-citidin
beépiilését a DNS-be [3,8]. Ha a DNS-szintézis sériil, az 5-FU
egyik célmolekuldja elveszhet, ami legaldbb részben magyardz-
za a modellrendszeriinkben az FWGE az 5-FU el6tt 24 6rdval
val6 alkalmazdsakor észlelt antagonista tendencidt. Mindezek
alapjan az FWGE-t tartalmazé gydgyszerkombindcidk tovdbb-
fejlesztése szempontjdbdl nem csak a kombindcids szer, de az
alkalmazott gydgyszersorrend is kritikus fontossagu, ezért meg-
vélasztdsa koriiltekintést igényel.

A dokumentdlt preklinikai aktivitdsprofil és gydgyszer-hatés-
mechanizmus alapjian az FWGE a gydgyszeres kezelés jo kom-
bindcids partnerének mutatkozott, kiilondsen, mint a gydgyszer-
hatds moduldtora és a gydgyszertoxicitds csillapitdja.

Osszegezve, az Avemar jelents antiproliferativ hatést mutatott
a tumoros sejtvonalak széles spektrumdnak esetében. Az FWGE
és az 5-FU, oxaliplatin vagy irinotekdn egyidejli alkalmazdsa
nem csokkentette e citosztatikumok citotoxikus aktivitdsit
vastagbélrdkos modelliinkben. Eredményeink arra utalnak,
hogy az 5-FU és az FWGE additiv-szinergista gydgyszerkol-

P

csonhatdst el6idézd, egyidejii alkalmazdsa hatékonyabb a szerek
egymast kovet6 alkalmazdsandl. Mig az 5-FU utdni FWGE
alkalmazds megfeleld lehet, a forditott sorrend keriilends.

Osszességében, a preklinikai aktivitdsprofil és a rendelkezésre
all6 klinikai adatok alapjdn az FWGE (Avemar) és a hagyom4-
nyos citosztatikumok kombindcidinak tovébbi vizsgdlata biz-
tonsdagosnak és indokoltnak tiinik.

Roviditések

FWGE (Fermented wheat germ extract): fermentélt buzacsira-kivonat;
FBS (Fetal bovine serum): fotélis borju szérum; SRB (Sulforhodamine B):
szulforodamin B; RAA (Relative antitumor activity): relativ daganatelle-
nes aktivitas; TCA (Trichloroacetic acid): triklor-ecetsav; FDA (Food and
Drug Administration): az Amerikai Egyesiilt Allamok élelmiszer- és
gydgyszerbiztonsagi  hatosaga; 5-FU (5-fluorouracil):  5-fluorouracil;
DTIC (Dacarbazine): dakarbazin; CPT-11 (Irinotecan): irinotekan; PARP
(Poly(ADP-ribose) polymerase): Poli(ADP-ribdz) polimeraz

Ko6szonetnyilvanitas és finanszirozas

Szeretnénk megkoszonni a Franziska Reipsch és Katrin Nerger altal nyuj-
tott kivalé miszaki tdmogatast.

A vizsgélatot az FWGE (Avemar) készletet is biztositd Biropharma Kft.
(Kunfehérté, Magyarorszag) finanszirozta.

A szerz6k részvétele

TM a sejtvonalakra vonatkozo vizsgalatokat végezte, és jelentésen hoz-
zajarult a vizsgalat elrendezésének kialakitasdhoz. KJ elemezte az ada-
tokat, és készitette az dbrakat. WV részt vett a vizsgalat elrendezésének
kialakitasaban és az adatelemzésben. O készitette el tovabba a kézira-
tot, és szerezte a tamogatast.

A végleges kéziratot a szerzék mindegyike elolvasta és jévahagyta.

Konkurens érdekeltség
A szerzék kijelentik, hogy esettikben nem all fenn konkurens érdekelt-
Ség.
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