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- trifluorosirce! па kiselina; 

- 2,3,4,9-tetral1idro-1 H-pirido(3,4-b)indol-3-karЬoksilna kiseina; 



UVOD 

U poslednjjh 40 godjna, od otkrjca antjmetaЬoljta ј alkjljrajucjh agenasa, farmakoterapjja је 

donela zajsta revolucjonarnj progres u terapjjj malignjh Ьolestj. Zahvaljucj tome, danas su mnoge 

Ьolestj jzlecjve, ukljucujucj akutпu limfocitпu leukemjju, Hodgkjп-ovu Ьolest , karcjпom testjsa ј dr. 

Ovakvj rezultatj dalje su вtjmuljsalj jstra.Zjvaпja jz oЬiastj aпtjпeoplastjcke farmakologjje. То 

podrazumeva jzolacjju пovjh lekova, пjjhovu hemjjsku ј Ьiolosku karakterizacjju i eksperjmeпtalпu ј 

kliпicku upotrebu. 

РоsеЬпо veliki jzazov za istra.Zjvace sirom sveta predstavlja ideпtifikacija пovih aktivnih 

lekova, sa jediпstveпim mehaпjzmom aпtjtumorskog delovaпja. Bazicпa istraiivanja u Ьiologiji 

tumora, pokazala su da maljgпe celije mogu Ьiti stjmuljsaпe па пekoпtrolisaпo deljeпje mпogim 

faktorima, tzv. faktorima rasta, koji potjcu kako jz spoljasпje srediпe tako i iz orgaпizma obolele 

оsоЬе. Mehaпizam delovaпja faktora rasta је јеdап od osпovпih proЫema u Ьio logjji, а пjegovo 

razumevaпje moze Ьitj kljucпj faktor za оЬјаsпјепје razloga za пekoпtrol isaпu proliferacije celija 

raka. 

Neuropeptjdi su peptidi kratkog lапса аmјпо kiseljпa kojj imaju regulatornu ulogu u 

homeostazi, а пalaze se u ceпtralпom ј perifernom пervпom sistemu kao i u pojediпim eпdokriпim 

celjjama. Опј mogu delovati па postgaпglijske receptore (kao пeurotraпsmjteri) , па okolпe celije 

(kao parakrjпj hormoпj) ili па udaljeпe orgaпe ј tkjva (kao eпdokriпj hormoпj) . Ustaljeпo mjsljeпje о 

пeuropeptjdjma, kao brzo-delujucjm пeurohumoralпjm traпsmjterjma, пеdаvпо је dорuпјепо 

otkricem da su mпogi пeuropeptidi jstovremeпo i faktorj rasta za mпoge пormalпe ili malig пe celije. 

U posledпjih пekoliko godiпa svedocj smo velikog jпteresa za ulogu ЬomЬeziпu-slicпih peptida u 

oпko logjji, kao i za razvoj sr.a.Zпih, kompetjtjvпjh aпtagoпjsta bomЬezjпskih receptora, zbog otkrica 

da ЬоmЬеziп predstavlja atltokrjпi faktor rasta za mjkrocelularпi karciпom pluca (1 ). Na Sljci 1. 

shematskj su prikazaпi autokriпa, parakrjпa i eпdokriпa sekrecija. 
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Slika.1. Endokrina (А), parakrina (В) i autokrina (С) sekrecija. Regulatorni neuropeptid 

prikazan је crnim tackama а zadeЬijana, polukrufna mesta na celijskoj membrani oznacavaju 

receptore. 

BIOLOSKA UL0(3A BOMBEZINA 

BomЬezjn је tetradekapeptjd, jzolovan jz koze zаЬе Bomblna ЬотЬlпа od strane Erspamer-a 

ј saradnjka 1970. godjne (~~). U jsto vreme, Nakajjma ј saradnjcj (3), opjsalj su strukturu slicnog 

peptjda, kojeg su nazvalj ranatenzjn. Od tada, razlicitj peptidi sa strukturom karboksilnog dela (C­

terminal) polipeptidne molekule slicne ЬomЬezinu, pronaaenj su ј kod drugih vodozemaca, ptica, 

гјЬа ј sisara (ТаЬеlа 1 ). 
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Т аЬеlа 1. Peptidi iz familije ЬomЬezina. 

VRSTA AMINO-КISELINSKI LANAC 

VODOZEMCI 

BomЬezin pGiu-G ln-Arg-Leu-Giy-Asn-Gin-Т rp-Aia-Vai-G ly-His-Leu-Met -NH2 

Ranatenzin pGiu-Vai-Pro-Gin-Trp-Aia-Vai-Giy-His-Phe-Met-NH2 

Litorin pGiu-Gin-Trp-Aia-Vai-Giy-His-Phe-Met-NH2 

Filolitorin pGiu-Leu-Trp-Aia-Vai-Giy-Ser-Phe-Met-NH2 

SISARI 

GRP(1-27) humani 
Vai-Pro-Leu-Pro-Aia-Giy-Giy-Giy-Thr-Vai-Leu-Thr-Lys-Met-Ту г-
Pro-Arg--Giy-Asn-His-Т rp-Aia-Vai-Giy-His-Leu-Met -NH2 

GRP(18-27) Gly-Asn-His-Trp-Aia-Vai-Giy-His-Leu-Met-NH2 

Neuromedin В Gly-Asn-Leu-Т rp-Aia-Thr-Giy-His-Leu-Met-NH2 

Trj podfamjljje peptjda sljtnjh ЬomЬezjnu prona<1enj su kod vodozemaca: ЬomЬezjnj, ranatenzjnj ј fjloljtorjnj. Ovj peptjdj 

karakteгjsu se р гета zajednjtkjm amjno kjseljnama u Ьljzjnj C·termjnala molekule: Leu 14, Phe 14 ј Ser 1 Э 

Jedno od prvih opisa11jh dejstava bomЬezjna Ьila је njegova sposobnost da oslobada gastrjn 

(za revjjskj prikaz vidi referencu 4). lmunohistohemijske studije pokazale su sjroku 

rasprostranjenost ЬomЬezina u mozgu, plucima ј gastrointestiпalпom traktu sjsara (5,6,7). 

McDoпald i sar. (8,9) su 19"/9. god. izolovali su polipeptid od 27 аmјпо kjseljпa sa sposobпoscu da 

oslobada gastriп iz zeluca sviпja, sto је Ьiо razlog da peptid nazovu "peptid koji oslobada 

gastrin" (GRP, od "gastrin releasing peptide"). Danas је struktura GRP-a ustanovljeпa 

amiпokiselnskim analizatorima (1 О) kao ј kloniranjem molekula (11 ). Kako је dekapeptidni deo 

karЬoksilnog kraja molekulн GRP-a identican molekuli ЬоmЬеzјпа, smatra se da је GRP, ustvari, 

ЬomЬezin sisara. Jedina razljka izmedu polipeptidnih lanaca GRP-a ј ЬоmЬеziпа је u tome sto se 

kod GRP-a па poziciji 20 rшlazi histidjn za razliku od glutamiпa па poziciji 7 Ьombeziпa. Slika 2 

Likazuje па sljcпost molekula GRP-a ј ЬomЬezina. 
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NH2 

Amphibian bombesin 

Slika. 2. Aminokiselinski niz humanog GRP 

aminokiseline su osencene. 

ЬomЬezina vodozemaca. Zajednicke 

GRP је siroko rasprostranjen u tkivima sisara, sa najvisom koncentracijom u 

neuroendokrinim celijama pluca, gastrointestinalnog trakta i mozgu, posebno hipotalamusu 

(12, 1 З, 14, 15, 16). Nekoliko studija ukazuju da је GRP parakrini medijator u razvoju pluca (6, 7, 12). 

Povisena GRP imunoreaktivnost pokazana је u razlicitim plucnim oЬoljenjima kao ј kod pusaca (za . 
revijskj pregled vjdj referencu 16). U CNS-u, GRP regulise telesnu temperaturu i apetit (4, 17). 

Osnovne funkcjje GRP-a u djgestjvnom traktu su regulacjja motjljteta creva, oslobadanje razljcjtjh 

hormona, stimulacija enzjrnske sekrecjje pankreasa kao ј stjmulacija rasta epitela creva i 

pankreasa (4, 16, 18,19,20,21 ). Na TaЬeli 2 sumirana su Ьioloska dejstva ЬomЬezina/GRP-a. Va.Zno 

је napomenuti da su, bar za sada, bloloske aktivnosti ЬomЬezina i GRP-a identicne. 
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ТаЬеlа. 2. Najva.Znija Ьioloska dejstva ЬomЬezina ј GRP-a. 

DEJSTVO REFERENCE 

1. Parakrini medijator razvoja pluca 6,7,12 

2. Termoregulacjja ј snizenje apetita 4,17 

З. Regulacija motiliteta creva (stimuljse kontrakcije glatkih mjsica) 4, 15,16 

4. Oslobadanje gastrjna, glukagona, jnsuljna, hormona rasta, 4,18,19, 

5. Stimulacija rasta epjtela creva ј pankreasa 4,20,21 

6. Mitogeno dejstvo na Swiss ЗТЗ celije (fibroЬiasti mjsa) 22 

7. Autokrinj faktorj rasta u SCLC 1 

Sa stanovjsta onkologije, najva.Znije ј najinteresantnije dejstvo Ьombezjna ј GRP-a је njihova 

sposobnost da deluju kao faktori rasta za mnoga normalna i neoplasticka tkiva. 

lnjekcjje ЬomЬezjna tok rodenjm pacovjma uzrokuje hjperplazjju mukoze antruma zeluca, 

kao ј hiperplazjju ј hjpertrofijtJ acjnusa pankreasa (21 ). Nedavno је pokazano da bombezin sna.Zno 
'-

stimulise in vitro rast МС-26 celjja karcjnoma kolona misa (23) i da ubrzava sintezu DNK Swjss 

ЗТЗ misjih fibroЫasta (22). U hranljivoj podlozi Ьеz seruma u kojem rastu Swjss ЗТЗ celije, dodatak 

bomЬezjna povecava sintezu DNK, celije se ubrzano dele, ра cak i u odsustvu nekih drugih 

agenasa kojj stjmuljsu rast (22). Prema tome, ЬomЬezin deluje kao jskljucivi mitogen za Swjss ЗТЗ 

celjje, sto njje slucaj sa ostalim faktorima rasta koji su aktjvnj samo u sjnergjstickim komЬinacijama 

(24). Sljcan mjtogenj efekt p1ema Swiss ЗТЗ celijama pokazan је ј za GRP (25). 

BomЬezjn ј GRP stirnulisu rast normalnih celija epitela bronha u kulturj (26) , а vec је 

spomenuto da imaju ulogu u razvoju pluca kod sisara (12). 

Tumor jetre pacova, prouzrokovan hemjjskjm karcjnogenom, odlikuje se povecanom 

sekrecjjom ЬomЬezjna (27). 

BomЬezjn stjmulise in vitro rast РСЗ ј PMU23 humanjh karcjnoma prostate (28) . 

lsto tako, ј neke celjjske linjje karcjnoma dojke luce GRP (29), а moguca је ј znacajna uloga 

ЬomЬezjna u razvoju karcjnoma pankreasa (30). 
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Vezu jzmedu ЬomЬezjnaJGRP-a ј mjkrocelularnog karcjnoma pluca (SCLC) prvj su otkrjlj 

Mjnna, Moody, Gazdar, Cuttjta ј njjhovj saradnjcj 1985. god. Pokazalj su da mnoge celjjske linije 

SCLC jzlucuju ЬomЬezjnu slicne peptjde. Qvj peptjdi, preko specjfjcnjh receptora stjmulisu rast istjh 

celija koje su jh jzlucjle (1 ,31 ,32,33). Mjtogenost GRP-a potvrdena је esejom formiranja kolonija 

koriscenjem nekoliko tipova celijskih linija SCLC (34). lnkorporacijom tricjjumom obelezenog 

tjmjdjna u DNK eeljje, WeЬer ј saradnjcj (35) pruzjlj su jasan dokaz da је GRP selektjvпj mjtogen za 

SCLC. Monoklonalna antjtela usmerena protjv GRP-a jnhjblrala su rast kolonjja celjja SCLC in v1lro 

kao ј rast jstjh eeljja transplantjranjh (ksenograftjranjh) goljm mjsevjma (1 ). Sta vjse, prvj antagonjst 

ЬomЬezina, (D-Arg 1 ,D-PheБ,D-Trp7•9, Leu 11 )supstancjja Р, sprecio је rast nekoliko SCLC eeljjskjh 

ljnjja in vitro (36). 

Svj ovj nalazj Ьilj su dovoljnj za tvrdnju da је ЬomЬezjnJGRP autokrinj faktor rasta za SCLC. 

Karcjnom pluca је, inace, ј dalje najcesca maligna Ьolest u razvjjenom svetu. Mjkrocelularnj tjp 

karcjnoma pluca cinj 20-25% od ukupnog broja oЬolelih ј odljkuje se agresivnjm kljпjckjm tokom, 

uprkos pocetne hemosenzjtjvnostj. Poznavanje faktora rasta za SCLC, kao ј sjstema drugjh 

glasnjka u sprovodenju sjgпala do jпtracelularnjh struktura, moze dovesti do sjnteze novih lekova 

kojj Ьi se korjstjlj u prevencjjj ili lecenju ove Ьolestj. 

RECEPTORI ZA BOMBEZIN/GRP 

Specjfjcпj receptori za ЬоmЬеzјп ј GRP izucavani su autoradjografskjm ј radjoreceptorskjm 

studijama (16,25). Vezjvanje komercjjalno dostupnog radjoliganda ( 1251)Tyr4-bomЬezjna ј 

(12SI)GRP-a (Amersham ј New England Nuclear), moze se jnhjblratj drugjm ЬomЬezjnu-sljcnim 

peptidjma ili razlicjtjm Ьombezjnskim antagonjstjma, ali ne ј strukturno razljcjtjm faktorjma rasta kao 

sto su EGF jii tromЬocjtnj faktor rasta (PDGF)(25). Experjmentj umrezavanjem ("cross-linkjng"), 

korjscenjem (12SI)GRP-a, jsto tako jdu u prilog nalazu da se ЬomЬezjn/GRP vezuje za specjfjcne 

receptore velikog afjnjteta na povrsjnj celija. 

Mesta za vezivanje ЬomЬezjna sa velikim afinitetom, jasno su pokazana receptorskim 

studijama na celijama hjpofize (37), acinusima pankreasa glodara (38), membranama humanog 

pankreasa (39), karcinoma kolona mjsa (23), Swiss 3Т3 celjjama, kako intaktnim tako i 

membranama (25), celijskim linjjama SCLC (40), celjjskim ljnijama humanog karcinoma prostate 

(28) kao ј celjjskim ljnjjama humanog karcjnoma dojke, ali ne ј u normalnom tkjvu dojke (29). 
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Fizicke osoblпe Ьoml)eziпskih/GRP receptora пajv ise su izucavaпe па Swiss 3Т3 celijama 

od straпe Rozeпgurt-a i saradпika (41 ,42). 

Receptor za ЬоmЬеz iп је gl ikoproteiп , molekulske mase 75 000-85 000, sa jedпim Ьоспјm 

karЬohjdratпjm laпcem vezaпjm za atom azota ј ukupпom masom polipeptjdпog dela molekule od 

oko 43 000. Relatjvпo mala masa peptidпog dela ЬomЬeziпskog receptora, razlikuje ga od 

specificпih receptora za veciпu drugih faktora rasta (па pr. EGF, PDGF) , ali ga ipak svrstava u 

familiju receptora koji salju ~;voje sigпale u uпutrasпjost eelije preko G proteiпa. 

Vezivaпje faktora rasta za specificпe receptore zapociпje stvaraпje raпih sigпala u celijskoj 

membraпi, citosolu i пukleusu koji, posle perioda od 1 О do 15 casova, vode proliferaciji celija. 

Sistem drugih glasпika koji sprovode aktivaciju celjje Ьombeziпom detaljпo је jzucavaп па jпtaktпjm 

Swjss 3Т3 celijama (za revijski prikaz vidi refereпcu 43). BomЬeziп, posle vezivaпja za receptor i 

i пterпalizacije kompleksa bomЬeziп-receptor, stimuljse fosforilaciju kiselog celjjskog proteiпa mase 

80К, koji је glavпi supstrat proteiпske kiпaze С (РКС). РКС , koju aktiviraju diagljceroli ј forЬol estri, 

ucestvuje u preпoseпju signala kod razlicitih funkcija celije, kao sto su kontrakcija ili sekrecjja (44) . 

Smatra se da је aktivacija РКС osnovпi put sprovoёlenja signala kojj vode mitogenezi (24) . lsto 

tako, pokazano је da је јеdап od пajranijih dogaёlaja koji su opisaпi posle vezivaпja ЬоmЬеziпа za 

receptor brza mobllizacija јопа kalcjjuma iz intracelularnih depoa, sto vodi porastu koncentracije 

sloЬodпog јопа kalcjjuma u celiji (45) . Mobllizacija intracelularnog kalcijuma verovatno nastaje 

posredovaпjem jпozjtol 1 ,4,5-trifosfata, koji пastaje hidrolizom fosfatidiliпozitol 4,5-Ьifosfata u 

celijskoj membrani, procesom kojim nastaje i 1 ,2-diacilglicerol. Diaglicerol se, sa druge strane, 

pojavljuje i kao "drugi glasnik" posle aktivacije РКС ЬomЬeziпom. Od ostalih intracelularnih 

dogaёlaja koji nastaju kao posledica dejstva ЬomЬezina vredi spomenuti i akumulaciju сАМР-а, 

oslobaёlaпje arahidonske kiseline i sintezu prostaglaпdiпa, transmodulaciju EGF receptora, iпfluks 

јопа natrijuma, stimulacija пatrijumlkalijum jonske pumpe, роvесапје nivoa mRNK za c-fos i c-myc 

tj . indukcija protoonkogeпa i dr. (43). 

Nedavпo је receptor za ЬomЬezin kloniraп (46), sto ее verovatno doprineti rasvetljeпju ranijih 

sumпji о heterogeпosti ЬomЬeziпskih receptora. Prvi put su dve vrste receptora za ЬоmЬеzјп 

opisane па membraпama karciпoma kolona misa (23) . Von Shrenk i saradпici su 1990.god. 

pokazali razliku izmeёlu receptora za пeuromediп В Gedan iz familije ЬomЬeziпu-slicnih peptida) i 

receptora za ЬomЬeziп/GRP (47) . Naime, пeuromediп В receptori nalaze se prveпstveпo u 

ceпtralnom nervпom sisternu i razlicitim glatkim misicima gastrointestinalпog trakta, а receptori za 

ЬomЬezin/GRP prisutni Stl u tkivu pankreasa kao i па maligпo promeпjenim celijama. Napori 
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jstrai jvaca su usm~reпj ka s jпtez j specjfjcпjh aпtagoпjsta пе samo za ЬomЬezjпskj receptor vec ј 

za receptor za пeuromed jп В . 

ANT AGONISTI BOMBEZINA 

Otkrjee da је ЬomЬezjnfGRP autokrjпj faktor rasta za mjkrocelularпj karcjпom pluca, 

stjmuljsalo је jstraijvaпja hormoпskog prjstupa terapjjj ove Ьolestj upotreЬom specjfjcпjh 

ЬomЬezjпskjh aпtagoпjsta. 

Sjпteza aпtagoпjsta lюmЬеzјпа bazjra па modulacjjj tetradekapeptjdпe strukture ЬоmЬеzјпа 

vodozemaca, COOH-termjпala amjпokjseljпskog пјzа GRP-a sjsara jlj па пekjm peptjdjma kratkog 

lапса. 

Мпоgј tjpovj aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа su vec sjпtetjsaпj, alj se пastavljaju парогј za dоЬiјапје 

sto sпaiпjjjh ј terapjjski sto efjkasпjjjh јеdјпјепја. Novjjj aпtagoпjstj Ьi trebalo da budu specjfjcпj za 

celjje SCLC sa sto је moguce mапје пezeljeпjh dejstava. Od ovjh јеdјпјепја se ocekuje prjmeпa ј u 

terapjjj karcjпoma koloпa, zeluca ј paпkreasa. 

Aпtagoпjstj ЬоmЬеzјпа se dele u сеtјгј grupe: 1. Aпalozj supstaпcjje Р, 2. Aпtagoпjsti sa 

amjпokjseliпom D-Phe па pozjcjjj 12 ЬоmЬеzјпа, З. Aпtagoпjstj sa redukovaпom peptjdпom vezom 

ј 4. Des-Met14 aпtagoпjstj tюmЬеzјпа. 

Najraпjjj aпtagoпjstj ЬоmЬеziпа Ьilj su aпalozj supstaпcjje Р (26,36,47,48,49). Qvj 

aпtagoпjstj (ТаЬеlа 3), specjfjcпo ј kompetitjvпo jпhjЬisu vezjvaпje ЬоmЬеzјпа za celjje mozga 

pacova ј celjje SCLC ј suprjmjraju sekrecjju amilaze uzrokovaпu ЬоmЬеzјпоm jz acjпusa 

paпkreasa, jпhjЬisu mjtogeпezu Swjss ЗТЗ celjja stjmuljsaпu ЬоmЬеzјпоm ј formjraпje koloпija 

SCLC in vitro (26,36,47,48,49). Medutjm, aпalozj supstaпcjje Р delovalj su ј kao aпtagoпjsti 

receptora za Supstaпcu Р tj. пjsu Ьilj specifjcпi aпtagoпjstj ЬomЬezjпskjh receptora, Ьili su aktjvпj 

tek u mjkromolarnjm koпceпtracjjama, а пjsu Ьilj u staпju da jпhjЬiraju pojediпa dejsta ЬоmЬеzјпа, 

па prjmer st jmuljsaпu sekrecije zeluca (49, 50) . 

Druga klasa aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа пastala је zameпom hjstjdjпa па pozjcjji 12 u molekuli 

ЬоmЬеzјпа D-oЬijkom fепјlаlапјпа. lako su tako пastalj specjficпj aпtagoпjstj za ЬomЬezjпske 
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receptore, onj su jpak Ьilj oko 2 000 puta manjeg afjnjteta od samog ЬomЬezjna ј Ьilj su tesko 

rastvorljjvj u dostupnjm rastvaracjma (51, 52). 

Prvj specjfjcnj, kompetjtjvnj ј sn<lZnj antagonjstj ЬomЬezjna nastal j su kada se odustalo od 

jednostavnjh jzmena amjno l<jseljna u lancu poljpeptjda, vec se pokusalo sa jzmenom tjpa peptjdnjh 

veza u molekulj. Tako је nastao (Leu14,\\f1З-14)ЬomЬezjn gde је Met14 , koji је veoma podlozan 

oksjdacjjj, zamenjen sa Leu, а CONH peptjdna veza jzmedu pozjcjja 1 З ј 14 zamenjena vezom 

CH2NH, koja se nazjva ј mdukovana peptjdna veza jlj pseudopeptjdna veza (5З,54). Analog [ 

Leu13,\\f(CH2NH)Leu 14]-ЬomЬezjn Ьiо је prvj antagonjst ЬomЬezjna aktjvan u nanomolarnjm 

koncentracjjama (5З). Ubrzo su sintetjsanj antagonjstj sa pseudopeptidnom vezom alj kraceg 

lanca, ЬomЬezjn (6-14) analozj (ТаЬеlа З). Prednost ЬomЬezjnskjh antagonjsta kraceg lanca Ьila је 

u tome sto jmaju manje mesta za proteoljzu u slucaju da se daju jntravenskj (54). Sljcne jzmene u 

molekulj GRP-a dale su, jsto tako, analoge sa snaZnom antagonjstjckom aktjvnoscu. Najme, 

zamenom CONH grupe na mestu 26-27 u molekulj GRP-a etarskom vezom СН20, dobljen је 

snaZan antagonist Ac-GRP(20-27) (55). 

Najnovjja grupa antagonjsta jeste grupa des-Met14 -ЬomЬezinskjh antagonjsta tj. 

ЬоmЬеzјn(6-1З) oktapeptjdj jlj GRP(20-26) heptapeptjdj (56,57,58,59). Ovj analozj su jednostavnj 

za sjntezu, а prjpadaju grupj sn<lZnjh antagonjsta aktjvnjh u nanomolarnim koncentracjjama. 

Pretpostavlja se da su des-Met14-ЬomЬezjnskj antagonjstj rezjstentnjjj na enzjmsku degradacjju ра, 

samjm tjm, i duzeg poluzjvota u cjrkulacjjj. Osnovne cetjrj klase antagonjsta Ьombezjna prikazuje 

ТаЬеlа З . 
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ТаЬеlа. З . Razliciti tipovi antagonista ЬomЬezina/GRP-a. 

-------------- --------- - --- - --- -- -- ---- - --- - --- ------- - - -------

Tip Struktura tipicnog predstavnika 
Aktivnost1 

Karakteristike :::::: IC50 

Analozi supstancije Р 
(0-Arg 1 ,D-Pro2,D-Trp7•9,Leu 11 )Sup.P 
(D-Arg 1 ,D-Phes,D-Trp7,9,Leu 11 )Sup.P 0.5-7 11М lstovremeno i antagonisti supstancije Р 

(D-Phe12)BN Specificni, slaЬo rastvorljivi, ne uvek 
D-Phe12- ЬomЬezin (Tyr1,D-Phe 12)BN 4~-LM 

(D-Phe 12, Leu 14) BN aktivni, afin~et 2000 puta nizi od BN 

[ Leu13,\jJ(CH2NH)Leu14]BN 
[ Leu13,\jJ(CH2NH)Phe 14]BN(6-14) 

Antagonisti sa [ D-Phe6,\jJ(CH2NH)Phe14]BN(6-14) Sn8Zni, specificni, komplikovani za 
redukovanom peptidnom [ D-Trp6,\jJ(CH2NH)Phe14]BN(6-14) 0.6-50 nM sintezu, manje mesta za proteol~icku 
vezom [ D-Trp6, \jJ(CH2NH)Trp 14]BN(6-14) degradaciju 

[ D-Trp6,\jJ(CH2NH)TpP4]BN(6-14) 
Ac-GRP(20-27) 

des-Met14 - ЬomЬezinski 
(N-acetyi)GRP(20-26) etilester 4nM 
(D-Phe6)BN(6-1 З) etilester 5nM ' antagonisti (D-Phe6)8N(6-1 З) propilamid 1 nM Najaktivniji, specificni. 

(4-piridii-CO-D-Aia2з, Lys24) GRP(19-26) 0.2 nM 

1 Analozi su testirani kompetitivnim receptorskim studijama na Swiss ЗТЗ, SCLC celijama i na acinusima pankreasa, ili na inhibiciju inkorporacije tricijumom oЬelezenog timidina u DNK Swiss ЗТЗ 
celija stimulisanu ЬomЬezinom (BN) ili inhiЬiciju oslobaбanja amilaze iz acinusa pankreasa. 1с50 ozna~ava koncentraciju peptida koja za 50% inhiЬise efekt ЬomЬezina . 
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CILJ RADA 

Razljcjt jm promeпama u struktur j amjпokjse ljпskog lапса ЬоmЬеzјпа jlj GRP-a, sjпtetjsaпo је 

preko 50 aпaloga. Ovaj rad sastojao se od рrосепе Ьioloske akt jvпost j пastaljh јеd јпјепја ј jmao 

пekoljko cjljeva: 

1. Da se proпadu ј uspostave jedпostavпe , reproducjbllпe metode za осепu Ьioloske 

aktjvпostj ЬomЬezjпskjh aпaloga ( "screeпjпg") . 

2. Da se utvrdj kojj su tjpovj ЬomЬezjпskjh aпaloga пajaktjvпjjj u smjslu пjjhovog 

aпtagoпjstjckog delovaпja prema efektjma ЬоmЬеzјпа ili GRP-a. lmajucj u vjdu 

orjgjпalпost hemjjske strukture, mogucпost buduce sjпteze u jпdustrjjskjm uslovjma, 

kao ј mogucпost раtепtпе zastjte, jzabrati aпalog kojj се Ьitj jspjtaп па rast tumorskjh 

celjja in vitro kao ј па razljcjtjm in vivo tumorskjm modelima. 

з. 

а) lspitati ar1titumorskj efekt ЬomЬeziпskjh aпtagoпjsta па rast kaпcerskjh celjja in 

vitro; 

Ь) Utvrdjtj da lj jzabraпj aпtagoпisti ЬоmЬеziпа imaju aпtjtumorsku aktjvпost in vivo, ј 

u kojjm eksperjmeпtalпjm modeljma. Т erapjjskj efekt aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа 

proverjtj, pre svega, па eksperjmeпtalпjm modelima опјh karcjпoma kod kojjh Ьi 

se moglo ocekivati delovaпje s obzjrom па mogucu ulogu ЬomЬezjпaJGRP-a u 

пjjhovom пastaпku . 

4. lspjtatj moguc mehaпizam aпtjtumorskog delovaпja aпtagoпista ЬоmЬеziпа. lspjtati 

djrektпe efektu па tumorske celjje kao i efekte па druge faktore rasta va.Zпe za rast 

pojedjпih tumora. 

Svj postavljeпj ciljevj vodjlj su, u stvarj, ka jedjпstveпom , krajпjem cjlju, а to је da se па 

osпovu svjh rezultata izabere lek-kaпdidat za dalja toksjkoloska ispjtjvaпja, razvoj jпdustrjjskog 

s iпtetskog postupka ј prvu ·fazu kliпickog ispitivaпja. 
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MATERIJAL 1 METODE 

U ovom гadu koгjscene su brojne in vitro ј in vivo studjje. Vгstu metode, па cemu је ona 

jzvodena kao ј cjlj jspjtjvanja kojj se zeleo postjcj pгjkazuje Т аЬеlа 4. 

IN VITRO EKSPERIMENTI 

SINTEZA IIZOLACIJA ANALOGA BOMBEZINAJGRP-A 

Analozj ЬоmЬеzјпа sintetjsanj su u nasoj lаЬогаtогјјј (sve analoge sjntetjsao је Dг R.-Z Сај) 

standaгdnom metodom za sjntezu poljpeptjda, u cvгstoj fazj na Ьenzhjdгjlamjnskoj osnovj 

(BHA)(Advanced Chem. Tech.). Novos1ntetjsana jedjnjenja doЬijala su odгedenj jdentjfjkacjoпj 

laЬoгatoгjjskj Ьгој (sjfгu). Redukcjja peptjdne veze ostvaгena је гeduktjvnom alkjlacjjom (Sasakj and 

Соу, 1987) (60). Odvajanje sjntetjsane supstancjje od ВНА osnove гadena је sa 50% 

tгjfluorosjгcetnom kjseljnom u CH2CI2 u pгjsustvu 2-meгkaptoetanola ј anjzola. Posle foгmjгanja 

гedukovane peptjdne veze, sve геаkсјје vezjvanja amjno kjseljna obavljane su metodom aktjvпjh 

estaгa koгjscenjem 1 ,3-djjzopropilkaгЬodjjmjda ј ~-hjdгoksjЬenzotгjazola. 

Analozj kojj sadгze Трј (2,3,4,9 tetгahjdro- 1 Н-рјгјdо (3,4-Ь) jndol-3-kaгЬoksjlna kjseljna), 

sjntetjsanj su standaгnom metodom u cvгstoj fazj posle foгmjгanja Boc-Leu'V(CH2N)Tpj-8HA jz Leu 

'V(CH2N)Tгp-BHA гeakcjjom sa foгmaldehjdom. Vecjna Na -вос- amjno kjseljna nabavljane su od 

Bachem-a, osjm Boc-Leu ј Boc-D-Tpj kojj su sjntetjsanj u nasoj lаЬогаtогјјi. Siгovi sintetisani 

mateгijal је ekstгahovan od nosaca uz pomoc 80% siгeetne kiseline i pгociscen HPLC-om. U 

kasnijim, in vivo studijama analog RC-3095 sjntetisan је u Asta-Phaгma Fгankfurt (Nemacka). 

GRP(41-27) sintetisan је na slican nacjn kao ј analozi. 

HPLC pгecjscavanje vгseno је na Beckman HPLC sjstemu koгiscenjem Dynamax 

makrokolone (21.2 х 250 mm) punjene sa sfeгnim С18 sjlikagelom (veljcjna рога 300 А, 12 J..Lm 

velicine cestica) ili na Vydac pгotein ili peptid С18 kolonj (10 х 250 mm) velicine рога 300 А, 5 J..Lm 

velicine cestjca. lspjгanje је obavljano гastvaгacima koji su se sastojali od komponente А ј В 

sledeceg sastava: 
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Т аЬеlа 4. Metode korjsceпe za jsp~jvaпje Ьioloske aktivпostj sjпtetjsaпjh aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа. 

Metoda Na cemu је izvodena Cilj ispitivanja 

/п vitro 
-Sjnteza ј jzolacjja aпtagoпjsta Staпdardпa metoda па ВНА osпovj Dobljaпje specjfjcпjh aпtagoпjsta BN 

-Receptorske studjje Swjss 3Т3 fjbroЬiastj mjsa Utvrditi postojaпje receptora za BN i 
Н-345 eelijska liпjja SCLC odredjtj afjпjtet vezjvaпja za te receptore 
Membraпe humanjh ј (odred~j IC50) 

eksperjmentalпjh tumora 
-Aпaljze m~ogeпeze Pokazatj mjtogeпj efekt BN. Odred~j 
а) oЬelezenjm trjcjjumom Swjss 3Т3, MCF-7, MDA-MB-231 veljcjпu jпhjblornog dejstva aпtagoпjsta 
Ь) proliferacjja eeljja Н-345 па proliferacjju jsp~jvaпjh celija 
с) formjraпje koloпija Н-345 

-Superfuzjja lzolovaпj acjпusj paпkreasa pacova lsp~atj efekt BN ј GRP па oslobadaпje 
amilaze jz acjnusa, kao ј jspjtatj efekte 
antagoпjsta 

, /п vivo 
-Endokrjпj efektj aпtagoпjsta Pacovj lspjtatj eпdokrjпe efekte BN, GRP ј 

пjjhovjh aпtagoпjsta па пјvое razlic~ih 

hormoпa u serumu pacova 
-Aпtjtumorska aktjvпost 
а) humaпj tumorj koloпa, Golj mjsevj (НТ-29, MCF-7MIII, lspjtati aпtitumorsku aktjvпost aпtagoпjsta 

dojke ј prostate РС-82 tumori) BN prema razlicjtjm humaпjm ј 

Ь) МХТ karcjпom mjsa Karcjпom dojke mjsa eksperjmeпtalпjm tumorjma 
с) karcjпom paпkreasa hrcka Hemjjskj jпdukovaп karciпom 

paпkreasa hrcaka 
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- sjstem А, 0.1% trjfluorosjreetna kjseljna; 

- sjstem В , 0.1% trifluorosjrcetna kjseljna u 70% tecnom acetonjtrjlu . 

Analjtjcka HPLC separacjja је sprovodena па tecпom hromatografu (Hewlett-Packard, model 

НР-1 090) korjscenjem 4.6 х 250 mm W-porex 5 11М С18 koloпe (Pheпomenex, Rancho Palos 

Verdes, СА). lspjranje sa ovakvjm rastvaracjma obavljaпo је uz protok od 1.2 ml/mjn. 

Za analjzu amjnokjseljna uzorcj su hjdroljzovanj na 11 оос u toku 20 h u zatvorenjm 

epruvetama koje su sadrza\'ale 4 М metaпsulfoпske kjseljne ј 0.2% 3-(2-amnoetjl)jndola. Analiza је 

obavljana na amjnokjseljnskom analjzatoru (Beckman 6300). 

RECEPTORSKE STUDIJE 

Receptorske studjje radeпe su пајсеsее па celijskim liпijama u kulturi: Swiss 3Т3 fibroЫasti 

(celije rastu pricvrsceпe za dno suda) i humana SCLC celjjska linija Н-345 (raste u suspeпzijj) , 

zatim na membranama uzoraka tumora, kako sveze dobljenjh posle hirurske jntervencjje, tako ј na 

tumorima uzetih sa eksperirneпtalпih zivotiпja. 

Као oЬelezeni ligand korjseen је (Tyr4)ЬomЬezin, sjntetisan u nasoj laЬoratorjjj . Jodjnacjja је 

sprovodena na sledeci nacin: 2 llQ Tyr4-BN u 40 111 0.5 М fosfatnog pufera pomesano је sa 1 mCi 

Na(susp/125/1) (Amersham, Arljngton Heights, IL) i sa 1 llQ hloramin-T-a. Posle 60 sec inkubacjje 

na sobnoj temperaturi, reakcija је zaustavljena dodavanjem 2. 1 llQ natrijum metablsulfita i smesa је 

razЫa:Zeпa dva puta sa 500 111 0.05 М fosfatnog pufera koji је sadrzao 10% acetonjtrila. OЬelezeпi 

hormon је prociscen HPLC-om. Mesaviпa sastavljeпa od 0.2% trifluorosircetne kiseline (TFA) u 

vodi (rastvarac А) i 0.1% TFA u 70% vodenom acetonitrilu (rastvarac В) koriscena је uz protok od 

1.2 ml/min i linearni gradijнnt (20-1 ОО% В). Frakcjje (0.6 ml) su sakupljane svakjh pola minuta. 

Radioaktivnost efluenta praeena је detektorom (OCDM CDV-700) i zapjsivana na dvokanalnom 

stampacu (LKB). Ovakav metod је uspesno razdvajao mono- od djjodjniranog peptida (Sijka 3) . Za 

receptorske studije korjscen је monojodjпjraпj peptjd kojj је elujrao na 64% rastvaraca В . Posle 

jsparavanja acetonjtrjla iz frakcjja koje su sadrzavale oЬelezenj ljgand, u njjh је dodavan djtiotretol i 

uzorci su neutralisanj fosfatnim puferom 0.5 М. Specjfjcna aktjvnost oЬelezenog Tyr4-BN jznosjla је 

1400-1700 Ci/mmol. OЬelezenj ligand cuvaп је па -70°С i iskoristavaп u roku od 30 dana. 
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SljkaЗ. HPLC separacjja monojodjnjranog ј djjodjnjranog Tyr4-Ьombezjna. 

Celjje mjsjjh fjbroЫa:;ta, Swjss ЗТЗ, gajene su u DuiЬecco modjfjed Eagle hranljjvoj podloz j 

(DME) uz dodatak 10% govedeg seruma bez kolostruma (CFBS) ј uz dodatak ant jblotjka ј 

antjmjkotjka. Pasa1a kultшa obavljana је jednom nedeljno, а celjje su odrzavane u atmosferj 5% 

со2 u vazduhu na 37°С. 
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Receptoгske studjje sa Swiss 3Т3 celjjama jzvodene su na konfluentnjm kulturama koje su 

гasle u posudama sa 24 оkпа (Ргјmагја, Falcon). Konfluentne eeljje jspгane su dva puta pufeгom 

(DME kojem је dodato 20 гnМ HEPES, 0.2% govedeg seгumskog albumjna (BSA) ј 1 ОО џ.g/ml 

bacjtгacjna - рН 7.4) ј jnkiJЬiгane sa "hot" ј "cold" Jjgandjma tj. 1251-Туг4-ВN ј neoЬelezenjm 

ЬomЬezjnom ili njegovjm analozjma. U kompetjtjvnjm гeceptoгskjm studjjama oЬelezenj Tyr4-BN 

koгjscen је u koncentгacjjj od 0.05 nM, а neoЬelezenj analozj u гasponu koncentгacjja 0.06 nM do 6 

М. Ukupna zapгemjna u kojoj se odvjjala геаkсјја vezivanja jznosjla је 0.4 ml. Posle jnkubacjje od 

30 mjn na 37°С celjje su jspгane dva puta pufeгom tempeгature leda ј dva puta fosfatnjm pufeгskjm 

гastvoгom (PBS) sledeceg sastava (nM) : NaCI 138, KCL 12.8, Na2HP04 8, КН2РО4 1.45, CaCI2 

. 0.91, MgCI2 0.49. lspгane celjje solublljzjrane su sa 0.5 ml 0.5 М NaOH ј ргеЬасеnе u epгuvete za 

meгenje гadjoaktjvnostj. Okna u kojjma su Ьile celjje jspjгana su jos jednom sa 0.5 ml steгjlne vode, 

а jspjгak dodavan odgovaгajucjm epгuvetama. Gama zгacenje svakog uzoгka meгeno је 

automatskjm gama Ьгојасеm (Mjcгomedjc System, lnc., Huntsvjlle, Ala). 

Za гeceptoгske studjje celije humanog SCLC-a, linija Н-345, gajene su u HITES hгanljjvoj 

podlozj (RPMI 1640 u kojj је dodato 5 џ.g/ml jnsuljna, 1 О џ.g/ml tгansfeгjna, 1 О nM hjdгokortjzona, 1 О 

nM estгadjola ј 30 nM natгjjum selenjta), kojj је sadгzavao 2.5% CFBS, antjblotjke ј antjmjkotjke. 

PasaZa celjja obavljana је jedan put nedeljno. Dva dana posle jzmene medjjuma celiju su 

centгjfugjгane, jspгane dva puta u HITES medjjumu Ьеz seгuma ј гesuspendovane u HITES kojj је 

sadгzavao 0.25% BSA, 1 ОО џ.g/ml bacjtгacjna ј 25 nM HEPES (рН 7.4) . Receptoгske studjje su 

spгovodene u Eppendoгf epгuvetama od 1 ml u trjpljkatu. Jedan do dva mjljona celjja (Ьгојаnо 

Coulteг Counteг-om) jnkuЬiгano је sa 0.08 nM 125Ј(Туг4)ВN ј гastucjm koncentгacjjama 

neoЬelezenjh kompetjtoгa (0.06 nM do 6 М) . Ukupna zapгemjna u kojoj se odvjjala геаkсјја 

vezjvanja jznosjla је 0.8 ml. Epгuvete su гоtјгаnе u vodenom kupatjlu u toku 30 mjn na 25°С, јег su 

se tj uslovj pokazalj kao optjmalnj za vezjvanje Jjganda. Reakcjja vezjvanja је zaustavljana bгzom 

fj ltгacjjom kroz staklenj fjlteг ( velicina рога 1.0 џ.m ) kojj је рге toga jnkublran u toku najmanje З h u 

0.5% rastvoru poljetjlenjmjna kako Ьi se sto vjse smanjjlo fjltersko vezjvanje. Za filtraciju koriscen је 

poluautomatski "cell-harvestjng" sjstem (Cambrjdge Technology, МА), а vreme jspjranja (PBS sa 

0.1% BSA na temperaturi leda) jznosjlo је 1 О sec. Radioaktjvnost fjJtera је merena gama brojacem. 

Sve hemjkalije za pufere kupovane su od Sjgma Chemjcal Со. (St. Loujs, МО). 

Receptoгske studjje na membranama uzoraka humanih ili eksperimentalnih tumora 

гadene su u ukupnom volumenu od 150 џ.l u rastvoru сјјј је sastav Ьiо sledecj: PBS sa 25 mM 

HEPES, 5 mM MgCI2 bacjtгacjn 1 џ.g/ml ј 0.1% BSA, рН 7.4. Membrane (50 џ.l) su jnkublгane sa 
' 

oЬelezenjm ј neobelezenjm peptjdjma 60 mjn na 21 ос а sерагасјја vezanog od nevezanog liganda 

vгsena fjJtгacjjom kгoz staklene filteгe kao sto је ranjje opjsano. Uzorcj tumora dobljanj su na suvom 
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ledu (posle hjrurske jпterveпcjje) ili su cuvaпj па -70°С do treпutka kada su jzdvajaпe celjjske 

membraпe. Uzorcj su сјsсепј od mastj ј vezjvпog tkjva, јsесапј па mапје delove, ј homogeпjzovaпj 

u 5 volumeпa saharozпog pufera (0.3 М saharoze, 25 mM trjs baze, 0.25 mM feпjlmetjlsulfoпjl 

fluorjda, 1 mM EGT А, 1 О mM moпotjogljcerola ј арrоtјпјпа (Т rasylol) u koпceпtraciji od 1 О 000 

kaljkreiпskih jediпjca па litar, рН 7.5) korjsceпjem Ultra-Turrax homogeпjzatora (Tissumjzer, 

Tekmar, Сiпсiппаtј, ОН) sa maksimalпom brziпom 5х5 sec па 0°С. Homogeпat је ceпtrifugiraп па 

500 х g, 1 О miп па 4°С. Superпataпt, kojj sadrzj membraпe, је ultraceпtrifugiraп па 70 000 х g, 45 

mјп па 4°С (Beckmaп Preparatjve Ultraceпtrjfuge, Beckmaп lпstrumeпts, lпс., Palo Alto, СА) . 

Nastalj talog је resuspeпdovaп u rastvor jdeпtjcпog sastava rastvoru u kojem se odvjjalo vezjvaпje, 

alj Ьеz BSA-a. 

Ligaпd-PC kompjuterskj program Мuпsоп-а ј Rodbard-a (61) korjsceп је za odreojvaпje tjpa 

vezivaпja, koпstaпte disocijacije (Kd), kao i maksimalпog kapacjteta vezivaпja tj . broja receptora 

(Bmax). 

MITOGENE ANALIZE 

1. lnhiblcija inko1·poracije obelezenog timidina u DNK celija 

FibroЫasti misa, Swiss 3Т3 celije, zasejavaпe su u posudama sa 96 polja (Costar) u koliciпi 

od 5х1 о3 celija/polje. Celije su ostavljeпe da rastu 5 dапа kako Ьi postale koпflueпtпe. Na kraju 

perioda od 5 dапа celije su ispiraпe dva puta, peptjdj su dodavaпj u zapremjпi od 25 ~-tl pomesaпj 

sa 1 ОО ~-tl DME medijuma koji је sadrzavao 1 ОО ~-tQ/ml BSA ј 1 ~-tCi/polje (metii-3H)-tjmidiпa, 

specificпe aktjvпosti 5 Ci/mmol (Amersham). Posle 48 h celije su izlagaпe tripsjпom ј prikupljaпe 

poluautomatskjm celjjskim harvesterom (Cambridge Techпologies, Watertowп, МА) . Svaki 

eksperimeпt је rаоеп u triplil<atu. 

Serjja eksperjmeпata је uraoeпa sa trj cefjjske liпije humaпog karciпoma dojke: MCF-7, 

MCF-7 Mlll ј MDA-MB-231 . Oko 5 000 cefjja роsејапо је u svako od 96 оkапа Falcoп posuda. 

Posle 48 h, medijum је zатепјеп medjjumom koji је sadrzavao 0.5% FBS i razlicite koпceпtracije 

ЬomЬezjпskih aпtagoпjsta. Posle sledecjh 48 11, medijum је ропоvо рrоmепјеп ј dodato је 0.5 ll 

Ci!polje (metjf-3H)-tjmjdjпa. Posle jпkubacije od 4 h, celije su dva puta jspraпe fjzjoloskim rastvorom 

ј tri puta sa 10% trjhloroujrcetпom kjseliпom па 4°С. Precipitat је rastvaraп u 1 N NaOH 

пeutraljsaп sa 1 0% sjrcetпe kiseliпom. Radjoaktjvпost је mereпa u scjпtjlacioпom Ьеtа brojacu. 
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Cilj ovih eksperimeпata Ьiо је da se utvrdj da lj ЬоmЬеzјп jlj GRP stjmuljsu rast jspitjvaпjh 

celija in vitro, kao ј se utvrdi da lj паsј aпtagoпistj mogu Ьlokjratj efekt ЬоmЬеziпа jlj GRP-a. 

2. lnhiblcija proliferacije celija 

U јеdпој grupi eksperjmeпata korjsceпa је SCLC eelijska lјпјја Н-345. Dve stotjпe hiljada 

celjja па ml zasadivaпo је u 5 ml posudama ј jпkuЬiraпo u HITES hraпljjvoj podlozj uz 2.5% CFBS 

u toku 8 dапа u prjsustvu jli odsustvu peptjda. Posle 8 dапа jпkubacjje grupe celija razЬijaпe su 

pasэ.Zom kroz sterj lпe jgle O<l 18-22 G а broj celjja је odredjvaп Coulter brojacem. 

РоsеЬпа serija eksperimeпata uradeпa је sa celijskim ljпjjama humaпog karciпoma dojke: 

MCF-7, MCF-7 Mlll i MDA·MB-231 . MCF-7 ј MCF-7 Mlll lјпјје dоЬiјепе su od Dr. R. Clarke-a 

(Georgetowп Uпjversity Medjcal Ceпter, Washjпgtoп, DC). MDA-MB-231 kupljeпa је od Americaп 

Туре Culture Collectjoп (Rockville, MD). MCF-7 su odrzavaпe u DME hraпljjvoj podlozj sa 

feпolskim crveпom ј 5% FBS. MVF-7 Mlll ј MDA-MB-231 su rasle u jstom medijumu Ьеz feпol­

crveпog jli u medijumu sa prethodпo роsеЬпо tretjraпjm FBS. Najme, FBS је pomesaп sa 0.5% 

(tezjпafvolumeп) Norjt А aktivпjm ugljem uz dodatak 0.05% dekstraпa. Smesa је stajala па 4°С 

tokom 12 h, а zatjm ceпtrifugjraпa 20 miп па 20 000 х g. Supernataпt је iпkuЬiraп па 56°С 30 miп , 

а zatim је filtriraп kroz 0.22 ~tm пajloпskj filter. 

Celije jz 70-80% koпflueпtпih kultura роsејапе su u sudove sa 24 оkпа u gustiпj od 1 04 celija 

ро okпu. Posle 48 h hraпljiva podloga је zаmепјепа svezom, ali koja је sadrzavala bombezjп ili 

aпaloge ЬоmЬеzјпа. Posle <lva dапа podloga је opet ргоmепјепа, а 4. dапа celije su odvajaпe od 

podloge tripsiпizacijom i Ьrојапе u Coulter Couпter-u . 

Cjlj ovjh eksperjmeпata Ьiо је da se utvrdj da lj dodatak ЬоmЬеzјпа jli GRP-a u hraпljjvoj 

podlozj stimulise rast jspjtivaпjh celija, kao ј kakav је efekt dodavaпja пasjh aпtagoпista Ьombeziпa 

u hraпljivu podlogu па rast j~; pitjvaпjh maljgпjh celija. 

З. Formiranje kolonija 

Celije Н-345 ispraпe su dva puta, resuspeпdovaпe u HITES pomesaп sa 0.3% agaroze i 

zasadeпe preko osпove od 0.6% agaroze u Petrjjevim soljama precпjka 35 mm. Mikroskopski је 

proveravaпo da li su zasadeпe samo ројеdјпаспе celjje. Celije su jпkuЬiraпe uz prjsustvo ili 
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odsustvo (kontrola) peptjda u toku З nedelje, kada su kolonjje oЬelezene Ьојоm radj lakseg 

brojanja. Brojane su samo kolonjje vece od ili jednake 0.2 mm . 

SUPERFUZIONA ANALIZA 

Mladjm (200-ЗОО g) pacovjma оЬа pola vrste Sprague-Dawley, kojj su gladovali preko nocj, 

odsecana је glava ј pankreas brzo jzvaden. Tkjvo је jnjcjrano nekoljko puta sa 5 ml "enzjmskog 

rastvora" (Medjum 199, 1% kolagenaza tjp 1 162 jedjnjce/mg, 0.25% BSA RIA stepena cjstoce, 

antjblotjcj) korjseenjem 26 G jgfe. Tkjvo pankreasa је zatjm jnkublrano 45 mjn u Dubnoff jnkubatoru 

u zapremjnj od 5 ml enzjmskog rastvora kojem је dodat О . ОЗ% (w/v) bacjtracin, 0.01% (w/v) 

jпhjbltor trjpsjna ј 15 nM HEPES-a. U toku jnkubacjje tkjvo је perfundovano sa 95% 0 2 i 5% СО2 ј 

rotjrano sa 120 oscjfacjja u IТijnutj na З7°С. lnkubacjja је jos jednom ponavljana, u jstom ratsvoru alj 

uz dodatak 50 J..LM fenilmetansulfonjlfluorjd. Posle druge jnkubacjjje tkjvo se lako djspergovalo 

pasaiom (1 0-20 puta) kroz 5 ml pjpetu ј filtrjralo kroz 200 J..Lm Njtex gazu. Deo acjnusa је jzvaden 

za brojanje na hemocjtometru а vjabllnost odredjvana trjpanskjm plavilom. 

Aparat za superfuziju konstrujsan је u laЬoratorjjj ј shematski prjkazan na Sljcj 4. Acjnusj 

pankreasa smestani su u sefadeks G-1 О ра u 2 ml komoru superfuzjonog aparata perfundovanu 

oksigenisanom hranfjjvom podlogom. Protok rastvora jznosio је 1.5 ml na З min, kontrolisan 

peristaltickom pumpom (Gjlson Minipulse НР-8). Frakcjje su sakupljane u tromjnutnjm jntervafjma. 

Prefjmjnarnj eksperjmentj ukazafj su da је dvocasovna prejnkubacjja acjnusa blla neophodna, kako 

Ьi se osjgurao stalan njvo oslobadanja amjlaze jz preparata. Acjnusj su Ьilj u kontaktu sa agonjstima 

З mjn а antagonjstjma 9 mjn ра zajedno sa agonjstom jos З mjn. Na kraju eksperjmenta, acjnusjma 

је dodavana 0.01 М HCI u toku 9 mjn kako Ьi se odredjo ukupnj sadrzaj amjfaze u njjma. 
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Slika4. Shema aparata za superfuziju acunusa pankreasa pacova. 

Koncentracija amilaze odreaivana је modifikovanom metodom ро Bernfeld-u koriscenjem 

maltoze rastvorene u hrar1ljivoj podlozi Medijum 199 kao standarda (62). Aktivnost amilaze 

osloЬoaene u vremenu od З minuta, izra.Zavana је kroz broj 119 maltoznog ekvivalenta/ml/1 О min 

koju stvara amilaza iz skroba па 30°С. Kolagenaza је kupovana od Worthington Bipchemical Corp. 

(Freehold, NJ) а sve ostale hemikalije od Sigma Chemical Со. 

Poseban kompjuterski program koriseen је za obradu podataka iz superfuzione analize. lz 

podataka moguce је doЬiti velicinu maksimalnog odgovora ("peak"), ukupni odgovor (preko 

povrsine ispod krive), samo povrsinu ispod krive za odgovor iznad bazalnog nivoa oslobaaanja 

amilaze. Lin-log regresionom analizom nishodne strane pika doЬija se podatak о Ьioloskom polu­

zivotu (tso) odgovora. 
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. IN VIVO EKSPERIMENTI 

ISPITIVANJE ENDOKRINIH EFEKATA ANTAGONISTA BOMBEZINA KOD 

PACOVA 

U ovjm eksperjmentjma korjscenj su muskj Sprague-Dawley pacovj tezjne oko 250 g. 

L:jvotjnje su hranjene standardnom djjetom ј vodom ad libltum, а cuvane pod kontrolisanjm 

uslovjma: 12 h svetlo, 12 h mrak na 24 ± 2°С. U svakoj eksperjmentalnoj grupj Ьilo 7-8 pacova. 

Za merenje gastrjna u serumu, pacovj su gladovali najmanje 18 h pre eksperjmenta. L:jvotjnje 

su anestezjrane natrjjum pentobarЬitonom (30 mglkg telesne tezjne). GRP(14-27) је davan 

jntravenskj, subkutano jlj jпhalacjjom. Za jntratrahealnu apljkacjju, modjfjkovana 26 G jgla је 

uvlacena u gornju polovjnu traheje. Peptjd је jnjcjran u oЬijku fjnog spreja posle kratkotrajne 

kompresjje grudnog kosa zjvotjnje. Uzorcj krvj uzjmanj su jz jugularne vene. Antagonjstj su davanj 

jntravenskj, potkozno ili jnhalacjjom. 

Uzorcj krvj su centrjfugjraпj i cuvaпi па -70°С do aпalize. Gastriп u serumu odreoivaп је RIA 

metodom sa dvostrukim aпtitelima kitom Весtоп Dickeпsoп Comp. (Oraпgeburg, New York). 

Koпceпtracija hormoпa rastn (GH) mereпa је RIA metodom materijalom jz Natjoпal Hormone and 

Pjtujtary Program. lnsuljп ј glukagoп u serumu merenj su specjfjcnjm RIA metodom. Koпcentracjja 

glukoze odreёJjvaпa је komercjjalпjm kjtom (StaпЬio, San Antonjo, ТХ). Koncentracjje 

lutejпjzjrajuceg hormona (LH) u plazmj odreёJjvaпe su RIA metodom dvostrukjm antjtelima, а kao 

referentпj preparat korjstjo se LH-RP-3 pacova. lпsuljпskj faktor rasta 1 (IGF-1) u serumu odreёJjvan 

је RIA metodom uz prethodnu ekstrakcjju uzoraka seruma modjfjkovaпjm nacjnom kojj ukljucuje 

proces krjoprecjpjtacjje. IGF-1 (Geпeпtech) јоdјпјгап је staпdarnom hloramjn-T metodom. 

ISPITIVANJE ANТITUMORSKE AКТIVNOST\ ANTAGONISTA BOMBEZINA 

Aпtjtumorska aktjvпost pojedjпjh aпtagoпjsta ЬomЬezjna jspjtjvaпa је па: 

а) humaпjm tumorjma traпsplantjraпjm golim mjsevjma (karcjпom koloпa, prostate ј dojke}, 

Ь) eksperjmentalnom l<arcjnomu dojke misa ј 

с) karcjnomu pankreasa hrcaka uzrokovaпog hemjjskjm agensom. 
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1. Transplantati humanih tumora na golim misevima 

Atjmjcnj, "golj" mjsevj (nu/nu), prosecne starostj oko 6 nedelja ј tezjne oko 20 g, dobljenj su 

od Natjonal Cancer lnstjtute (Bethesda, МО). L:ivotjnje su cuvane u odgovarajucjm uslovjma u 

kavezjma zast jcenjm lamjnarnom komorom. 

Transplantatj (ksenograftj) humanog karcjnoma kolona НТ-29 jnjcjranj su jnokulacjjom oko 1 О 

mjljona celjja u podkoznj sloj na ledjma mjseva. РС-82, humanj karcjnom prostate, dobljen је od О г. 

John lsaacs-a (Oepartment of Urology, Jonh Hopkjns Unjversjty School of Medjcjne, Baltjmore, 

МО) . MCF-7 Mlll celjje humanog karcjnoma dojke dobljene su od Or. RoЬert Clarke (Georgtown 

Unjversity Medjcal Center, Washjngton, ОС) . MCF-7 Mlll tumorj proslj su kroz pet pasa:Za pre 

eksperjmenta. 

Ksenograftj tumora jnjcjrani su inokulacijom delova tumora velicine 1-2 mmЗ pod kozu donjeg 

dela leda mjsa. Terapjja је zapocjnjana najcesce u vreme kada su tumorj narasli do 15-20 mmЗ. 

Eksperjmentalne grupe brojale su ро 7-1 О zjvotjnja. Antagonjstj ЬomЬezjna su rastvaranj u rastvoru 

0.1% OMSO-a u fjzjoloskom rastvoru . Lekovj su 

davanj subkutano ili uz pomoc osmotskjh pumpj 
Croaa Sectlon ol а Functlonlng 

ALZET« Oomotlc Pump 

__ 0f'llvc ry po r lяl 

f!cmovAЫC CRP 

J mpcrmcaЫc 

1 С51'ГV0 1Г WAI I 

OsmotiC ngcnl 

Sf'm•pc r mcя i )IC 

•Т1('n1 !НЯПI' 

f:nviГQO ПlC Г'I 

(Aizet Corporatjon, Palo Alto, СА) . Najcesce је 

korjseen model 2002, koji oslobada 0.5 J..LI/h ј kojj 

је osjguravao terapjju tokom 2 nedelje. Kada su 

se korjstjle minjpumpe, mjsevj su anestezirani sa 

2,2-djhloro-1, 1-difluoroetjlmetil 

(MetofaneR, Pjtman-Moore, 

etrom 

Wash jngton 

Crossing, NJ), а pumpe hjrurskj jmplantirane 

pod kozu leda mjsa. Za punjenje osmotskih 

mjnjpumpi, peptjdj su rastvaran j u 50% (v/v) 

propjlen gljkola u vodj. Shematskj prjkaz 

unutrasnje strukture osmotske mjnjpumpe dat је 

na Sljcj 5. 

Slika 5. Unutrasnjj presek grade Alzet 

osmotske pumpe. Ojfuz jja tecnostj jz okolnog 

tkjva u unutrasnjost pumpe uslovljava postepeno 

oslobadanje leka jz skladjsta pumpe. 
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Veljcjna tumora је merena 1-2 puta nedeljno uz pomoc lenjjra. Zapremjna tumora 

jzracunavana је na sledecj nacin: 

Z 
. t c!uzjna х sjr jna х 1l 

aprem1na umora = -------
6 

Vreme udvostrucavanja zapremjne tumora jzracunavano је u toku logarjtamske faze rasta 

tumora. Vreme odlaganja rasta tumora predstavlja razljku u vremenu za koje u odreaenoj grupi 

zivotjnja tumor dostjgne odreaenu veljcjnu. Tumorsko opterecenje izracunavano је kao odnos 

tezjne tumora (u mg) ј telesne tezjne zjvotjnje (u g) . Na kraju eksperjmenta, zjvotjnje su 

anestezjrane, dekapitjrane, а krv је sacuvana za dalju analizu. Pre jskrvavljenja, merena је telesna 

tezjna zjvotjnja kao ј tezina odreaenjh organa. Tumorj su ekstjrpjranj, ociscenj od okolnog tkjva, deo 

tumora је sacuvan za histopatolosku analizu, dok је drugi deo korjscen za receptorske studjje. 

2. Eksperimenti sa МХТ karcinomom misa 

Estrogen-zavjsnj МХТ (3.2) i estrogen-nezavjsnj МХТ (3.2)/0vex karcjnom dojke (C57BL Х 

DBA/2)F1 mjseva dobljen је od Dr. д.Е. Bogden (Bjomeasure lnc., Hopkjnton, Mass.). Tumor је 

transplantjran u gornjj deo leaa mjsa. Peptjdj su davanj subkutanjm jnjekcjjama jlj Alzet 

mjnjosmotskjm pumpama (tip 2002). Postupak jnokulacije tumora је Ьiо sljcan kao ј kod 

eksperjmenata sa goljm mjsevjma. 

З. Eksperimenti sa hemijski indukovanim karcinomom pankreasa kod 

hrcaka 

Korjscenj su sjгjjskj zlatni hrccj (CH:RGH) , tezjne 98 ± 5 g. :Ljvotjnje su cuvane u sobama sa 

kondicjonjranjm vazduhom, vlaZnosti oko 55%, hranjene Rodent LaЬoratory Chow 50001 (Purina 

Mjlls, lns., St.Loujs, МО) ј pojene vodom ad libllum. Hemjjskj karcjnogen, ВОР (Amerjcan Tokyo 

Kasej lnc., Portland, OR), cuvan na 4°С ј uvek sveze rastvaran u 0.9% NaCI davan је s.c. u dozj od 

1 О mglkg telesne tezjne jednom nedeljno u toku 6 nedelja. Osamnaest nedelja kasnjje (24 nedelje 

od pocetka eksperjmenta), p_rezjvele zjvotinje su randomizjrane ј ukljucene u eksperiment. Lekovj 

su apljkovanj Alzet osmotskim pumpama (model 2ML4), koje oslobaaaju 2.5 J.!l/h u toku 4 nedelje. 

Eksperjmentalne grupe brojale su 10-12 zjvotjnja. Terapjja је trajala 8 nedelja. Na kraju lecenja, 

zjvotjnje su iskrvavljjvane pod anestezjjom MetofanomR. Merena је telesna tezjna, trbusna duplja је 
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otvarana ј regjstrovano је eventualno prjsustvo ascjta. Osjm toga, merena је tezjna pankreasa, kao 

ј tezjna tumorskjh promena Ll aЬdomenu. 

HISTOLOSKE PROCEDURE 

Svj uzorcj tumora hjstopatoloskj pregledanj su u nasoj laЬoratorjjj na jednom mestu 

(hjstoloske procedure obavljao је Dr. К. Szepeshazj)_ Tumor је fjksjran u neutralnom formaljnu, 

potopljen u Paraplast (Oxford Labware, St. Loujs, МО), а preparatj veljcjne 6 }-tm su jsecanj_ 

Preparatj su Ьојеnј hematoksilin-eozjnom ј Van Gjeson-ovom Ьојоm. Za merenje apoptotickog 

jndeksa (programjrana celijska smrt) meren је broj apoptotskih celjja na 1 000 celjja. Na sljcan nacjn 

odreёJjvan је ј stepen mitoze celija u tumoru. Koljcjna strome u tumoru predstavljena је odnosom 

povrsjne vezjvnog tkjva u odnosu na povrsjnu tumora u preparatu. Broj agjrofjlnjh organjzacjja 

nukleusa (AgNOR), u odnosu na broj tumosrkjh celjja, odreёJjvan је Ьojenjem srebrom. Sva 

hjstopatoloska jstraZjvanja vrsena su Ьеz uvjda u prethodnu terapiju. 

Sve vrednostj predstavljene su kao srednje vrednostj ± standardna greska (SE), а za 

statjstjcku analjzu korjscenj su Duncan-ov test ili Student-ov parnj t-test. 

REZULTATI 

STRUKTURA SINTETISANIH ANT AGONIST А BOMBEZINA 

U nasoj laЬoratorjjj najpre su sjntetjsana (Dr R.-Z Сај) dva agonjstjcka analoga 

Ьombezina/GRP-a: Tyr4-BN (1-14) ј GRP (14-27). Tyr4-BN (1-14), molekulske tezjne 1652, је zЬog 

prjsustva tirozjna pogodan za jodjranje. Tako oЬelezen korjstjo se u receptorskjm studjjama. 

GRP(14-27), molekulske tezjne 1647, zadrzava sva Ьioloska dejstva, kako ЬomЬezjna, tako ј 

celokupne molekule GRP-a. GRP(14-27) је korjscen kao agonjst, јег је zЬog kraceg 

amjnokjseljnskog lanca daleko jeftjnjjj za sjntezu od GRP-a. 
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Sjntetjsano је preko 50 analoga ЬomЬezjna ј svako jedjnjenje oznaceno је posebnom sjfrom. 

ТаЬеlа 5 prjkazuje strukturu sjntetjsanjh analoga ЬomЬezjnaJGRP-a ј njjhove molekulske tez jne. 

Struktura analoga ЬomЬezjna prjkazuje se tako sto se navode samo jme ј pozjcjja amjnokiseline 

koja se razljkuje od amjnokjseline u strukturj ЬomЬezjna. 

Т аЬеlа 5. Struktura ј molekulske tezjne ЬomЬezjna ј sjntetisanjh analoga. 

Broj ~jfra Strukturna formula Molekulska tezina 
1 2 з 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1З 14 

BomЬezjn pGiu-Gin-Arg-Leu-Giy-Asn-Gin-Т rp-Aia-Vai-Giy-Hjs-Leu-Met-NH2 1652 

1. 

2. 

з. 

4. 

5. 

8. 

9. 

1 О . 

11. 

12. 

1З . 

14. 

15. 

16. 

17. 

18. 

19. 

20. 

21. 

22. 

2З. 

24. 

25. 

26. 

27. 

RС-ЗООЗ 

RС-ЗОО5 

RС-ЗОО9 

RС-ЗОЗО 

RС-ЗО40 

RС-ЗО80 

RС-ЗЗ24 

RC-4160 

RC-4170 

RС-З4ЗО 

RС-З495 

RС-ЗЗ1 О 

RС-ЗЗ20 

RС-ЗЗ50 

RС-ЗЗ60 

RС-ЗО95 

RС-З1 ОО* 

RС-З105 

RС-З11 О* 

RС-З125 

RС-З1ЗО 

RС-З1З5 

RС-З400 

RС-З420 

RС-З165 

0Trp1°,0Phe12,Leu14-BN (1-14) 

Hjs(Bz)20,DTrp23,DPhe25,Leu27 -GRP(14-27) 

0Trp2З,Ophe25,Leu27_GRP(14-27) 

Ac-Hjs7-BN (7-1З) 

Ac-Hjs7,Leu14-BN (7-14) 

0Tpj6,Hjs7,Leu1З Ч'(CH2NH)Leu1 4-BN (6-14) 

0Phe6,Dpa(Ac)7•Leu13 Ч'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 

AcGiu7,Trp12-BN (7-12) 

D-Trp6,Giu(OMe)7-BN (6-12) 

Phefi,Giu7,Leu13 Ч'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 

0Tpiб,Hjs(Bz)7,Leu13 Ч'(CH2NH)Leu 14-BN (6-14) 

0Phe6,Hjs(Bz)7,Leu1з Ч'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 

DPhe6,0Pa(NH2C0)7,Leu1з Ч'(CH2NH)Phe1 4-BN (6-14) 

0Phe6,Giu(CH3NH)7,Leu1з Ч'(CH2NH)Phe14_BN (6-14) 

DPhe6,Giu(OMe)7,Leu1З Ч'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 

0Tpiб,Leu1З I.J'(CH2NH)Leu14-BN (6-14) 

0Phe6,Leu1З Ч'(CH2NH)Leu14-BN (6-14) 

0Tpj6,Leu1 3 Ч'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 

0Phe6,Leu13 I.J'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 

DTrp6,Leu13 Ч'(CH2NH)Leu14-BN (6-14) 

AcTrp(For)6,Leu1З Ч'(CH2NH)Leu 14-BN (6-14) 

AcTrp6 , Leu1з Ч'(CH2NH)Leu14-BN (6-14) 

NH2C0-0Phe6,Leu1з 'V(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 

0Trp6,Leu1з Ч'(CH2NH)Phe14_BN (6-14) 

Paa6,Leu13 Ч'(CH2NH)Leu14-BN (6-14) 

1697 

1858 

1972 

1087 

1244 

1471 

1700 

900 

1000 

1580 

1650 

1580 

1600 

1580 

1580 

1З48 

1З10 

1610 

1572 

1577 

15З6 

1506 

161 о 

1З82 

1700 
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28. RC-3115 DTpi6,Leu13 Ч'(CH2N)Tpi14_BN (6-14) 1648 

29. RC-3120 DPhe6,Leu13 Ч'(CH2N)Tpi14-BN (6-14) 1610 

30. RC-3415 DTrp6,Leu13, Ч'(CH2N)TpP 4-BN (6-14) 1649 

31 . RC-3440 Tpiб,Leu1 3 'V(CH2N)Tpi-BN (6-14) 1648 

32. RC-3160 DTpi,Leu13 'I'(CH2NH)Trp(For) 14-BN (6-14) 1678 

33. RC-3385 DTpi6,Leu13 Ч'(CH2NH)Trp14-BN (6-14) 1650 

34. RC-3410 DTrp6,Leu13 Ч'(CH2NH)Trp(For) 14-BN (6-14) 1677 

35. RC-3375 Mpp6,Leu13 Ч'(CH2NH)Trp14-BN (6-14) 1700 

36. RC-3390 DPt1e6Leu13 Ч'(CH2NH)Trp14-BN (6-14) 1630 

37. RC-3380 DTrp6,Leu13 Ч'(CH2NH-Trp14-BN (6-14) 1650 

38. RC-3388 Tpi6,Leu13 Ч'(CH2NH-Trp14-BN (6-14) 1630 

39. RC-4040 D-Trp6,Tpi11_BN (6-11) 900 

40. RC-3800 D-Phe6-BN (6-13)РА 1100 ' \ . 

41 . RC-3810 D-Phe6-BN (6-1 3)0Et 1000 

42. RC-4090 D-Trp6,TpP2-BN (6-12) 1000 

43. RC-3530 TpiE>,Tpi12-BN (6-12) 1000 

44. RC-4020 D-Trp6,TpP2-BN (6-12)РА 1000 

45. RC-4010 D-Trp6,Tpi12-BN (6-12)0Н 1000 

46. RC-4030 Tpi1',Trp12_BN (6-12) 1000 

47. RC-3715 D-Trp6,Trp12_BN (6-12) 1000 

48. RC-4125 D-Trp6,Trp12_BN (6-12)РА 1000 

49. RC-3710 D-Tpi6,Trp12-BN (6-12) 1000 

50. RC-4140 D-Pai6,Tpi12-BN (6-12) 1000 

51. RC-4150 D-Cpa6,Tpi12_BN (6-12) 1000 

сн2 
52. RC-3950 D-Phe6, CH2-Cys 14-BN (6-14) 1200 

53. RC-395011 D-Phe6,CH2NH-Cys 14-BN (6-14) 1200 

сн2 
54. RC-3955 D-Trp6,CH2N-Cys14-BN (6-14) 1200 

сн2 
55. RC-398511 D-Phe6,CH2N-Pen14-BN (6-14) 1200 

56. RC-39851 D-Phe6,CH2N-Pen14-BN (6-14) 1200 

*Analozj jdentj~ne strukture kao analozj RC-3110 ј RC-3100 opjsanj su od strane Соу-а ј saradnjka, 1989 (54); BN, Ьombezjn; 

РА, propjlamjd; OEt, etjlestar. 
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ANALIZA AKTIVNOSTI ("SCREENING") NOVOSINTETISANIH ANALOGA 

BOMBEZINA /N VITRO 

"Screening" novosintetisanih analoga ЬomЬezina u uslovima in vitro vrsen је kompetitivnim 

receptorskim analizama, tj . odreёlivanjem njihove sposobnosti da inhiblraju specificno vezivanje 

1251-Tyr4-BN za ЬomЬezinske receptore na intaktnim Swiss 3Т3 misjim fibroЬiastima. Najpre su u 

nekoliko eksperimanata pro\'ereni uslovi za optimalno vezivanje oЬelezenog Tyr4-BN, koji su inace 

vec ranije opisani u radu Zatшry-a i Rozengurta, 1986 (25). 

Vezivanje 1251-Tyr4-BN za konfluentne Swiss 3Т3 celije је visoko specificno (60-80%), а 

ukupno vezivanje iznosilo је oko 7% dodate radioaktivnosti. Specificno vezivanje је Ьilo zavisno od 

temperature i vremena inkubacije. Optimalno vezivanje је Ьilo na temperaturi od 37°С i pri duzini 

inkubacije od 30 min (Siika 6) . Na temperaturi od 4°С, vezivanje је sporo, dostize stanje ravnoteze 

posle 60 minuta i ostaje kon:>tantno sledeca 2 h (Siika 6) . 
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Slika 6. Specificno vezivanje 1251-Tyr4-bombezina za receptore na Swiss 3Т3 celijama u 

zavisnosti od temperature i duzine inkubacije. А - vezivanje se odvijalo na 37° С, В - vezivanje se 

odvijalo na temperaturi leda. 
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Eksperimenti sa Swiss ЗТЗ celijama koje su rasle u posudama sa 96-polja, pokazali su da u 

takvim uslovima broj celija nije dovoljan za znacajnije specificno vezivanje oЬelezenog Tyr4-BN. 

Minimalan broj celija koji је dozvoljavao ovakve eksperimente је oko 2 х 105, sto је zahtevalo da se 

za rast celija koriste plasticne posude sa 24 polja. 

Vezivanje 1251-Tyr4-BN је specificno. BomЬezin i GRP(14-27), u koncentraciji od 1 1-1mol, 

skoro u potpunosti inhiblsu specificno .vezivanje oЬelezenog Tyr4-BN. Specificno vezivanje 

oЬelezenog liganda (1251-Tyr4-BN) nije inhiЬisano mikromolarnim koncentracijama somatostatina, 

insulina, supstancije Р, EGF-a i vazopresina (ТаЬеlа 6). 

Tabela 6. Specificnost vezivanja 1251-Tyr4-BN za intaktne Swiss ЗТЗ celije. 

Neobelezena supstancija Koncentracija (l!f1lol) Specificno vezivanje (%) 

BomЬezin 1 28.8 

GRP(14-27) 1 29 

Somatostatin 5 97.7 

lnsulin 4 95.2 

Supstancija Р 1 90.8 

EGF 0.3 97.7 

Vazopresin 1 98.3 

Na Slici 7 је prikaza11a zavisnost vezivanja od koncentracije (0.005 - З nM) primenjenog 

oЬelezenog liganda. Specificno vezivanje Ьilo је "saturaЬilno", а nespecificno vezivanje raslo је 

linearno sa porastom koncentraciije liganda. Scatchard-ova analiza ovih podataka ukazuje na 

prisustvo jedne klase receptora velikog afiniteta, konstante disocijacije Kd = 0.6±0.14 х 1 О -9 М i 

maksimalnog kapaciteta vej~ivanja Bmax = 265,9 ± 50 fmol/mg proteina (srednja vrednost od 20 

eksperimenata ± SE). Koncentracija receptorskih mesta iznosila је 7.2 х 1 о-12, prosecna 

koncentracija proteina ро jednom oknu tj. u 2 х 1 05 celija, iznosila је oko 45 1-19. sto sve omogucava 

izracunavanje broja receptorskih mesta ро jednoj celiji: on iznosi 36 600 ± 6 500 receptora/celiji 

(srednja vrednost ± SE). 

Bioloska aktivnost sir.tetisanih analoga ЬomЬezina u receptorskim analizama, izrazavana је 

preko vrednosti IC50, koja oznacava koncentraciju analoga koja inhiЬira 50% specificnog vezivanja 

radioliganda. 
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Slika 7. Vezivanje 1251-Tyr4-

ЬomЬezina za receptorska mesta па 

Swiss ЗТЗ eelijama u zavisnosti od 

koncentracije ljganda. Eksperimentj su 

izvoaeni na 37°С. • , specificno 

vezivanje, • , nespecjficno vezivanje. Na 

ordjnatj se nalaze vrednost j vezanog 

ljganda (8, "Ьound"), а na apscjsj 

koncentracjja oЬelezenog ЬomЬezjna (F, 

"free") u pmol/ml (nM). Unutar slike 

prjkazana је ј Scatchard-ova analjza 

podataka. 

Drugj test za analizu aktjvnostj sjntetjsanjh ЬomЬezjnskjh analoga Ьiо је jпhibicija 

j пkorporacjje oЬelezenog tjrnidjna u DNK Swjss ЗТЗ celija stimuljsana GRP (14-27)-om. Naime, 

GRP(14-27) u doznom rasponu od 0.1 do 1 ОО nM stjmuljse preuzjmanje (3H)tjmjdina od strane 

Swjss ЗТЗ celjja, ukazujucj na mitogenj efekt GRP-a. Polovina maksjmalnog efekta GRP(14-27)-a 

vjaa se prj koncentracjjj od 1 nM. Na Sljcj 8 prjkazana је dozno-zavjsna kriva mitogenog efekta 

GRP(14-27)-a. Ovo dejstvo GRP(14-27)-a Ьilo је sljcno delovanju ЬоmЬеzјпа, opjsanom u radu 

Sjnnett-Smjth-a ј saradnika (42) . 
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Tetradekapeptjdnj aвalozj bombezjna 

lzmenama u redosledtJ amjnokjseljna cjtave molekule ЬomЬezjna ili GRP (14-27)-а, najpre su 

sjпtetjsana trj aпaloga, tetradekapeptjda: RC-3003, RC-3005 ј RC-3009 (vjdetj TaЬelu 5) . Njjhova 

sposobпost da jnhjЬisu specjfjcпo vezjvanje 1251-Tyr4-BN-a za receptorska mesta na Swjss 3Т3 

celijama izraZeпa је preko vredпosti IC50 i te vredпosti, za ove aпaloge Ьile su 1 05, 50 ј > 1000 
' ' 

пМ. Ovakvi rezultati su ukazali da sпaZпije aпtagoпiste ЬоmЬеziпа treba traZiti u peptjdjma kraceg 

lапса. 

Aпalozj ЬоmЬеzјпа od redпog broja 4 do 56 sa Т аЬеlе 5, su analozj kratkog lапса 

amjпokjseljпa, попарерtјdј, oktapeptjdj, heptapeptjdj ј septapeptjdj. Radj jasпijeg ј lakseg prjkaza 

пjjhove Ьioloske aktjvпostj , oni su podeljeni u пekol jko grupa. 

Analozj sa strukturnjm jzmenama na pozjcjjj 7 

Odvojeпu grupu јеdјпјепја predstavljaju analozj пastalj strukturnjm jzmenama na pozjcjjj 7 u 

ЬomЬezjnu (6-13), ЬomЬezir1u (6-14), ЬomЬezjnu (7-13) ј ЬomЬezinu (7-14) kao ј Ьombezjпu (6-12) 

ј ЬomЬezjnu (7-12). Ovi analozj siпtetjsaпj su sa jlj Ьеz redukovaпe peptjdпe veze па termjпalпom 

C-atomu molekule. Njjhovu strukturu, kao ј aktjvпost u јпhјЬiсјјј specifjcпog vezjvaпja obelezeпog 

Tyr4-BN-a prjkazuje ТаЬеlа 7. Na Sljcj 9 prikazaпe su dozпo-zavjsпe jпhjЬitorпe krjve za neke od 

aпaloga sa strukturпjm jzmeпama па poziciji 7, na osnovu kojih је ј jzracuпavaпa vredпost IC50. 
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Sljka 9. lnhiЬicjja specificпog 

vezivaпja oЬelezeпog Tyr4-BN-a aпalozima 

ЬomЬezina пastaljm strukturпjm izmeпama 

na pozicjji 7 ЬоmЬеzјпа. Celjje su 

jпkuЬiraпe sa 0.05 пМ 1251-Tyr4-BN-a u 

odsustvu prjsustvu пavedeпjh 

koncentracjja analoga, kako је opisano u 

poglavlju Materjjali ј Metode. Rezultatj su 

jzraZeпj kao proceпt i od saturaЬilnog 

vezjvanja u odsustvu analoga. U svakom 

eksperjmentu, ројеdјпа tacka predstavlja 

srednju vredпost od сеtјгј eksperjmeпta, 

odredjvaпe u tripljkatu. 
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Т аЬеlа 7 Aktjvnost ЬomЬezjnskjh analoga nastaljh jzmenama lanca ЬomЬezjna па pozjcjjj 7 

lnhiblcija vezivanja 
Bombezinski analog obelezenog Tyr4-BN 

za Swiss ЗТЗ celije 
IC50 (nM) 

RC-3030 Ac-Hjs7-BN (7-13) 165 

RC-3040 Ac-Hjs7,Leu14_BN (7-14) 65 

RC-3045 Ac-Hjs7,Leu13 I.V(CH2NH)Leu14-BN (7-14) 230 

RC-3075 0Tpj6,Hjs7-BN (6-13) 50 

RC-3080 0Трј6, Hjs7, Leu 13 I.V(CH2NH)Leu 14-BN (6-14) NE 

RC-3495 0Tpj6,Hjs(B.z)7,Leu13 I.V(CH2NH)Leu14-BN (6-14) 82 

RC-3310 0Phe6,Hjs(Bz) 7•Leu 13ч,(СН2NН) Phe 14-BN(6-14) 39 

RC-4160 AcGiu7,Trp12-BN (7-12) 180 

RC-4170 O-Trp6,Giu(OMe)7-BN (6-12) з оо 

RC-3430 Phe6,Giu7,Leu13 'I'(CH2NH)Phe14_BN (6-14) 22 

RC-3350 0Phe6,Giu(CH3NH)7,Leu 13,v(CH2NH)Phe 14-BN(6-14) 57.5 

RC-3360 0Phe6,Giu(0Me)7,Leu13 I.V(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 5.7 

RC-3324 0Phe6,0pa(Ac)7•Leu13 I.V(CH2NH)Phe14-BN (6-14) >1000 

RC-3320 0Phe6,0pa(NH2C0)7,Leu 1 ЗI.V(CH2NH)Phe 14-BN (6-14) NE 

NE, nema elekta 

Najaktjvnjje jedjnjenje jz ove grupe analoga ЬomЬezjna predstavlja RC-3360, analog sa 

Glu(OMe) na pozjcjjj 7, pseLJdononapeptjd sa amjnokjseljnom OPhe na pozjcjjama 6 ј 14 (IC50 oko 

6 nM). Prjsustvo hjstjdjna na pozjcjjj 7 dalo је analoge sa razljcjtom aktjvnoscu. Medutjm, nj jedan 

antagonjst jz ove grupe nije pokazao vecj afjnjtet za ЬomЬezinske receptore od analoga sa 

Glu(OMe) na poziciji 7 (analog RC-3360). lsto tako, acetilovanje hjstjdina7 Uedjnjenja RC-3030, RC-

3040 i RC-3045) njje znacajnije pojacavalo Ьiolosku aktivnost. Analozi sa glutaminom na poziciji 7, 

kojima su nedostajale amiпokiseline na pozjcjjama 1 З i 14, tj. analozi RC-4160 ј RC-4170, Ьili su 

aktivni u koncentracijama ocl 1 ОО do 300 nM. Prisustvo Ора i derivata Ора na poziciji 7 drasticno је 

smanjilo Ьiolosku aktivnost jedinjenja. 
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Pseudononapeptidni analozi sa Trp i Tpi па N-terminalu molekule 

Sledeca grupa ЬomЬezjnskjh analoga predstavljeпa је jedjnjenjjma sa redukovanom 

peptjdnom vezom (pseudoпonapeptjdj) jzmedu pozjcjja 1 З ј 14 poljpeptjdnog lanca. Svj ovj aпaloz j 

jmaju D oЬijke Trp ј пjegovog aпaloga Трј па N-termjпalu (ТаЬеlа 8). Трј је strukturno јzmепјеп 

analog Trp ј vjse hjdrofobaп od Trp-a. Pretpostavjlo se da Се prjsustvo hjdrofobпjh amjnokjseljna, 

kao sto su Trp ј Трј , pojacatj aпtagoпjstjcku aktjvпost jedjnjenja DPhe6,Leu13 'V(CH2NH)Leu14-BN 

(6-14) (RC-3100) ј DPhe6,Leu13 'V(CH2NH)Phe14_BN (6-14) (RC-3105) za koje su Соу ј saradпicj 

(53) pokazalj da jmaju veoma velikj afjпjtet za ЬomЬezinske receptore па Swjss ЗТЗ celijama ј 

acjпusjma paпkreasa pacova. Aпtagoпjstj, орјsапј od straпe Соу-а ј saradпjka, su sjпtetjsaпj u 

паsој laЬoratorjjj ј sluze kao koпtrola. 

Sjпtetjsaпo је deset aпaloga sa D-Trp ј D-Tpj па N-termjпalu. Njjhovu strukturu, kao ј 

Ьioloska aktjvпost prjkazuje ТаЬеlа 8. Testjraпa је пjjhova sposobnost da jпhjblraju specjfjcr\o 

vezjvaпje oЬelezeпog Tyr4-BN-a za ЬomЬezjпske receptore па jпtaktпjm Swjss ЗТЗ ј NCI Н-345 

celjjama, kao ј da jпhjblraju stjmulacjju rasta Swjss ЗТЗ celjja uzrokovaпu GRP(14-27). Krjve 

jпhiblcjje specjfjcпog vezjvanja 1251-Tyr4-BN-a za ЬomЬezjпske receptorske u prisustvu razlicitjh 

koпceпtracjja pojedjпjh ЬomЬezjпskjh aпaloga sa Trp ј Трј па N-termjпalu prikazuje Slika 1 О . 

Koпstaпte djsocjjacije za vezivaпje oЬelezeпog Tyr4-ЬomЬeziп Swiss ЗТЗ celije Ьila је 0.6±0.14 пМ 

а za Н-345 celije 0.51±0.21 пМ (sredпja vredпost ± SE). Koпstaпte disocjjacjje za GRP(14-27) 

izпosile su 1.3±0.43 пМ za Swiss 3ТЗ eelije i 1.6±0.6 пМ za Н-345 eelije. 

Vесјпа aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа sa pseudo-peptjdпom vezom izmedu 1 3-og ј 14-og С atoma ј 

amjпokjseljпama Трј ј Trp па pozjcjjj 6, pokazjvalj su sпа:Zап afjпjtet vezjvaпja za receptorska 

mesta па jspjtjvaпjm celijskjm ljпjjama (Siika 10 ј ТаЬеlа 8). Medu aпtagoпjstjma sa пajvecima 

afjпitetom za receptorska mesta па Swjss ЗТ3 ј Н-345 celijama Ьili su DPhe6,Leu13 'V 

(CH2NH)Phe14_BN (6-14) (RC-3110) ј DTrp6,Leu1 3 Ч'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) (RC-3420) (Tabela 

8) . Nasj eksperjmeпtj su samo potvrdjlj пalaze Соу-а ј saradпjka (53) , da јеdјпјепја DPhe6,Leu13 'V 

(CH2NH)Leu14_BN (6-14) (RC-3100) ј DPhe6,Leu13 'V(CH2NH)Phe14_BN (6-14) (RC-3110) 

pokazuju sпа:Zап afjпjtet za ЬomЬezjпske receptore sa vredпostjma IC50 jspod 1 О пМ . Aпalog Na­

karbamoji-DPhe6,Leu13 Ч'(CH2NH)Phe14-BN (6-14) (RC-3400) pokazuje afjпjtet kojj је pet puta 

mапјј od јеdјпјепја jz kojeg је пastao, RC-311 О . 
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Slika 1 О. Sposobnost 

Tyr4-ЬomЬezina, GRP(14-27) i 

razlicitih pseudononapeptidnih 

antagonjsta ЬomЬezjna sa Trp ј 

Трј na N-termjnalu da jпhjЬiraju 

specjfjcno · 

oЬelezenog 

vezjvanje 

Tyr4-BN-a za 

receptorska mesta па jntaktnjm 

Swjss ЗТЗ celjjama (А) ј NCI 

Н-345 celjjama humanog 

mjkrocelularnog karcjnoma pluca (В). Celjje su jnkuЬirane sa 0.05 nM 125i-Tyr4-BN-a u odsustvu ј 

prjsustvu navedenjh koncentracjja analoga, kako је opjsano u poglavlju Materjjalj ј Metode. 

Rezultatj su jzra:Zenj kao procentj od saturaЬilnog vezjvanja u odsustvu analoga. U svakom 

eksperjmentu, pojedjna tacka predstavlja srednju vrednost od сеtјгј eksperjmenta, odredjvane u 

trjplikatu . 

Т аЬеlа 8. Bioloska aktivnost pseudononapeptidnih analoga ЬomЬezina sa D oЬiicima 

aminokiselina Trp ј D-Tpj na N-termjnalu. 

lnhiЫclja 

vezlvanja lnhiЫclja rasta 
125Ј. Tyr4-BN (IC50,nM) 

(IC50,nM) 

Analog Ьombezlna Swlsз ЗТЗ NCI Н-345 Swlss ЗТЗ 

RC-3095 DTpi6,Leu13 'V(CH 2NH)Leu14.BN (6-14) 8 10 10 
RC-3100 DPhe6,Leu13 'V(CH2NH)Leu1 4-BN (6-14) 3.45 - -
RC-3105 DTpi6,Leu13 'V(CH2NH)Phe14-BN (6-14) 71 22 80 

RC-311 О DPhe6,Leu 13 'V(CH2NH)Phe 14-BN (6-14) 1 5 -
RC-3125 Trp6,Leu13 'V(CH NH)Leu14-BN (6-14) 10.6 21 18 
RC-3130 AcTrp(For)6,Leu 1~,y(CH2NH)Leu14.BN (6-14) >3000 >3000 -
RC-3135 AcTrp6,Leu1311'(CH2NH)Leu1 4-BN (6-14) >3000 >3000 -
RC-3400 NH2CO-RC-3110 5.5 30 -
RC-3420 DTrp6,Leu1 3 'V(CH.,NH)Phe14-BN (6-14) 1 4.16 0.8 
RC-3165 Paa6,Leu13'V(CH2NH)Leu14-BN (6-14) 1768.7 - -

IC50 oznatava koncentraciju peptida koja inhiЬira specifitno vezivanje oЬelezenog Tyr4-BN za 50% ili koja za 50% inhiЬira 
stimulaciju rasta Swiss ЗТЗ celija uzrokovan dodavanjem З nM GRP(14-27). Kompetitivni tip receptorske analize габеn је u 

tripliikatu u eseju sa 10·12 tataka za Swiss ЗТЗ celije, а 6 tataka za NCI Н·345 celiije. Koeficijent varijacije iznosio је 10-30%. 
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Acetjlovaпjem Trp-a, (aпalozj RС-З1ЗО ј RС-З1З5) drastjcпo se smaпjjvala Ьioloska 

aktivпost. Aпalog u kojem је supstitujsaп D-Tpi sa Leu па pozjcjjj 14 (RС-ЗО95), pokazjvao је vecj 

afjпjtet od aпtagoпjsta sa D-Trp па pozjcjjj 6 (RС-З125). Nasuprot tome, kada se uporede aпalozj 

sa Phe па pozjcjjj 14, D-Trp supstitujsaпj analog (RС-З420) jmao је snC1Zпjjj afjпjtet od analoga sa 

D-Tpj (RС-З105) . Aпalog sa Раа na pozjcjjj 6 njje pokazjvao znacajпjjj afjпitet za ЬomЬezjпske 

receptore. 

VC1Zпo је пapomenutj da пi jedan od jspjtjvaпjh analoga sa Trp ili Трј па pozjcjjj 6 njje sam 

prouzrokovao mjtogenj odgovor Swjss ЗТЗ eelija. 

Rezultati sa per1undovanim acinusima pankreasa pacova 

BomЬezjпskj aпtagoпstj kratkog lапса sa pseudo-peptjdnom vezom ј Trp ј Трј па pozjcjjj 6 

(aпtagoпjstj predstavljeпi па ТаЬеlј 8) jspjtjvaпj su па perfuпdovaпjm djspergovaпjm acjпusima 

paпkreasa pacova (vjdetj Materjjal i Metode). Djspergovanj acjпusj paпkreasa pacova sadrzavalj su 

prosecпo 440 000 ± 1 ОО 000 zjvih (пeosteceпjh, pokazaпo metjleпskjm plavilom) acjпusa na 

mjljljtar. Srednja vredпost bazalпog oslobadaпja amjlaze jz acjпusa izпosjla је 47.7 ± 5.2 J..Lg/ml, sto 

је predstavljalo 2.2З ± 0.2% (srednja vrednost ± SE, n=15) ukupnog sadrzaja amjlaze u preparatu. 

lzmereпo је da је prosecпa ukupna aktjvnost amjlaze u preparatu З4 541 ± 4 600 J..L9· U odпosu па 

ukupпi sadrzaj eпzima, пestjmulisaпj aciпusj oslobadaju 12.44% od ukupпog sadrzaja amilaze u 

toku 60 mјп. U zavjsnostj 01ј protokola, u cjtavom eksperjmeпtu korjsceпo је 1 0-40% (prosecпo 

27%) ukupпog sadrzaja amjlaze u preparatu. 

GRP(14-27), u koпce:пtracjjama od 0.1 do ЗО пМ, uzrokuje dozпo-zavjsпu stjmulacjju 

oslobadanja amilaze jz acjпusa paпkreasa pacova (Sijka 11 ). 

Polovjna maksjmalпog odgovora aciпusa postjze se sa 1 пМ GRP(14-27). Odgovor acjпusa 

па пiske konceпtracjje GRP(14-27) (0.1 i О.З пМ) Ьiо је kratkog trajanja, oko З miпuta. Vise 

koпceпtracjje GRP(14-27) uzrokovale su dugotrajпiju stimulacjju oslobadaпja amilaze; npr. posle 10 

ј ЗО пМ GRP(14-27) Ьilo је potrebno 9 odnosпo 12 miпuta da Ьi se пјvо oslobadanja amjlaze vratj 

па bazalпj. Ропаvlјапо jzlagaпje acjпusa koncentracjjj od 1 О пМ GRP(14-27) u toku З mjпuta, 

uzrokovalo је sпјzепје ukupпog odgovora preparata za oko 20% za svaku sledecu stimulacjju. Zbog 

toga је Ьilo neophodno da su, jzmedu pojedjnacпlh stjmulacjja, preparat пајmапје ЗО mjпuta jspjra 

kao Ьi se izЬegao fепоmеп deseпzjtjzacjje . Maksimalna stjmulacjja oslobadaпja amjlaze, 

uzrokovana dodavaпjem 1 О пМ GRP (14-27), Ьila је З.З ± О.З puta (srednja vredпost ± SE) veca od 
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vrednosti bazalnog oslobadanja. Ukupni odgovor ("net-integral") acinusa na 1 О nM GRP(14-27) Ьiо 

је 7.5 ± 1.2 puta veci od пivoa bazalne sekrecije amilaze iz preparata. Bioloski polu-zivot (t112) 

odgovora acinusa na GRP(14-27) zavisio је od koncentracije GRP-a. lzracunato је da t112 odgovora 

acinusa na 0.1 nM GRP(14-27) iznosi manje od 1 minuta. Za koncentracije 0.3, 1, З, 1 О i 30 nM 

GRP(14-27) Ьioloski polu-zi•.юt odgovora preparata acinusa iznosio је 1.84, 2, 2.1 2.99 ј 3.1 mjnut, 

(sa vrednostima SE ± 1 0%). 
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Slika 11. Dozno-zavisna 

stimulacija oslobadanja amilaze 

GRP(14-27)-om jz djspergovanih 

acinusa pankreasa pacova. Prjkazane 

su vrednostj ukupnog odgovora ("net­

jntegral"). Tacke predstavljaju srednje 

vrednosti ± SE od cetiri razlicita 

eksperimenta. 

Preparati acinusa pankresa pacova izlaganj su tokom 9 minuta razlicitim koncentracijama 

antagonjsta ЬomЬezina. P1·acen је njihov efekt na bazalnu sekreciju amilaze. Rezultate ovih 

eksperjmenata prikazuje Т аЬеlа 9. 

Nj jedan od sest jspitjvanjh peptjda njje stjmulisao bazalnu sekrecjju enzima acinusa, sto 

ukazuje da onj ne pokazuju agonisticku aktivnost. Nasuprot tome, u koncentraciji od 1 О nM, samo 

analozi sa Phe na poziciji 14 (RC-31 05, RC-311 О, RC-3420 ј RC-3400) smanjivali su nivo bazalne 

sekrecije amilaze. U vjsjm koncentracjjama (1 ОО nM) svj analozj su smanjivali bazalnu sekreciju 

amilaze od 14% do 35% (Siika 12}. 
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ТаЬеlа 9 . 1пhjbltorп j efekt pseudoпoпapeptjdпjh aпaloga ЬоmЬеzјпа kratkog lапса sa Trp ј Трј 

па N-termj пalu па bazalпu SE!krecjju i sekreciju amilaze iz dispergovaпih aciпusa paпkreasa pacova 

stimu lisaпu GRP(14-27). Svaka vredпost је prosek iz dva odvojeпa eksperimeпta. 

Bazalna Maksimalni Ukupni 
t1/2 Analog Doza sekrecija odgovor odgovor 

(nM) (%) (%) (%) (%) 

RС-З125 10 о 6 19 10 
100 14 50 6З 20 

RС-ЗО95 10 о 5 20 8 
1 оо З5 55 75 12 

RС-З420 10 15 18 19 10 
1 оо з з 60 80 20 

RС-З1 05 10 10 15 10 з 

100 14 52 76 7 

RС-З110 10 10 20 20 7 
1 оо З4 60 82 10 

RС-З400 10 о 6 о 10 
100 З5 40 60 19 

U drugoj seriji eksperimeпata ispjtjvaп је efekt ЬomЬezjпskjh aпtagoпjsta, ргјmепјеп јh u doz j 

od 1 О пМ ј 1 ОО пМ, па stjmLIIacjju sekrecjje amjlaze uzrokovaпu dodavaпjem 1 О пМ GRP(14-27). 

Grafjckj prjkaz tjpjcг.og eksperjmeпta dat је па Sljcj 12. Preparat aciпusa paпkreasa 

perfuпdovaп је u toku 9 minuta samo aпtagoпjstima, а zatim jos З miпuta zajedпo sa GRP(14-27). 

lspjtjvaп је maksjmalпj ("peak"), ukupпj odgovor (povrsjпa jspod krjve), kao ј Ьiolosko polu-vreme 

odgovora па GRP(14-27). Rezultate predstavlja ТаЬеlа 9. 

Svi isptivaпi aпalozi iпhjЬisalj su efekt GRP(14-27). Maksjmalпj odgovor acjпusa ("peak") 

mапје је Ьiо јпhјЬisап bomЬeziпskjm aпtagoпjstima u poredeпju sa ukupпjm odgovorom. 

Aпtagoпjstj sa пајsпаiпјјоГГЈ jпhjЬitorпom aktjvпoscu Ьilj su RС-З420 ј RС-З11 О. Ovj aпalozj su u 

koпceпtracjji od 1 ОО пМ jпh iЬiral j maksjmalпj odgovor acjпusa па GRP(14-27) za oko 60% а ukupпj 

odgovor acjпusa za oko 80%. Nj јеdап od jspitivaпih ЬomЬeziпskih aпaloga пјје zпасајпјје mепјао 

(jпhiЬisao) Ьioloskj polu-zjvot odgovora acjпusa па GRP(14-27). 
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Sljka 12. Grafjckj prjkaz podataka 

dobljenih iz eksperjmenata sa 

perfundovanjm djspergovanjm acjnus jma 

pankreasa pacova. Kod vertjkalnjh streljca 

dodavan је GRP(14-27). BomЬezinskj 

antagonist (ovde RС-ЗО95) Ьiо је u 

kontaktu sa acjnusjma tokom 9 mjnuta, а 

zatim jos З minuta zajedno sa 1 О nM 

GRP(14-27). Uocava se da 100 nM RС­

ЗО95 snj~ava bazalnu sekrecjju amilaze. 

Na kraju eksperjmenta acinusjma је 

dodata 0.1 М HCI u toku З minuta kako Ьi 

se odredjla ukupna aktjvnost amilaze u 

preparatu. 

Pseudononapeptidni analozi sa Trp i Tpi NA C-terminalu molekule 

Strukturu nonapeptjda sa pseudo-peptjdnom vezom jzmeдu pozjcija 1 З ј 14, kao 

amjnokiseljnama Trp ј Tpi na C-terminalu poljpeptjdnog lanca prjkazuje ТаЬеlа 10. 

Jedjnjenja kod kojjh se aminokjselina Трј nalazj na pozicjji 14 predstavljaju polipeptjde sa 

novim tjpom pseudopeptjdne veze, vezom 1.j1(CH2N)Tpi-NH2. ZЬog toga је Ьilo znacajno da se 

njjhova struktura potvrdj dodatnim analjzama. 

Struktura analoga sa 1.j1(CH2N)Tpi-NH2 peptjdnom vezom, kao sto је to u analozima RС­

З120, RС-З415 ј RС-З440, dokazana је i NMR analjzom. lsto tako, sastav ovjh peptjda proveren је ј 

anaJitjckom HPLC. Rezultatj analize amjnokjselinskog sastava, kao i retenciona vremena prilikom 

HPLC-a predstavljeni su na TaЬeli 11 . Rezultatj ukazuju da је sastav ispitivanih peptida odgovarao 

је zeljenom sastavu priljkom postupka sinteze. 
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ТаЬеlа 10. Sposobпost ЬomЬez jпskjh aпaloga kratkog lапса sa amjпokjsef jпama Trp ј Тр ј па 

C-termjпalu da j пhjblraju specjfjcпo vezjvaпje oЬelezeпog Туг4-ЬоmЬеz јпа za ЬomЬezj пske 

receptore па jпtaktп im Swjss ЗТЗ cefjjama, kao ј da suprjmjraju mjtogeп j odgovor Swjss ЗТЗ cefjja 

prouz rokovaп dodavaпjem З rtM GRP (14-27). 

lnhiblcija lnhiblcija 
Bombezinski analog vezivanja 1251- rasta 

Tyr4-BN (IC50,nM) (IC50,nM) 

RC-3115 DTpj6,Leu13 \ji(CH.,N)Tpj14_8N (6-14) 25.3 105 .. 
RC-3120 0Phe6,Leu13 \ji(CH2N)TpP 4-BN (6-14) 4.3 10 

RC-3415 0Trp6,Leu1з, 'V(CH2N)Tpi14-BN (6-14) 2.07 0.9 

RC-3440 Tpi6,Leu13 \ji(CH2N)Tpi-BN (6-14) 1.14 0.8 

RC-3160 0Tpi,Leu13 \ji(CH2NH)Trp(For)14-BN (6-14) 1917 >3000 

RC-3385 DTpi6,Leu13 \ji(CH2NH)Trp14-BN (6-14) 5.15 -

RC-3410 0Trp6,Leu13 \ji(CH2NH)Trp(For) 14-BN (6-14) 639.4 1280 

RC-3375 Mpp6,Leu13 \ji(CH2NH)Trp14-BN (6-14) 85.7 145 

RC-3390 0Phe6Leu13 'I'(CH2NH)Trp14_BN (6-14) 9.16 7 

RC-3380 0Trp6,Leu13 \ji(CH 2NH-Trp14-BN (6-14) 10.6 62 

RC-3388 Tpi6,Leu13 Ч'(CH?NH-Trp14-BN (6-14) 5.17 14 

1с50 ozna~ava koncentraciju peptida koja inhiblra specifi~no vezivanje oЬele~enog Tyr4-BN za 50% ili koja za 50% inhiЬira 
stimulaciju rasta Swiss ЗТЗ celija uzrokovan dodavanjem З nM GRP(14-27). Kompetitivni tip receptorske analize raбen је u 
tripliikatu u eseju sa 10-12 ta~aka. 

ТаЬеlа 11 . Aпaliza amiпo-kiseliпa i retencioпa vremena prilikom aпalize HPLC-om pojedinih 

Ьombezinskih aпtagonista sa Trp i Tpi na C-terminalu molekule. 

Retenciono vreme 
Analog Analiza amino-kiselina sa 25-65%8 

(min) 

Tpi Phe Glu Trp Ala Val Gly His 

RC-3390 0.99 1.04 1.11 0.94 1.05 1.00 1.00 17.3 

RC-3380 1.05 2.16 0.83 0.96 0.97 1.00 18.2 

RC-3388 .. 1.1 о 1.03 1.00 1.03 1.00 0 .. 96 19.0 

RC-3385 .. 1.02 0.98 1.00 0.96 1.00 0.97 18.9 

RC-3120** 1.00 1.12 0.95 0.93 0.98 0.97 1.00 17.4 

RC-3415** 1.00 1.91 0.91 1.00 1.03 0.96 19.1 

RC-3440** .. 1.04 1.06 0.96 1.00 0.99 0.99 22.5 

• Tpi, Leu ЧЈ(СН2NН) Trp i Leu ЧЈ(СН2N) Tpi nisu se mogle naci analizom aminokisleina. Tpi pokazije "peak" па 14 minuta u 
analiti~koj HPLC sa 0-40%8. ••strukture ЧЈ(СН2N) Tpi-NH2 potvrбene su NMR analizom. 
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Pseudoпoпapeptjdпjm aпalozjma ЬоmЬеzјпа sa Trp ј Трј па C-termjпalu molekule testjraпa 

је пjjhova sposobпost da jпhjblraju specjfjcпo vezjvaпje 1251-Tyr4-BN za receptorska mesta па 

j пtaktпjm Swjss ЗТЗ celjjama. lпhjbltorпe krjve za ројеdјпе aпaloge jz ove grupe predstavljeпe su 

па Sljcj 1З . 

Leu13 Ч'(CH2NH)Trp14-BN (6-14) aпalozj sa Трј (RС-ЗЗ88) ј D-Tpj (RС-ЗЗ85) па N-termjпalu 

pokazalj su vecj afiпitet vezivaпja za ЬomЬeziпske receptore od aпaloga sa D-Phe (RС-ЗЗ90) ј D­

Trp (RС-ЗЗ80) па istom kraju molekule. Medu aпalozjma sa Leu13 Ч'(CH2N)Tpj14-BN (6-14) па C­

termiпalu, aпalog RС-З415 sa D-Т rp па N-termiпalu pokazao se sпa.Zпjji aпtagoпist od aпaloga koji 

sadrze D-Phe (RС-З120) ili Трј (RС-З440) . DTrp6,Leu13, Ч'(CH2N)Tpi14-BN (6-14) (RС-З415) 

pokazao se 5 puta aktivпjjirп od aпaloga DTrp6,Leu13 Ч'(CH2NH-Trp1 4-вN (6-14) (RС-ЗЗ80) , i 2 

puta aktjvпiji od aпaloga DPt1e6,Leu13 Ч'(CH2N)Tpi14-BN (6-14) (RС-З120). 
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Slika 1 З. Sposobпost razlicitih 

pseudoпoпapeptidпih aпtagoпista ЬоmЬе­

zјпа sa Trp i Tpi па C-termiпalu molekule 

da jпhibl§u specjficпo vezjvaпje 1251-Tyr4-

BN za ЬomЬeziпske receptore па 

iпtaktпim Swjss ЗТЗ celijama. Koпflueпtпe 

eelije iпkublraпe su sa 0.05 пМ 1251-Tyr4-

BN u odsustvu (ukupпo vezjvaпje) ј 

prisustvu паzпасепјh koпceпtracija 

aпaloga. Rezultatj su jzra.Zeпi kao 

proceпat saturabllпog vezjvaпja u 

odsustvu aпaloga. U svakorп eksperimeпtu, pojediпa vredпost је odredivaпa u tripljkatu. Koeficijeпt 

varijacije jzпosio је 1 0-20%. 

Dodavaпje З пМ GRP(14-27) Swjss ЗТЗ eelijama uzrokuje роvесапје пivoa jпkorporacije 

trjcijumom oЬelezeпog tjmjdiпa za oko ЗОО%. Na Slicj 14 prjkazaп је dozпo-zavjsпj jпhjbltorni efekt 

razlicjtjh aпtagoпjsta sa Trp ј Трј па C-termjпalu molekule. Nj јеdап od testiraпjh aпaloga пјје sam 

prouzrokovao stjmulaciju rasta Swjss ЗТЗ eelija. Vесјпа ЬomЬezjпskih aпtagoпista iz ove grupe 

iпhiblsala је stjmulaпtпj efekt GRP(14-27)-a (Siika 14, ТаЬеlа 10). Leu1З Ч'(CH2N)Tpj14_BN (6-14) 

aпtagoпjstj pokazali su se aktivпjjim od Leu13 Ч'(CH2NH)Trp14-BN (6-14) aпaloga. Dvajedjпjeпja sa 

пajsпa.Zпijom aktjvпoscu Ьila su RС-З415 - DTrp6,Leu13, \Џ(CH2N)Tpj14_8N (6-14) ј RС-З440 -

Tpi6,Leu13 Ч'(CH2N)Tpi-BN (6-14). 
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Sljka 14. Sposobnost razljcjtjh 

pseudononapeptjdnjh analoga ЬomЬezjna 

sa Trp ј Трј na C-termjnalu molekule da 

jnhjblraju stjmulacjju rasta Swjss ЗТЗ celjja 

uzrokovanu GRP(14-27) . Rezultatj su 

predstavljenj kao procenat od odgovora 

Swiss ЗТЗ eelija u prisustvu З nM 

GRP(14-27). U svakom eksperjmentu, 

pojedjne vrednost j su odreёJjvane u 

kvadrjplikatu. Koefjcjjent varjjacjje jznosjo 

је 10-20%. 

Analozi bez metionina na poziciji 14 (ОМе analozi) 

bombenzina 
ciklicni analozi 

Poslednja grupa antagonjsta ЬomЬezjna predstavljena је sa vjse razljcjtjh tipova jedinjenja. 

Dva analoga ЬomЬezjna ОМе tjpa, analozj D-Phe6-BN (6-1З)РА (RС-З800)_ј D-Phe6-BN (6-

13)РА (RС-З81 0), jmalj su vrednostj IC50 od oko 0.5 J.LM. Pokusaj sa septapeptjdnjm analogom, D­

Тrp6,Tpj11.вN (6-11) (RC-4040), nije dao antagonist znacajnije aktjvnostj (IC50 jznosio је samo 6.5 

J.LM) . lzdvaja se ј citava gПЈра heptapeptida tj . analoga ЬomЬezina (6-12). Medu ovom grupom 

jedinjenja, znacajniji afinitet za ЬomЬezinske receptore na Swjss ЗТ3 eelijama pokazao је analog 

RC-4125 strukture D-Trp6,Tpi11.вN (6-12). Svi ostali heptapeptidni analozi imali su vrednostj IC50 

u koncentracijama od 1 ОО <Јо 1 000 nM, sto ukazuje da је prisustvo aminokiseline na poziciji 1 З 

znacajno radi ocuvanja Ьioloske aktivnosti antagonjsta kratkog peptjdnog lanca. 

Posebno treba jzdvojjtj grup1J sa cjklicnom strukturom C-terminala: RC-3950, RС-З955 ј RC-398511. 

Ova grupa jedinjenja pokazala је najvecj afinitet za ЬomЬezinske receptore na Swiss 3Т3 celjjama 

sa IC50 vrednostima i jspo1j 1 nM. Analozi sa slicnom strukturom ali Ьеz cikljcnog C-termjnala 

pokazivali su daleko slablju aktivnost (analozi RC-395011 ј RC-39851). Na Tabeli 12 prikazana је 

amjnokjseljnskj sastav О Ме analoga (RС-З800 ј RC-381 0), septapeptjdnjh (RC-4040), 

heptapeptjdnih (analozj 6-12.) ј cjklicnih ЬomЬezjnskjh antagonjsta (RС-З950, RС-З955 ј RС-З98511) 

kao ј njihova sposobnost <la jnhjblsu specjfjcrю vezjvanje oЬelezenog Tyr4-BN za receptorska 

mesta na jntaktnjm Swjss ЗТЗ celjjama u kulturi. 
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ТаЬеlа 12. 8joloska aktjvnost ОМе ЬomЬezjnskjh analoga (analozj RC-3800 ј RC-381 0) , 

ЬomЬezjn (6-12) analoga kao ј analoga sa cjkljcnjm C-termjnalom. 

Bombezinski analog lnhiblcija vezivanja 1251-Tyr-4-BN 
za Swiss ЗТЗ celije 

(IC50,nM) 

RC-4040 D-Т грБ, Tpj11_BN (6-11) 6500 

RC-3800 D-Phe6-BN (6-13)РА 500 

RC-3810 D-Phe6-BN (6-1 3)0Et 410 

RC-4090 D-Trp6,TpP2-BN (6-12) 700 

RC-3530 Tpj6,Tpj12_BN (6-12) 11 о 

RC-4020 D-Trp6,Tpj12_BN (6-12)РА 1500 

RC-4010 D-Trp6,TpP2-BN (6-12)0Н 930 

RC-4030 Tpi6,Trp12-BN (6-12) 240 

RC-3715 D-Trp6,Trp12_BN (6-12) 170 

RC-4125 D-Trp6,Trp12_BN (6-12)РА 18 

RC-371 О D-Tpj6,Trp12_BN (6-12) 4200 

RC-4140 D-Pai6,Tpj12_BN (6-12) 11 о 

RC-4150 D-Cpa6,Tpj12_BN (6-12) 950 

СН2 

RC-3950 D-Phe6,CH2-Cys1 4-BN (6-14) 0.11 

RC-395011 D-Phe6,CH2NH-Cys14-BN (6-14) 73 

СН2 

RC-3955 D-Trp6,CH2N-Cys14-BN (6-14) 0.18 

СН2 

RC-398511 D-Phe6,CH2N-Pen14-BN (6-14) 1.8 

RC-39851 D-Phe6,CH2N-Pen1 4-BN (6-14) 5.4 
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EFEKT ANT AGONISTE BOMBEZINA RC-3095 NA RAST CELIJSКIH 

LINIJA HUMANIH KARCJNOMA PLUCA Ј DOJKE 

U пekoljko eksper jmeпata jspjtjvaп је efekt D-Трј6, Leu 13\џ(CH2NH)Leu 14-ЬоmЬеzјп(6-14) 
(RC-3095), па brzjпu rasta 6eljjske liпjje humaпog SCLC NCI Н-345 ј dve celjjske lјпјје humaпjh 

karcjпoma dojke: MDA-MB-231 ј MCF-7 Mlll . 

Eksperjmeпtj sa celjjskom ljпjjom Н-345 rаоепј su па dva пасјпа. 

Prvo, jspjtjvaп је efekt razljcjtjh koпceпtracjja RC-3095 па broj koloпjja Н-345 celjja koje su 

rasle u polu-cvrstoj podlozj, u agarozj. U koпtrolпim posudama, kojima пiје dodat RC-3095, broj 

koloпija ;::: 0.2 mm, formiraп i h posle 21-og dапа jпkubacije па 37°С, izпosio је 71 ± 6.5 (sredпja 

vredпost ± SE). U koпceпtracijj od 50 пМ, RC-3095 је smaпjio broj porasljh koloпjja Н-345 celjja za 

48%. Najme, broj koloпjja u JIOsudama sa RC-3095 jzпosjo је 36 ± 5.4 (р<0 . 01 ). 

U drugom eksperjmeпlu jspjtjvaп је efekt GRP(14-27) ј RC-3095 па rast Н-345 eeljja koje su 

rasle u suspeпzjjj . Rezultate ovjh eksperjmenata prjkazuje Sljka 15. 

RC-3095, u koпceпtracjjama 1, З ј 1 О пМ jпhjblsao је rast eeljja u suspeпzjjj . Efekt је Ьiо 

dozпo-zavjsaп ј reverzjbllaп, јег su celjje пastavjle da rastu kada је jz hraпljjve podloge ukloпjeп 

RC-3095. lпteresaпtпo је da. је GRP(14-27), slicпo aпtagoпjstj ЬоmЬеzјпа RC-3095, jпhjblsao rast 

Н-345 celjja u suspeпzjjj, mada је пjegov efekt Ьiо slabljj od RC-3095 (Sijka 15). 

Sljke 16 ј 17 predstavljaju rezultate eksperjmeпata sa celjjskjm ljпjjama humaпog karcjпoma 

dojke, MDA-MB-231 ј MCF-7 Mlll. 

Moze se vjdetj da ЬоrnЬеzјп, u koпceпtracjjj jzmeou 1 о·9 ј 1 о·6 М, stjmuljse rast MDA-MB-

231 ј MCF-7 Mlll celjja, al j samo u prjsustvu goveoeg seruma tretjraпog aktjvпjm ugljem (kojj 

uklaпja vecjпu faktora rasta jz goveoeg seruma) па пасјп орјsап u poglavlju Materjjal ј Metode. 

Maksjmalпj efekt ЬоmЬеzјпн, od oko 40% porasta broja eeljja u odnosu па koпtrolu, uосеп је prj 

konceпtracjjj od 10·6 М za MDA-MB-231 ј 10·7 М za MCF-7 Mlll eeljje. U prjsustvu netretjraпog 

goveoeg seruma, ЬоmЬеzјг1 пјје stjmuljsao rast celjja. U prjsustvu seruma obraoeпog aktjvпjm 

ugljem, RC-3095 је dozпo-zavjsno jпhjblsao rast kako MDA-MB-231 tako ј MCF-7 Mlll celjja (Sijke 

16 ј 17). U koпceпtracjjj od 1 о·5 М, RC-3095 је smaпjjo broj eeljja za 50%. 
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Вrој ~elfa х 10Ei 
5 

Kon~ola 

Oan: О 

GRP (14 • 27) 

0.1 нлм 

RC-3005 

з нлм 

8dana posle 
iapiranja 

Slika 15. Peptid D-Tpiб , Leu 1 3ч1(CH2NH)Leu 14-bombezin(6-14) reverziЬilno inhiЬise rast Н-

345 celijske linije humanog SCLC u suspenziji. Celije su odrzavane u modifikovanoj RPMI 1640 

hranljivoj podlozi, tzv. HITES podloga (sadrzi sledece dodatke: 1 О nM hidrokortizona, 5 ~-tQ/ml 

insulina, 1 ОО ~-tQ/ml transferina, 1 О nM 17~-estradiola i 30 nM natrjjum selenjta), obogacenoj sa 

2.5% CFBS, u vla:Znoj atmosfeгj sa 5% C02f95% vazduha na 37° С. Celjje su jsprane 2 puta ј 

resuspendovane u gustjni od 2 х 1 05 celjja na ml u posude Ьеz peptjda (kontrola) jlj u pгjsustvu 

naznacenjh koncentracjja GRP(14-27) ј RC-3095. Вгој celjja је odreёJjvan posle 8 dana Coulter 

Counter-om (Model ZF). Celjje koje su rasle u pгjsustvu RC-3095, jsprane su 2 puta, 

resuspendovane u svezu hranljjvu podlogu, i njjhov Ьгој је ponovo odreden posle dodatnjh 8 dana 

jnkubacjje. Vrednostj predstavljaju srednje vrednosti (± SE) od trj eksperjmenta. 
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Sljka 16. Efekt Ьombнzjna ј antagonjste ЬomЬezjna RC-3095 na proljferacjju MDA-MB-231 

celija humanog karcjnoma dojke. О, ЬomЬezjn u prjsustvu 5% DCC-FBS (govedj serum tretjran 

aktivnim ugljem); •, ЬomЬezjn u prisustvu 5% netretiranog seruma; t.,RC-3095 u prisustvu 5% 

DCC-FBS. Rezultatj su prjkazanj kao procenat od kontrolnjh vrednostj ± SE od 8 polja. *р<0 . 05 ; 

**р<0 . 01; ***р<0 . 001 vs. koпtrola (Student-ov 1-test). 
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Slika 17. Efekt ЬomЬezjna ј antagonjste ЬomЬezjna RC-3095 na proljferacjju MCF-7 Mlll 

celjja humanog karcinoma dojke. о, ЬomЬezjn u prisustvu 5% DCC-FBS (govedi serum tretiran 

aktjvnjm ugljem) ; •, ЬomЬezin u prjsustvu 5% netretjranog seruma; t.,RC-3095 u prisustvu 5% 

DCC-FBS. Rezuttatj su prikazanj kao procenat od kontrolnjh vrednostj ± SE od 8 polja. *р<0 . 05 ; 

**р<0.01 ; ***р<0.001 vs. koпtrola (Student-ov 1-test). 
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ZAVRSNI PREGLED EKSPERIMENATA /N VITRO 

Rezultati eksperimeпata izvedeпih in vitro ukazali su da se, meёlu postojecim aпtagoпistima 

Ьombeziпa/GRP-a, izdvajaju пekoljko јеdјпјепја koja Ьi mogla Ьitj kaпdjdati za buduca jspitjvaпja u 

uslovjma in vivo, kao ј za jspjtjvaпja aпtjtumorske aktjvпostj. Dva tjpa aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа 

zasluzuju pa:Zпju: D-Tpj6 pseudoпoпapeptjdпj aпalozj ј aпaloz j sa Трј14 redukovaпom peptjdпom 

vezom. Predstavпjk prve grupe aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа је прr. aпtagoпjst RC-3095. Drugu grupu, 

sa Tpi redukovaпom peptjdпom vezom, predstavlja јеdiпјепје RC-3440. 

RC-3095 је pokazao veljki afjпjtet za ЬomЬezjпske receptore па Swiss 3Т3 ј Н-345 celjjama: 

8 ј 1 О пМ. Ovaj aпalog је za 50% iпhiЬisao stjmulaпtпj efekt GRP-a prema Swiss 3Т3 celjjama u 

koпceпtracjjj od 1 О пМ (mereпo iпhjЬicjjom jпkorporacjje oЬelezeпog tjmjdjпa u DNK celjja) . 

lпhiЬisao је za oko 50% rast koloпjja Н-345 celjja u koпceпtracjjj od 50 пМ. U istoj koпceпtracjjj 

jпhjЬisao је za 50% stjmulaпtпi efekt GRP-a па acjпuse paпkreasa pacova. Zbog prisustva 

hjdrofobпe amjпokjseljп па N-termjпalu amjпokjseljпskog lапса, kakva је D-Tpj, RC-3095 moze da 

bude otporпijj па proteoliticki efekt eпzjma seruma ј da tako jma duzj polu-zjvot u plazmj od drugjh 

aпaloga ЬоmЬеzјпа. PostLipak sjпteze RC-3095 mogao se zastjtjtj pateпtom (prjzпata је 

orjgjпalпost postupka), ра је ј to Ьiо dodatпj razlog zЬog cega је ovaj aпtagoпjst jzabraп za dalja, 

detaljпjja jspjtjvaпja. 

Aпalozj sa Tpj-redukovaпom vezom, kakav је RC-3440, svakako predstavljaju поvјпu meёlu 

aпtagoпjstjma bombezjпa ј zasluzuju vecu pa:Zпju. lpak, u пasjm eksperjmeпtjma, ovaj aпalog 

jspjtjvaп је sa cjljem da su samo potvrdj пjegova aktjvпost in vivo. Postupak sjпteze kojj Ьi 

omogucavao dоЬiјапје vece koljcjпe peptjda пјје Ьiо razvjjeп, ра је to razlog da se aktjvпost RC-

3440 пјје detaljпjje jzucavala. 
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AKTIVNOST ANT AGONIST А BOMBEZINA U EKSPERIMENTIMA /N VIVO 

ENDOKRINI EFEKTI ANT AGONISTA BOMBEZINA KOD PACOVA 

Efekt GRP(14-27) na koncentracije gastrina, hormona rasta, insulina 

glukagona u serurтш 

lntravenska jnjekcjja GRP(14-27), u dozj 5 ј 1 О 119/1 ОО g telesne tezjne (ТТ) , uzrokovala је 

dozno-zavjsnj porast koncentracjje gastrjna u serumu muskjh pacova anestetjsanjh 

pentobarЬitonom (Sijka 18А) . Maksjmalnj porast koncentracjje gastrjna registrovan је oko З mjnuta 

posle injekcjje GRP(14-27). Njza doza (2 

350 

0-0 : RC-3095 

~' ; ........ 
1 т ', 

1 • ' 
250 / /1 '--., ' ,, 25 џg/100 g B.W. 

Е 1 // ', '·т. ј 
'-. 1 / ', t:>------
~ 200 /// ''t-- -----д 
с 1/ -- ј 
~ 150 .// Q 0==--=-=:.=----. 
~ 1 оо ~~--== " ~ ---=-;;::\li 

t5_........- 1 0-0 :GRP 2 џg/.1 OOg B.W. ј 
· 50 .A.-.A.:Control 8--8 :GRP 5 џч/100g B.W. 

д--t:>GRP 10 џч/100g B.W. 

300 

0+-~--~~--~~--~~--~~--, 
о 2 3 4 5 б 7 8 9 10 

Minuti 

llQ/1 ОО g ТТ), kao ј jnjekcjja fjzjoloskog 

rastvora (kontrola), njje znacajnjje menjala 

koncentraciju gastrjna u serumu pacova. 

Sljka 18А. (Objasnjenje u legendj sljke 

180). 

Koncentracjja glukagona u plazmj 

pacova njje se znacajnjje promenjola З i 6 

minuta posle injekcjje 2, 5 ili 1 а · 119/1 ОО g ТТ, alj је zapaZen odlozenj porast u koncentracjjj 

glukagona 10 mjnuta posle ir1jekcije GRP(14-27) (Sijka 188). 

ЈОО 

270 

240 
1 

~6 

210 , '' •·· - ~"""----~ -.t 180 ~-- . . 

~ t---------~0 ~ 150 - =1 =--=-=-=-&~ .l 
о 12011~=---~, ~-:::::-=-! - -- - [!] 
g' ср--------о--
~ 90 
t5 0-0 :GRP 2 џg/1 ОО g B.W. О--0 :RC~3095 

бО 8--8 :GRP 5 џg/100 g B.W. 25 џg/ 100 g B.W. 
30 6- -t:.:GRP 10 џg/100 g B.W. 

0 
.А.-.А. :Control 

о 2 3 4 5 б 7 8 9 10 

Minuti 

Sljka 188. (Objasnjenje u legendj sljke 

180) 

Nj jedna od tri primenjene doze 

GRP(14-27) njje utjcala па koncentracije 

hormona rasta jlj insuljna u serumu 

anestetjsanih pacova (Siika 18С i 180). 
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Slika 18 A-D. Promene u 

koncentracijama gastrina (А), glukagona 

(В), hormona rasta (С) i insulina (D) posle 

i.v. Ьolus injekcije GRP(14-27) u dozama 

2, 5 i 1 О ~g/1 ОО g ТТ ili RС-ЗО95 u dozi od 

25 ~g/1 ОО g ТТ pacovima anestetisanim 

pentobarЬitonom . 

Efekt D-Trpб i D-Tpi6 pseudononapeptidnih antagonista bombezina RC-3095, 

RC-3420, RC-3125 i RC-31 05 па endokrine efekte GRP(14-27)-a 

Bolus i.v. injekcija 5 ~g/1 ОО g П GRP(14-27) uzrokuje porast koncentracije gastrina u 

serumu pacova, sa maksimalnim efektom З minuta posle injekcije i trajanjem efekta u vremenu od 

najmanje 6 mjnuta. lnjekcije bomЬezjnskih antagonjsta RС-ЗО95, RС-З420 ј RС-З125 , u dozj od 5 

~g/1 ОО g П, 2 mjnuta pre GRP(14-27), znacajno su (р<0 . 01) jпhiЬisale efekt GRP(14-27) (Siika 

19А). lnhiЬitornj efekti ispit jvanih antagonista Ьili su jos izra.Zenjji posle doze od 25 ~g/1 ОО g ТТ 

(Siika 28). Posle З mjnuta, porast пјvоа gastrina uzrokovan GRP(14-27) Ьiо је inhiЬiran za 75% sa 

RС-З125, 65% sa RС-ЗО95 ј 54% sa RС-З440 (Sijka 19А) . Antagonjst RС-З1 05 ni u jednoj 

prjmenjenoj dozi nije znacajnjje uticao па efekt GRP(14-27). 

54 

. ' 



400 8-8 :Control O--O:RC-3095+GRP 
6 --6 :RC -3420+GRP 

350 0--0 :RC-3105+GRP 
'Cl-\1 :RC-3125+GRP 

50 

0+-~--~~--~--т--~~~~--~~ 
о . 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 

Minuti 

400 

350 

Sljka 19 А. Efekt јпјеkсјје RC-3095, 

RC-3420, RC-31 05 jlj RC-3125, u dozj od 

5 J..LQ/1 ОО g ТТ, па sekrecjju gastrjпa 

stimuljsaпu i.v. Ьolus . jпjekcjjom 5 J..LQ/1 ОО 

g тт GRP(14-27)-a pacovjma 

aпestetjsaпjm peпtobarЬitoпom. 

0- -O :RC-3095+GRP 

8-8: GRP 

Sljka 198. Efekt јпјеkсјје RC-3095, 

RC-3420, RC-3105 jlj RC-3125, u dozi od 

25 J..LQ/1 ОО g ТТ, па sekrecjju gastrjпa 

stjmuljsaпu j.v. Ьolus jnjekcjjom 5 J..LQ/1 ОО g 

ТТ GRP(14-27)-a pacovima aпestetjsaпjm 

peпtobarЬitoпom . 

о~~--~~--~~--~~--~--~~ 
о 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

' l.linutl 

Maksjmalnj porast koncentracjje glukagona u plazmj, posle jnjekcjje GRP(14-27) u dozj od 5 

J..LQ/1 ОО g ТТ, Ьiо је posle 1 О miпuta od јпјеkсјје (Sijka 188). 

8omЬezjпskj aпtagoпjstj RC-3095, RC-3105 ј RC-3420, u dozama od 5 ј 15 J..LQ/100 g ТТ, 

skoro su u potpuпost j suprjmjralj porast glukagoпa uzrokovaп GRP(14-27)-om. Sljka 20 prjkazuje 

efekte Ьombezjпskjh aпaloga u dozi od 5 J..LQ/1 ОО g ТТ. Aпtagoпjst RC-3125 пјје zпасајпјје utjcao 

па efekt GRP(14-27) . Sta vjse, RC-3125 је pokazao odredeпj agoпjstjckj efekt u smjslu роvесапја 

koпcentracjje glukagoпa u plazmj. 
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Slika 20. Efekt i.v. injekcije RC-

3095, RC-3420, RC-3 1 05 ili RC-3 125, u 

dozi od 5 J.!Q/1 ОО g ТТ, na sekreciju 

gastrina stimulisanu i.v. Ьolus injekcijom 5 

J.LQ/1 ОО g ТТ GRP(14-27) kod pacova 

anestetisanih pentobarbitonom. 

Subkutana injekcija ЬomЬezinskog analoga RC-3095, u dozi od 50 J.!Q/1 ОО g ТТ, u potpunosti 

је sprecila povecanje konceпtracije glukoze u serumu uzrokovano GRP(14-27)-om (Siika 21 ). Sam 

RC-3095 nije znacajnije menjao glikemiju pacova (Siika 21 ). 

Slika 21 . Glikemija kod pacova 

posle s.c. injekcije GRP(14-27), RC-3095 

ili njihove komЬinacije u dozi od 50 J.!Q/1 ОО 

gTT. 

250 

50 
0-0 :Control 
8--8 :GRP 
Ь.--Ь. :RC-3095 
0- - О :RC-3095+GRP 

0+---------------r--------------
0 ЈО 60 

Minut l 
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Efekti GRP(14-27) i RC-3095 па oslobadaпje hromoпa rasta kod pacova 

U pacova anestetjsanih pentobarЬitonom jntracerebroventrjkularna jnjekcjja 1 llQ GRP(14-27) 

u levu lateralnu komoru mozga, uzrokovala је naglj pad koncentracjje hormona rasta u serumu kojj 

је trajao duze od 60 mjnuta (Sijka 22). Supresjvnj efekt GRP(14-27) na oslobadanje hormona rasta, 

u potpunostj је Ьiо jnhiЬisan jntracerebroventrjkularnom jnjekcjjom RC-3095, prjmenjenog u dozj od 

1 О llQ 2 mjnuta pre GRP(14-27). Sam RC-3095, posle jntracerebroventrjkularnog ubrjzgavanja, njje 

znacajnjje utjcao na koncentracjju hormona rasta u serumu. 
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Sljka 22. Efekt jntracerebroventrj­

kularne jnjekcjje GRP(14-27) u dozj od 1 11 

g, RC-3095 u dozj od 1 ј 1 О llQ jlj 

komЬinacjje RC-3095 ј GRP(14-27) na 

oslobadanje hormona rasta kod pacova 

anestetjsanjh ре ntobarЬironom. *р<О. 05, 

**р<0.01 vs. kontrola (Student-ov t-test). 

Efekt RC-3440, Tpi14 pseudoпoпapeptidпog aпtagoпiste bombeziпa, па 

porast koпceпtracije gastriпa u serumu pacova uzrokovaп GRP(14-27) 

BomЬezjnskj antagonjst RC-3440 davan је subkutano u dozama od 5 ј 50 llQ/1 ОО g ТТ, 30 

mjnuta pre j.v. jnjekcjje GRP(14-27) u dozj od 5 llQ/1 ОО g ТТ. Ljvotjnje u kontrolnoj grupj su doЬijale 

fjzjoloskj rastvor. Uzorcj krvj uzjmanj su jz jugularne vene З ј 6 mjnuta posle jnjekcjje GRP(14-27). 

Kako se sa Sljke 23 moze videti, RC-3440 је suprjmirao efekt GRP(14-27). RC-3440 u dozi od 5 

llQ/1 ОО g ТТ jnhjsjrao је efekt GRP(14-27) za 36%, а u dozi od 50 llQ/1 ОО g ТТ za 57%. 
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Slika 23. Serumske koncentracjje 

gastrjna kod pacova prethodno tretiranih 

s.c. injekcijom ЬomЬezinskog antagonista 

RC-3440 u doz j od 5 ј 50 JlQ/1 ОО g ТТ 30 

min pre j,v. injekcije GRP(14 -27) u dozj od 

5 JlQ/1 ОО g ТТ. "*р<0 . 0 1 vs. GRP 

(Student-ov t-test) . 
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Uticaj RC-3095 па koncentraciju gastrina u serumu pacova posle razlicitih 

nacina aplikacije (!javanja) 

Slika 24 prikazuje efekt GRP(14-27), datog intravenskj, subkutano ili inhalacjjom u dozj od 

25 JlQ/1 ОО g ТТ, na koncentracjju gastrjna u serumu pacova anestetjsanjh pentobarЬitonom . 

Maksjmalno povecanje serumskog gastrina uoceno је З mjnuta posle j,v. ј jntratrahealnog davanja, 

а 6 mjnuta posle subkutane jnjekcjje GRP(14-27). Znacajan porast koncentracjje gastrjna u serumu 

odrzavao se 6 mjnuta posle j,v. j пjekcije GRP(14-27) , 30 minuta posle jntratrahealno ј 60 mjnuta 

posle subkutano datog GRP(14-27) (Siika 24). 
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Slika 24. Efekt GRP(14-27) , datog 

jntavenski (j.v.), subkutano (s.c.) 

inhalacijom (i.h.) u dozj od 25 JlQ/1 ОО g 

ТТ, na koncentraciju gastrjna u serumu 

pacova. *р<0. 05 ; "*р<0 . 0 1 vs. kontrola. 
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RС-ЗО95, dat jnhalacjjom jlj jntravenskj u dozj od 1 О J.lQ/1 ОО g ТТ, 2 mjnuta pre GRP(14-27) 

(5 J.lQ/1 ОО g ТТ) , sjngnjfjkantno (р<0 . 01) је jnhjsjrao porast gastr jna u serumu; posle З mjnuta 

porast gastrina је jnhisjran za 70 % posle j.v. jnjekcije ј 54 % posle intratrahealne aplikacije (Siika 

25А). NajslaЬiji injhЬitornj efckt RС-ЗО95 uocen је posle subkutane prjmene, раје porast gastrina u 

З-ој minutj Ьiо j nhiЬisan samo za ЗО% (Sijka 25А) . 

Jos sna.Znjjj jnhjЬitornj efekt RС-ЗО95 prema porastu gastrjna u serumu uzrokovanog 

GRP(14-27) uocen је posle doze od 25 J.lQ/100 g ТТ (Siika 258). Ova doza RС-ЗО95, data j.v. ili 

jnhalacijom 2 mjnuta pre GRP(14-27) u potpunostj је Ыokirala porast gastrjna u serumu pacova. 

Posle s.c. pгjmene RС-ЗО9Б, efekt GRP(14-27)-a је, posle З mjnuta, Ьiо jnhjЬiran za З4% (Sijka 

258). 
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Slika 25А. Koncentracjje gastrjna u 

serumu pacova prethodno tretjranjh 

ЬomЬezjnskim antagonjstom RС-ЗО95 

razljcjtjm putevjma primene (i.v., 

jntravenski; s.c., subkutano; i.h. , 

jnhalacijom) u dozj od 1 О J.lQ/1 ОО g ТТ 2 

mjnuta pre GRP(14-27) (5 J.lQ/100 g ТТ 

j.v.). *р<0.05 ј **р<0 . 01 vs. GRP(14-27). 

·0-0:GRP 
8--8 :RC-3095 i.h. + GRP 
A-A:RC-3095 s .c . + GRP 

Sljka 258. Koncentracjje gastrjna u 

serumu pacova prethodno tretjranjh 

bombezjnskjm antagonistom RС-ЗО95 

razlicitjm putevjma primene (j.v., 

jntravenskj; s.c., subkutano; j_h., 

jnhalacijom) u dozj od 25 ftg/1 ОО g ТТ 2 

mjnuta pre GRP(14-27) (5 J.lQ/1 ОО g ТТ 

j.v.). *р<0. 05 ј **р<0.01 vs. GRP(14-27). 
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RC-3095 dat inhalacijom ili subkutano, u dozi od 1 О J..LQ/1 ОО g ТТ 30 minuta pre GRP(14-27), 

је znacajno (р<0 . 01), inhiЬisao porast oslobadanja gastrina uzrokovan GRP(14-27) (Siika 26) . Za 

razliku od s.c. i intratrahealne primene, RC-3095 dat intravenskom · injekcijom 30 minuta pre 

GRP(14-27) nije znacajnije menjao efekt GRP(14-27) (Siika 26). 
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Slika 26. Koncentracije gastrina u 

serumu pacova prethodno tretiranih 

ЬomЬezinskim antagonistom RC-3095 

razlicitim putevima primene (i.v., 

intravenski; s.c. , subkutano; i. h., 

inhalacijom) u dozi od 1 О J..LQ/1 ОО g ТТ 30 

minuta pre GRP(14-27) (5 J..LQ/1 ОО g ТТ 

i.v.). *р<0.05 i **р<0.01 vs. GRP(14-27). 

Kada је ЬomЬezinski antagonist RC-3095 davan 60 minuta pre GRP(14-27), znacajniji 

inhiЬitorni efekt uocen је u grupama zivotinja kojima је RC-3095 davan subkutano (inhiЬicija posle З 

minuta od injekcije GRP(14-27) iznosila је 72 %, р<0 . 01) ili intratrahealnim aerosolom (46 % 

inhibicija, р<0 . 05) (Siika 27) . 

Slika 27. Koncentracije gastrina u 

serumu pacova prethodno tretiranih 

Ьombezinskim antagonistom RC-3095 

razlicitim putevima primene (i.v., 

intravenski; s.c., subkutano; i.h., 

inhalacijom) u dozi od 1 О J..LQ/1 ОО g П 60 

minuta pre GRP(14-27) (5 J..LQ/1 ОО g П 

i.v.). *р<0.05 i **р<0.01 vs. GRP(14-27). 
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U eksperjmentjma u kojjma је RС-ЗО95 davan ili j_v. jlj s.c. jlj jnhalacjjom 120 mjnuta pre j_v. 

jnjekcjje GRP(14-27), njje zapa.Zen znacajnjjj jnhjЬitornj efekt na stjmulacjju oslobaoanja gastrjna 

(Sijka 28). 

Sljka 28. Koncentracjje gastrjna u 

serumu pacova prethodno tretjranjh 

Ьombezjnskjm antagonjstom RС-ЗО95 

razljcjtjm putevjma ргјгпеnе (j .v., 

jntravenskj; s.c. , subkLJtano; j.h., 

jпhalacjjom) u dozj od 1 О !J.Q/1 ОО g ТТ 

120 mjnuta рге GRP(14-27) (5 J.!Q/1 ОО g 

ТТ j_v.). *р<0.05 ј **р<0.01 vs. GRP(14-

27). 
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ТаЬеlа 1 З pгjkazuje jnhjЬitornj efekt RС-ЗО95 па stjmulacjju oslobaoanja gastrjna 

uzrokovanog GRP(14-27) jzra.Zen kao povrsjne ispod krjve (PIC) za period 0-6 minuta posle 

јпјеkсјје GRP(14-27) . Analjza iпhiЬicije PIC-ova gastrjnskjh odgovora, za razljcita vremena davaпja 

RС-ЗО95 (2, ЗО, 60 ј 120 mјп pre GRP(14-27), pokazala је da prosecna Ьioloska jskorjstljjvost RС­

ЗО95 posle jпtratrahealne jnhalacjje jznosi 69% od jskoristljjvostj posle s.c. јпјеkсјје. 

ТаЬеlа 1 З . Efekt antagonjste ЬomЬezjna RС-ЗО95 па stjmulacjju oslobaoaпja gastгjna 

uzrokovanu GRP(14-27) . 

Minutj davaпja RС-ЗО95 pre GRP(14-27) 

NACIN APLIKACIJE 2 з о 60 120 

% PIC-a 0-6 mjn posle GRP(14-27) 

lnhalacjja З6 61 78 100 

Subkutano 77 48 44 107 

lntravenski 19 89 96 88 

Efekti RC-3095 (1 о џ911 оо 9 ТТ), davanog razlititim putevima 2, 30, 60 i 120 minuta pre GRP(14·27) (5 џ911 ОО 9 ТТ), zrazeni 

su preko povгS ina ispod krive (PIC) od9ovora 9astrina na GRP(14·27). Vrednost celokupnog od9ovora 9astrina na GRP(14· 

27) oznatena је kao 1 ООо/о . 
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INHIBIТORNI EFEKT ANT AGONIST А BOMBEZIN/GRP-A RC-3095 NA 

RAST MCF-7 Mlll HUMANOG KARCINOMA DOJKE TRANSPLAN­

TIRANOG GOLIM MISEVIMA 

Kseпograftj humaпog kагсјпоmа dojke MCF-7 Mlll, veljcjпe 1 mmЗ, traпsplaпtjгaпj su 

subkutaпo u Ьоспј predeo leda zeпkj atjmjcпjh , "goljh" mjseva. L:jvotjпjama пјје dodavaп estrogeп 

јег је MCF-7 Mlll celjjska estrogeп-пezavjsпj tumor. Тегарјја је zаросјпјапа 40 dапа posle 

traпsplaпtacjje tumora, kada је tumor dostigao prosecпu veliciпu od 15 mmЗ i trajala је 7 пedelja. 

Mjsevj su podeljeпj u 4 grupe od ро 6-7 zivotiпja u grupi. Копtгоlпа grupa zjvotjпja doЬijala је 

јпјеkсјје rastvaraca u kojjma su lekovi rastvaraпj . Ostale grupe tretjгaпe su sledecjm lekovima: 

grupa 2, aпtagoпjst RC-3095, 20 119/dпеvпо ; grupa З , aпtagoпist oslobadajuceg hromoпa 

goпadotropiпa (LH_RH) SB··75 u oЬijku mjkгograпula, 15 mg/zivotiпju svake 2 пedelje ; grupa 4, 

komЬiпacjju RC-3095 ј SB-75. RC-3095 је rastvaraп u 0.1% rastvoru DMSO u fjzjoloskom rastvoru 

ј јпјсјгап s.c. SB-75 mjkrograпule su suspeпdovaпe u rastvaracu kojj se sastojao od 2% 

karЬoksjmetjlceluloze ј 1% Тwееп 80 u destjlovaпoj vodj. Suspeпzjja је јпјсјгапа jglom Ьг . 18. Sve 

tгј djmeпzjje tumora (duzjпa, sјгјпа ј dеЬiјјпа) su mereпe jedпom пеdеlјпо . Zbog veoma sporog 

rasta ovog tumora, vreme udvostrucavaпja veljcjпe tumora ("douЬijпg tjme") јzгасuпаvапо је 

koгjsteci citav period rasta tumora. 

Rast kseпografta MCF-7 Mlll Ьiо је spor ali kопtiпuјгап. Rast tumora Ьiо је iпhiЬisaп RC-

3095, SB-75, kao ј пjihovom komЬiпacjjom (Sijka 29, ТаЬеlа 14). Zпасајпiја iпhiЬicija rasta tumora 

uосепа је posle 2 пedelje terapjje u grupi sa RC-3095 i grupi lесепој komЬiпacjjom RC-3095 ј SB-

75, dok је zпасајпјја јпhјЬiсјја rasta u grupj lесепој moпoterapjjom SB-75 uосепа tek posle 5 

пedelja. Zapremiпa tumora па kraju ekspeгjmeпta ј ргосепаt promeпe u volumeпu tumora Ьilj su 

zпасајпо smaпjeпi u svim leceпim grupama zjvotjпja, dok је vreme udvostrucavaпja tumora Ьilo 

proloпgiraпo. Na kraju ekspeгjmeпta, пiје Ьilo zпасајпiје razljke medu grupama u prezjvljavaпju 

zivotiпja, пjti u пjjhovoj telesпoj tezjпj, ali је zato tezjпa tumora kao i tumorsko орtегесепје (tezjпa 

tumora u odпosu па telesпu tezjпu zjvotjпje) sigпjfjkaпtпo sпјzепо terapjjom u poredeпju sa 

koпtrolom (ТаЬеlа 15). КоmЬiпоvапа terapjja Ьila је ро svim parametг jma efjkasпjja u odпosu па 

terapjju pojedjпjm peptidпim aпalozima, iako razljka u efektima пiје statjsticki zпасајпа. Ргоsеспе 

teziпe uterusa i ovarijuma Ьile su sпјzепе u grupama koje su primale SB-75, sam ili u komЬiпacjji , 

ali пе i u grupi lесепој sa RC-3095. Kako pokazuje ТаЬеlа 16, пivo serumskog luteiпizirajuceg . , 

hormoпa (LH) Ьiо је пizi u grupama koje su doЬijale SB-75. Sljcпo tome, пivo IGF-1 u serumu је 

zпасајпо Ьiо sпјzеп u grupama koje su doЬijale SB-75. 
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Slika 29. Zapremina tumora golih 

miseva sa MCF-7 Mlll humanim 

karcinomom dojke u toku terapije 

antagonistom LH-RH u oЫiku 

mikrogranula, SB-75, ЬomЬezin/GRP 

antagonistom RC-3095 ili njihovom 

komЬinacijom . Vertikalne linije 

predstavljaju SE srednjih vrednosti . 

*р<0 . 05 , **р<0.01 vs. kontrola (Duncan­

ovim novim testom multiplih rangova) . 

Т аЬеlа 14. Efekt terapije sa SB-75, RC-3095 i njihove komЬinacije па volumen tumora, 

procenat povecanja volumena tumora, vreme udvostrucavanja volumena tumora MCF-7 Mlll 

humanog karcinoma dojke kod golih miseva. 

Volumen tumora 
Vreme 

Terapija (mm3) % povecanja 
udvostrucavanja 

Pocetr.i Finalni volumena od dan О (dani) 

Kontrola 15.5 ± 2.2 89.5 ±14.5 582 ± 49 20.0 ± 0.9 

SB-75 15.3 ±1.7 43.6 ± 7.6* 289 ± 53** 44.2 ± 8.8** 

RC-3095 15.2 ± 1.8 37.6 ± 3.1** 255 ± 58** 46.8 ± 7.5* 

SB-75 + 15.1 ± 2.1 31 .1±6.8** 242 ± 57** 61.9 ± 14.4* 

RC-3095 

Rezultati su prikazani kao srednje I'Гednosti ± SE. •p<O.OS, ••р<0 . 01 vs . kontrola (Duncan-ov test multiplih rangova). 
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ТаЬеlа 15. Prezjvljavanje, telesna tezjna, tezjna tumora ј pojedjnjh organa, kao ј tumorsko 

opterecenje kod gol jh mjseva sa ksenograft jma MCF-7 Mlll humanog karcjnoma dojke posle 

terapjje .sa SB-75 mjkrogranulama, RC-3095 u dnevnjm jnjekcjjama kao ј njjhovom komblnacjjom. 

Prezjvljavanje 
Telesna Tezjna Tumorsko Tezjna Tezjna 

Terapjja tezjna tumora opterecenje uterusa ovar jjuma 
Broj (%) 

(g) (mg) (mg!kg П) (mg) (mg) 

Kontrola 717 (1 ОО) 23.3 ± 0.5 106.2 ± 14.7 4.5 ± 0.6 65.0±10 7.4 ± 0.6 

SB-75 6/7 (86) 22.6 ± 0.8 57.0±11.4 .. 2.7 ± о.5 .. 37.4 ± 3.3 .. 4.7 ± о.3 .... 

RC-3095 6/7 (86) 22.3 ± 0.7 54.3 ± 6.2 .. 2.4 ± о.3 .. 45.5 ± 7.0 5.8 ± 0.5 

SB-75+ 717 (100) 22.9±1 .1 38.3 ± 9.1 .... 1.8 ± 0.5** 36.6 ± 7.5* 4.0 ± 0.6 ... 

RC-3095 

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SE. ·P<(>.OS, .. p<0.01 vs. kontrola (Duncan-ov test multiplih rangova) 

ТаЬеlа 16. Koncentracjje LH ј IGF-1 u serumu goljh mjseva sa ksenograftjma MCF-7 Mlll 

humanog karcjnoma dojke posle terapjje mjkrogranulama SB-75 , RC-3095 ј njjhovom 

komblnacjjom. 

Terapjja LH (ng/ml) IGF-1 (11g/ml) 

Kontrola 0.26 ± 0.04 0.46 ± 0.02 

SB-75 0.15 ± 0.01 .... 0.44 ± 0.04 

RC-3095 0.25 ± 0.04 0.33 ± 0.04 .. 

SB-75 + RC-3095 0.12±0.02 .... 0.36 ± 0.04 .. 

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SE. •P<(>.Os:·P<(>.01 vs. kontrola (Duncan-ov test multiplih rangova) 

Hjstoloskj, tumorj u kontrolnoj grupj su bllj slaЬo djferencjranj adenokarcjnomi, sastavljenj od 

vjseugaonjh celjja aranzjranjh u gnezda. Veljka jedra cesto su sadrzavala promjnentna jedra. 

Tumori u tretiranim gruparna pokazjvalj su slicnu strukturu. U sredjsnjjm delovjma svjh tumora 

pronadena је koagulacjona nekroza. Broj mjtoza kao i eeljja u apoptozi njje Ьiо znacajnjje 

promenjen ni u jednoj grupj zjvotinja. Jedjna t1jstoloska znacajnjja razljka medu tumorjma Ьilo је 

snjzenje broja AgNOR u rшkleolusjma tumorskih celjja (ТаЬеlа 17). Тај nalaz ukazuje na njzu 

proljfertjvnu sposobnost lecenjh tumora u poredenju sa kontrolnjm tumorima. 
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ТаЬеlа 17. Efektj terapjje sa SB-75, RC-3095 ј пjjhove komЬiпacjje па hjstoloske 

karakterjstjke MCF-7 Mlll ·humaпog karcjпoma dojke kseпografjraпog u goljm mjsevjma. 

Terapija 
% po'lrsjпe Broj mjtoza/1 000 Broj apoptotickih Broj AgNOR-a 
пekroze eelija eelija/1 000 celija ро пukleusu 

Koпtrola 40.1 ± 4.1 9.1 ± 1.0 8.4 ± 0.8 12.6 ± 0.3 

SB-75 44.8 ± 7.0 6.6 ± 1.0 9.9 ± 1.7 11.2 ± 0.4* 

RC-3095 44.1 ± 8.6 7.3 ± 0.5 10.0 ± 1.2 10.3 ± 0.3* 

SB-75 + 36.7 ± 9.7 9.2 ± 0.9 7.1 ± 1.0 11.0 ± 0.2* 

RC-3095 

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SE. •Р<(Ј.О5, vs . kontrola (Duncan-ov test multiplih rangova). AgNOR, agirofilna 

organizacija nukleusa. 

Preparacjja membraпa tumora za receptorske studjje obavljeпa је prema postupku opjsaпom 

u poglavlju Materijal ј Metode. BomЬezjпskj receptorj odredivaпj su па jпtaktпjm MCF-7 Mlll 

celjjama u kulturj, па sljcaп пасјп kako је to орјsапо za Swjss ЗТЗ celjje. MCF-7 Mlll celjje gајепе 

su u Mjпjmal Esseпtjal Medjum (IMEM), Ьеz feпol-crveпog, оЬоgасепоg sa 5% DCC-FBS, tj. 

toplotom jпaktjvjsaпog seruma tretjraпog aktivпjm ugljem (DCC-FBS). Ovakvj uslovj podloge 

sprecavali su faktore rasta jz seruma da uzrokuju пjshodпu regulacjju ЬomЬezjпskjh receptora. 

Rezultate receptorskjh studija prjkazuje ТаЬеlа 17. Kod MCF-7 Mlll celija u kulturj, rastuce 

doze пeobelezeпog ЬоmЬеzјпа jпhiЬisale su specjfjcпo vezjvaпje oЬelezeпog ЬоmЬеzјпа sa 

sredпjom efektjvпom dozorп (ED50) od oko 1 о· 10 М. Scatchard-ova aпaliza ukazuje da se obelezeпi 

bombezjп vezjvao za jedпu vrstu receptorskih mesta velikog afjпjteta (Kd = 0.49 пМ). Bmax jzпosjo 

је 8.41 рМ, sto odgovara пalazu od oko 2980 receptora/celjjj оdпоsпо, 11 З fmol/mg proteiпa. 

ТаЬеlа 17 pokazuje da su па celjjskjm membraпama koпtrolпjh tumora prjsutпj receptorj 

veljkog afjпjteta za EGF ј IGF-1. Posle terapjje ЬomЬezjпskjm aпtagoпjstom RC-3095 uocava se 

zпасајпа redukcjja maksjmalпog kapacjteta specjfjcпog vezjvaпja EGF-a. Sto se tjce receptorskjh 

mesta za IGF-1, posle terapjje sa RC-3095 uocava se porast vredпostj Kd, sto ukazuje па sпјzепје 

afjпjteta, s tjm da је Bmax роvесапа. U celjjskjm membraпama tumora leceпjh komЬiпacjjom RC-

3095 ј SB-75, doslo је, jsto tako, do sпјzепја maksjmalпog kapacjteta vezjvaпja EGF, ali razljka пјје 

zпасајпа u poredeпju sa koпtrolпjm tumorjma. Zпасајап porast u vredпostj Bmax za vezjvaпje IGF-1 

пastao је u tumorjma posle komЬiпovaпe terapjje RC-3095 ј SB-75. 
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INHIBITORNI EFEKT ANTAGONISTE BOMBEZINA/GRP-a RC-3095 NA 

RAST ESTROGEN ZAVISNOG 1 ESTROGEN NEZAVISNOG МХТ 

KARCINOMA DOJKE MISA 

lzvedeпa su dva eksperjmeпta sa estrogeп-пezavjsпjm modelom МХТ karcjпoma ј јеdап 

eksperjmeпt sa estrogeп-zav jsп jm МХТ tumorjma. L:jvotjпje u koпtrolпjm grupama pr jmale su 

ј пјеkсјје rastvaraca (0.1% I)MSO u fjzjooskom . rastvoru) . ТаЬеlа 18 pr jkazuje eksperjmeпtalпe 

grupe u pojedjпom eksperjтeпtu kao ј terapjje koje su ргјmепјјvапе . U estrogeп-пezavjsпom 

modelu МХТ tumora, zjvotjпje su raпdomjzovaпe u grupe 2 dапа posle jпokulacjje tumora i terapjja 

је zapoceta kako pokazuje ТаЬеlа 18. U eksperimeпtu 11, mjsevj sa estrogeп-пezavjsпjm tumorjma 

primalj su u јеdпој grupj ЬогnЬеzјп, а drugoj GRP(14-27) sa cjljem da se jspjta mogucj stjmulaпtпj 

efekt ЬomЬezjпu-sljcпjh peptjda па rast ovog tumora. U svjm grupama Ьilo је ро 1 О mjseva jzuzev u 

grupj з u eksperjmeпtu 1, koju su сјпјlе 5 zivotjпja. u estrogeп-zavisпom modelu мхт tumora, 

tumorj su Ьilj merljjvi oko 4 пedelje posle traпsplaпtacjje kada је zаросјпјапа terapjja. Svi peptjdj 

davaпj su mjпj-osmotskjm pumpama, model 2002 (vjdetj Materjjal ј Metode). 

ТаЬеlа 18. Eksperjmeпtj sa estrogeп-zavjsпim ј estrogeп-пezavjsпim МХТ tumorima. 

Tumorski model El<speriment br. Grupa br. Terapija 

Estrogeп-пezavisпj 1 1 Koпtrola, rastvarac 
МХТ (З . 2)/Оvех 2 RС-ЗО95, 20 119/d 

з Ovarjjektomjja 

11 1 Koпtrola, rastvarac 
2 RС-ЗО95 20 119/d 
з ВоmЬеzјп, 20 119/d 
4 GRP(14-27) ,20 119/d 

Estrogeп-zavjsпj 111 1 Koпtrola, rastvarac 
мхт (З.2) 2 RС-ЗО95 , 20 119/d 

з Ovarjjektomjja 

Prosecпa zapremjпa tumora u grupama zjvotjпja leceпjh Ьombezjп/GRP aпtagoпjstom D­

Tpi6, Leu13ч,(CH2NH)Leu14-ЬomЬezjп(6-14) (RС-ЗО95) , u odпosu па zapremiпe tumora kod 

пetretiraпjh zjvotjпja, Ьila је zпасајпо пiza u sva tri eksperimпta (Sijka З1 , А , В i С) . Terapija 

ЬomЬeziпom ili peptidom koji oslobada gastriп пјје zпacajnjje utjcala па rast tumora (Sijka З1 В i 
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ТаЬеlа 19). Terapjja sa RC-3095 uzrokovala је ј znacajno snjzenje tezjne tumora u poredenju sa 

kontrolom. Hjrurska ovarjjektomjja njje utjcala na rast estrogen-nezavjsnog МХТ tumora, ali је skoro 

u poptunostj zaustavila rast estrogen-zavjsnog tumorskog modela. Njje uocena razljka u telesnoj 

tezjnj, tezjnj jetre, bubrega jlj ovarjjuma jzmedu lecenjh i nelecenih zivotinja (podacj nisu prikazanj) . 
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Sljka 31. Zapremjne МХТ 

estrogen-nezavjsnog (А ј В) ј МХТ 

estrogen-zavisnog tumora dojke misa u 

toku terapjje ЬomЬezinom, GRP-om, 

ЬomЬezinskim antagonistom RC-3095 ј 

posle ovarjjektomije. Ver1ikalne ljnije 

predstavljaju SE srednjih vrednostj. 

*р<0.05, **р<0.01 vs. kontrola 

(Duncan-ov test) . 

Hjstoloski, estrogen-nezavisni МХТ (3.2)/0vex karcinom dojke misa Ьiо је nediferentovan, 

invazivni tumor. Nije uocena razljka u hjstologiji tumora kod zivotjnja koje su primale neku od 

terapija u odnosu na kontrolne zivotjnje. Mjtotjckj i apoptjtjcki indeksi Ьili su sljcnj u svim grupama 
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(ТаЬеlа 19). Posle terapjje sa RC-3095, u eksperjmentu 1, uocava se redukcjja argjrofjlnjh 

organjzovanjh regjona nukleolusa (р<0.01 u odnosu na kontrolu), kao ј njjhovo povecanje u 

tumorjma tretjranjh ЬomЬezjnom u ekperjmentu 11 (р<0.05 u odnosu na kontrolu). Broj spomenutjh 

argjrofjlnjh organjzovanjh regiona nukleolusa је indjkator prliferatjvne sposobnostj tumorske celije. 

Estrogen-zavisni МХТ (3.2) tumorj su vjse diferentovani ј cine ga cvrste_ celije rasporedene u 

odvojena gnezda ili u male zlezdaste strukture. Broj celija u mitozi Ьiо је nesto nizi posle terapije sa 

RC-3095 (ТаЬеlа 19). Svj histoloski parametrj proliferativnosti tumora Ьl i su snizeni u tumorima 

ovarjjektomjsanjh zjvotjnja (ТаЬеlа 19). 

ТаЬеlа 19. Efekt terapjje ЬomЬezjnfGRP antagonjstom RC-3095, Ьombezinom, GRP(14-27)­

om na tezjnu ј histoloske par"ametre estrogen-nezavjsnog МХТ (3.2)/0vex ј estrogen-zavjsnog МХТ 

(3.2) karcjnoma dojke mjsa. Srednje vrednostj ± SE. 

т ezjna tumora Mjtoze/1 000 Apoptotjcke 
Broj argjrofjlnjh 

Terapjja 
g celija celije/1 000 cel. 

regjona nukleolusa 
ро nukleolusu 

Ekspeгjment 1: МХТ (3.1 )/Ovex 

Kontrola 6.75 ± 0.49 11.27 ± 1.54 11.41 ± 2.22 7.26 ± 0.14 

RC-3095 3.38 ± 0.35* 9.47 ± 0.94 10.50 ± 1.28 6.26 ± 0.13* 

Ovarijektomija 7.06 ±1 .04 8.43 ± 2.09 12.39 ± 2.03 7.28 ± 0.18 

Eksperiment 11 : МХТ (3.2)/0vex 

Kontrola 6.30 ±0.32 10.96±1.14 9.46 ± 1.27 8.90 ± 0.39 

RC-3095 4.12 ±0.!>2** 12.18 ± 1.33 17.40 ± 4.79 8.62 ± 0.27 

BomЬezin 5.99 ± 0.89 8.67 ± 0.95 10.09 ± 1.90 10.08 ± 0.53** 

GRP(14-27) 5.42 ± 0.89 11.33 ± 0.62 12.32 ± 2.73 9.60 ± 0.19 

Ekspeгjment 111: МХТ (3.2) 

Kontrola 2.12± 0.47 5.54 ± 0.71 5.45 ± 1.13 12.04 ± 0.22 

RC-3095 0.89 ± 0.20* 4.18 ± 1.07 8.96 ± 1.74 1 0.56 ± 0.47* 

Ovarjjektomija 0.16 ± 0.08* 2.88 ± 0.63** 8.41 ± 0.95** 9.20 ± 0.28* 

*р<0 .01 ; ••p<O.OS, vs. kontrola (Duпcan-ov test) . 
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Koncentracjje serumskog lutejnjzjrajuceg hormona, hormona rasta, IGF-1, EGF ј gastrjna kod 

mjseva na kraju eksperjmentэ prjkazuje ТаЬеlа 20. 

U eksperjmentu 1, mjsevj sa tumor jma jmalj su vjse koncentracjje hormona rasta u serumu u 

poredenju sa zjvotjnjama koje njsu jmale tumor. lsto tako, snjzene vrednostj hormona rasta jmale 

su zjvotjnje tretjrane RC-3095 (р<0.01 vs. mjsevj Ьеz tumora) . Njvo gastrjna u zjvotjnjama sa 

tumorjma Ьiо је takode povjsen u odnosu na zjvotjnje Ьеz tumora, alj је terapjja sa RC-3095 

znacajno snjzjla njvo gastrjna u odnosu na kontrolne zjvotjnje sa tumorjma (р<0 . 05) . U 

eksperjmentu 11, koncentracjje gastrjna ј EGF-a u serumu Ьile su povjsene kod zjvotjnja koje su 

doЬijale ЬomЬezin (р<0.05) ili GRP(14-27) (р<0.01 ). U eksperjmentjma 11 i 111, znacajnjje promene u 

koncentracjjj IGF-1 njsu uocer1e. 

ТаЬеlа 20. Efekt ЬomЬezjn/GRP antagoniste RC-3095, Ьombezjna, GRP(14-27) ј 

ovarjjektomjje na koncentracije lutejnizjrajuceg hormona, hormona rasta, IGF-1, EGF ј gastгjna u 

serumu mjseva sa estrogen-nezavisnim (eksperjment 1 ј 11) ј estrogen-zavjsnjm (eksperjment 111) 

МХТ tumora dojke. 

Terapija LH, ng/ml GH, ng/ml IGF-1, ng/ml EGF, pg/ml Gastrin, pg/ml 

Ekspeгjment 1: МХТ (3.1 )/Ovex 

Kontrola 0.13 ± 0.01 11.02±1.87 311.6 ± 25.8 

RC-3095 0.12 ± 0.01 3.91 ± 0.46** 215.9 ± 37.1* 

Ovarijektomjja о.25 ± 0.1 о· 14.60 ± 11 .20 301 .6 ± 57.3 

Mjsevj Ьеz МХТ 0.19 ± 0.03 3.96 ± 0.26** 98.3 ± 6.8** 

Eksperjment 11: МХТ (3.2)/0vex 

Kontrola 222.3 ± 26.3 1549 ± 1191 114.8±31 .6 

RC-3095 192.5 ± 16.4 4467 ± 481 104.9 ± 13.4 

Bombezin 207.7 ± 16.5 4920 ± 1019* 175.1 ± 15.5* 

GRP(14-27) 207.7 ± 10.9 6324 ± 791** 196.3 ± 17.о·· 

Ekspeгjment 111 : МХТ (3.2) 

Kontrola 0.51 ± 0.10 5.05 ± 0.56 452.3 ± 37.1 2304 ± 167 

RC-3095 0.47±0.11 5.99 ± 0.83 331.3 ± 58.9 3693 ± 95· 

Ovarjjektomjja 1.76 ± 0.23·· 4.69 ± 0.84 438.2 ± 31 .7 5433 ± 742** 

Srednje vrednosti ± SE. •p<O.OS; ••р.&О1 , vs . kontrola (Duncan-ov test) . 
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Receptori za EGF pokazaпi su па frakcijama membraпa celija estrogeп-пezavisпog МХТ 

karciпoma dojke. U koпtrolпim tumorima, oЬelezeпi EGF vezivao se za jedпu klasu receptorskih 

mesta velikog afiпiteta (Kd = 0.81 ± 0.06 х 1о-9 М) (ТаЬеlа 21). Kapacitet vezivaпja (Bmax) EGF 

receptora izпosio је 0.21 ± 0.016 х 1 о- 12 moVmg membraпskih proteiпa. Terapija sa RC-3095 

zпасајпо је (р<0.01) redukovala maksimalпi kapacitet vezivaпja receptora za EGF па 

membraпama tumora (Bmax = 0.03 ± 0.003 х 1 о- 12 mol/mg proteiпa). Specificпo vezivaпje 

oЬelezeпog EGF-a пiје se moglo detektovati па membraпama estrogeп-zavisпih МХТ tumora, sto 

ukazuje па пероstојапје receptora za EGF. 

Specifiпo vezivaпje 125 1-ТугЧюmЬеziпа, velikog afiпiteta, а malog kapaciteta pokazaпo је па 

membraпama hormoп-пezavisпog МХТ tumora (ТаЬеlа 21 ). Na membraпama tumora iz koпtrolпe 

grupe, RC-3095 је pokazao 'IГedпost IC50 od 14 пМ (IC50 је koпceпtracija RC-3095 koja uzrokuje 

50% iпhiblcije specificпog vezivaпja oЬelezeпog l:юmЬeziпa). Posle terapije sa RC-3095, doslo је 

do sпizeпja vredпosti Bmax za l:юmЬeziпske receptore (ТаЬеlа 21 ). 

ТаЬеlа 21. Efekt RC-3095 па karakteristike receptora za EGF i Ьombeziп па membraпama 

estrogeп-пezavisпih МХТ (3.2)/0vex karciпoma dojke misa. 

EGF Bombezin 

Terapija Kd Bmax Kd Bmax 
(п М) (pmol/mg prot.) (п М) (fmol/mg prot.) 

Koпtrola 0.81 ј: 0.06 0.21 ± 0.016 0.8 ±0.2 613 ± 70 

RC-3095 1.53 :t0.31 0.03 ± 0.003** 1.2 ± 0.3 160 ± 95* 

Ovarijektomija 1.05 ± 0.09 0.23 ± 0.02 

•p<O.OS; ••р<О.О1, vs. kontrola (Duncan-ov test) . Karakteristike receptora doЬijene su u eksperimenima sa 1 О tataka u 

triplikatima. Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost ± SE. 
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INHIBITORNI EFEKT RC-3095, ANTAGONISTE BOMBEZINAJGRP-a, NA 

RAST KARCINOMA PANKREASA HRCAKA INDUKOVANOG 

NITROZAMINOM 

Prosecna telesna tezina hrcaka na pocetku primene nitrozamina (ВОР) Ьila је 97.7 g, а 

153.5 g u vreme kada је zapocinjana terapija. U eksperiment ukljuceno је ukupno 22 zivotinje koje 

su podeljene u dve grupe. Kontrolnu grupu sacinjavalo је 12 hrcaka, а grupa koja је primala RC-

3095 sastojala se od 1 О zivotinja. RC-3095 је primenjivan tokom 8 nedelja mikro-osmotskim 

pumpama (Model 2ML4 koji oslobada 2.5 ~tl!h tokom 4 nedelje). Kontrolnoj grupi zivotinja 

implantirane su osmotske pumpe napunjene rastvaracem: 50% propilenglikola u vodi. 

Na kraju eksperimenta, nije Ьilo znacajnije razlike u prosecnim telesnim tezinama zivotinja 

izmedu grupa. U odnosu na kontrolnu grupu, terapija sa RC-3095 nije znacajnije promenila tezine 

jetre, bubrega, ovarijuma ili uterusa eksperimentalnih zivotinja (podaci nisu prikazani). ТаЬеlа 22 

prikazuje broj zivotinja umrlih tokom terapije, broj zivotinja sa histoloski verifikovanim tumorom kao i 

tezinu pankreasa ili tezinu tumoroznih pankreasa u dve grupe zivotinja. u kontrolnoj grupi tokom 

terapije umrlo је 2 od 12 zivotinja, а u grupi koja је dobljala RC-3095 nije Ьilo umrlih zivotinja. U 

grupi tretiranoj sa RC-3095, u 6 od 1 О zivotinja histoloski se mogao dokazati tumor pankreasa, dok 

је u kontrolnoj grupi svih 12 zivotinja imalo tumore (ТаЬеlа 22). U kontrolnoj grupi dve zivotinje, а u 

RC-3095 grupi jedna zivotinja su razvile invazivni karcinom pankreasa sa infiltracijom okolnih 

organa i tkiva: zeludac, jetra, creva ili retroperitoneum. Prosecna tezina pankreasa Ьila је znacajno 

niza (р<0.05) u grupi koja је primala RC-3095 u poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja (Tabela 

22). Velicina pojedinacnih tumora u pankreasu Ьila је razlicita, od 2 do 30 mm. ZЬog multinodalnosti 

i ponekad konfluentnosti tumorskih masa, registrovana је tezina tumorozno izmenjenih pankreasa, 

ali tek na osnovu histoloske potvrde da se radi о tumorskom tkivu. Terapija Ьombezinskim 

antagonistom RC-3095 znacajno је, za 87%, redukovala tezinu tumoroznih pankreasa u poredenju 

sa kontrolom. 
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Tabela 22. Efekt terapjje sa RC-3095 na prezjvljavanje zjvotjnja, ucestalost karcjnoma, tezjnu 

panreasa ј tumoroznjh pankrнasa hrcaka sa karcjnomom pankreasa jndukovanog njtrozamjnom. 

Broj umrljh Br. zjvot.sa Tezjna Tezjna % jnhjЬicjje tezjne 
/ukupan br hjstoloskj doka- pankreasa tumoroznjh tumoroznjh 

Grupa zjvotinja znnjm/ukupan br. (g) pankreasa (g) pankreasa 

Kontrola 2/12 12/12 4.32 ± 2.75 4.32 ±2.75 о 

RC-3095 0/10 6/10 0.52± 0.08* 0.56 ± 0.08* 86.9 

Srednje vrednosti ± SE, ·p.<o.os Student-ov t test. 

Hjstoloskj, ВОР tumori su adenokarcjnomj kojj jnfiltrjsu vece ili manje duktuse. Sastoje se od 

grupa celjja sa cjsticnjm ј papjlarnjm strukturama u pojedjnjm regjonjma. PreЬiastozne lezjje 

pronadene su u svim uzorcirna pankreasa. Histoloske parametre tumora u kontrolnoj grupi kao i u 

grupj koja је primala RC-3095 prikazuje ТаЬеlа 23. RC-3095 је znacajno redukovao prosecan broj 

tumorskih nodula. Broj tumorskjh nodusa odredivan је sa histoloskih preparata koji su sadrzavali 

najvise tumorskog tkjva. Kod miseva tretiranih sa RC-3095 kolicina strome u tumorima је 

povecana, dok је broj mitoza na 1 ОО zlezda Ьiо prosecno 7.2 u grupi na RC-3095, а 12.8 u 

kontrolnoj grupi (ipak оЬа ova parametra se statisticki znacajnije ne raz\jkuju u pojedinjm grupama). 

Broj AgNOR-a ро celiji Ьiо је znacajno nizi u grupi tumora lecenih RC-3095 (7.54 AgNOR!eeliji VS. 

10.23 u kontrolnoj grupi, р<0 . 01 ). 

Tabela 23. Efekt terapije sa RC-3095 na histoloske parametre BOP-indukovanih karcinoma 

pankreasa hrcaka. 

Grupa Broj tumorskih Povrsina В гај Apoptoticki В гај 

nodusa/zivoti-nji strome mitoza/1 ОО indeks AgNOR!celiji 
(%) zlezda 

Kontrola 2.40 ± 0.7 20.20 ± 2.8 12.8 ± 2.1 18.0 ± 2.4 10.23 ± 0.5 

RC-3095 0.78± 0.3* 30.17 ± 5.4 7.2 ±3.2 28.0 ± 9.9 7.54 ± 0.4** 

Srednje vrednosi ± SE; ·p.<o.os, ··р-<0 .01 . 

Koncentracije gastrina u serumu hrcaka nisu Ьile znacajnije prome,njene u ispitivanim 

grupama zivotinja (podaci nisu prikazani) . 
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Rezultate receptorskjh analjza prjkazuje ТаЬеlа 24. 

Specjfjcno vezjvanje 125 1-Tyr4-ЬomЬezjna pokazano је na preparatjma membrana karcjnoma 

pankreasa hrcaka jndukovanog jnjekcjjama ВОР-а. RC-3095 је jnhjЬisao 50% specjfjcnog vezjvanja 

oЬelezenog ЬomЬezjna u koncentracjjj od 0.7 nM. Karakterjstjke ЬomЬezjnskjh receptora njsu Ьile 

znacajnjje promenjene posle terapjje zjvot jnja sa ЬomЬezjnskjm antagonjstomRC-3095, jzuzev sto 

је vezjvanje Ьilo nesto manjeg afjnjteta (ТаЬеlа 24) . EGF receptorj takode su dokazanj na 

membranama ВОР tumora. Vjsoko znacajna redukcjja maksjmalnog kapacjteta vezjvanja EGF-a 

uocena је u tumorjma prethodno lecenjm sa RC-3095 (ТаЬеlа 24). 

ТаЬеlа 24. Karakterjstjke EGF ј Ьombezjnskjh receptora na membranama karcjnoma 

pankreasa hrcaka jndukovarюg njtrozamjnom posle terapjje sa ЬomЬezjn/GRP antagonjstom RC-

3095. 

Bombezin EGF 

Terapjja Kd Bmax Kd Bmax 
(nM) (fmol/mg protejna) (nM) (fmol/mg protejna) 

Kontrola 1.39 ± 0.81 305 ± 35 0.9 ± 0.23 77.16±14.9 

RC-3095 3.27 ± 0.66 283 ± 48 0.13 ± 0.012 4.89 ± 0.53* 

Srednje vrednosti ± SE; "р<О.ОО1, Duncan·ov test. 

EFEKT ANTAGONISTE BOMBEZINA/GRP-a RC-3095 NA RAST РС-82 

HUMANOG KARCINOMA PROSTATE U GOLIH MISEVA 

РС-82 humanj karcjnom prostate doЬijen је od Dr. John lsaacs-a, sa Odeljenja za urologjju, 

John Hopkjns Unjvrezjteta u Baltjmoru. Ljvotjnja-donor zrtvovana је pod anestezjjom Metofan-om, а 

tumor jzvaden pod sterjlnjm uslovjma. Tkjvo tumora је jsecano na sjtne delove makazama, а zatjm 

pasjrano kroz sterjlne zjcane mreze veljcjna рога 1.5 ј 0.5 mm. Tkjvo је resuspendovano u RPMI 

1640 hranljjvoj podlozj i centrjfugjrano 5 mjnuta na 1 ОО х g. Procedura је ponovljena ј talogu је 

dodata jednaka zapremjna Matrjgel-a (CollaЬoratjve Research, Bedford, МА). Dve stotjne 

mjkroljtara ove suspenzjje celjja jnjcjrano је s.c. u Ьосnј deo leda mjseva. Ovakva procedura dovela 

је do 97% "primanja" tumora. 
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Mesec ј ро dапа posle jmplaпtacjje u potkozпj sloj leda goljh mjseva tumorj su postalj vjdljjvj, 

zjvotjпje su raпdomjzovaпe u dve grupe od ро 8. Koпtrolпa grupa је doЬijala јпјеkсјје rastvaraca а 

druga grupa subkutaпe јпјеkсјје RC-3095 u dozj od 20 119 dпеvпо. Terapjja је trajala 5 пedelja. U 

toku tjh 5 пedelja, tumorj su u koпtrolпoj grupj poraslj od 7.7 ± 3.9 mm3 do 270 ± 67.6 mm3 , sto 

jzпosj 1606 ± 320 % (sredпja vredпost ± SE) роvесапја tumorskog volumeпa. Vreme 

udvostrucavaпja zapremjпe 1umora jzпosjlo је 11 dапа (ТаЬеlа 25). Terapjja sa RC-3095 zпасајпо 

је iпhiЬirala rast РС-82 tumora (ТаЬеlа 25, Sljka 32) . lпhiЬicija rasta postala је zпасајпа posle 2 

пedelje od zаросiпјапја terapije. lzrгleпo ј kao proceпt promeпe volumeпa tumora, RC-3095 је 

zпасајпо jпhjЬisao rast kseпografta (ТаЬеlа 25). Na kraju terapjje, prosecпa tezjпa tumora (± SE) u 

koпtrolпoj grupi jzпosila је 223 ± 69.6 mg dok је u grupi zjvotiпja koje su doЬijale RC-3095 teziпa 

tumora jzпosila 46.3 ± 12.4 r11g u proseku (statisticki zпасајпо sпizeпje, р<0.05, Studeпt-ov t test). 

Т erapija jпjekcjjama RC-3095 пјје zпасајпјје utjcala па telesпe tezjпe eksperjmeпtalпjh zjvotjпja u 

poredeпju sa koпtrolпom grupom, kao ј па teziпe testisa, veпtralпe prostate ј semjпalпih kesica 

(podacj пisu prjkazaпj). Vreme udvostrucavaпja zapremjпe tumora Ьilo је zпасајпо (р<0.05) 

produzeпo u grupj koja је doЬijala RC-3095 (35 dапа vs. 11 dапа u koпtrolпoj grupi, ТаЬеlа 25). 

о 
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8- 8 D-TгpB-lJ-1-RН 

6- - 6 RC-160 

8-8 0 -Тгрб-LН-RН + RC-!60 

•- -+ RC 3095 
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Time (weeks) 

5 

Slika 32. Zapremiпa РС-82 

humaпog karciпoma prostate 

traпsplaпtiraпog golim misevima tokom 

terapije sa ЬomЬeziп/GRP aпtagoпistom 

RC-3095. Vertikalпe liпjje predstavljaju 

SE. *р<0.01 vs. koпtrola (Studeпt-ov t­

test). 

Efekt ргјmепе RC-3095 па koпceпtracije hormoпa ј prostata-specificпog апtјgепа (PSA) u 

serumu zjvotjпja pokazuje Т аЬеlа 26. Nivo testosteroпa пiје Ьiо рrоmепјеп posle ргјmепе RC-3095, 

alj su zato пјvој hormoпa rasta ј IGF-1 zпасајпо Ьilj sпizeпj. Копсепtrасјја PSA u serumu koпtrolпe 

grupe zjvotjпja jzпosjla је 71.5 ± 46.5 пg/ml. Тегарјја ЬomЬezjпskjm aпtagoпjstom dovela је do 

zпасајпоg sпizeпja пјvоа serumskog PSA. 
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ТаЬеlа 25. Efekt terapjje sa RC-3095 na volumen tumora, procent povecanja zapremjne 

tumora u odnosu na pocetak lecenja ј na vreme udvostrucavanja volumena tumora kod goljh 

mjseva koj jma је transplant jr an РС-82 humanj karc jnom prostate. 

Zapremina tumora, mmэ % poveeanja Vreme 

Grupa Pocetna Zavrsna 
zapremine od dana udvostrucavnja 

о tumora, dani 

Kontrola 7.7 ± 3.9 270 ± 67.7 1606 ± 320 11 .0 ±1.2 

RC-3095 13.4 ± 3.0 37.0 ± 8.5** 366 ± 1 08.9** 35.38 ± 12.4* 

Srednje vrednosti ± SE; ·Р<(Ј .О5 , ••р<0 .01 vs . kontrola (Student·ov t-test} . 

ТаЬеlа 26. Efekt 1erapije ЬomЬezjnJGRP antagonjstom RC-3095 na koncentracije 

testosterona, hormona rasta, IGF-1 ј prostata-specjfjcnog antjgena u serumu goljh mjseva sa 

transplantjranjm humanjm karcjnomom prostate РС-82. 

Terapija 
Testosteron GH IGF-1 PSA 

ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml 

Kontrola 2.95 ± 0.32 19.6±4.9 414.7 ± 34.6 71.5 ± 46.5 

RC-3095 3.0 ± 1.6 2.8 ± 0.4** 297.0 ± 25.4* 3.44 ± 1.5** 

Srednje vrednosti ± SE; ·Р<(Ј.О5 , ••р<О.О1 vs. kontrola (Student-ov t·test}. 

Rezultate receptorskih analjza prjkazuje ТаЬеlа 27. Vezjvanje 1251-EGF za receptorska 

mesta na membranama kor1trolnjh РС-82 tumora Ьilo је u nanomolarjm koncentracijama (Kd = 7.2 

х 1 о-9 М), а maskjmalnj kapacjtet EGF receptora 4.2 ± 1.6 х 1 о· 12 mol/mg proteina. Hronjcna 

terapjja ЬomЬezjn/GRP antagonjstom RC-3095, znacajno је snjzjla koncentraciju EGF receptora. 

Prisustvo ЬomЬezjnskih receptora na membranama РС-82 tumora nije ispjtjvano. 

Tabela 27. Efekt terapije RC-3095 na karakterjstjke specifjcnog vezjvanja EGF za receptore 

na membranama РС-82 humanog karcjnoma prostate kod goljh miseva. 

EGF 

Terapija Kd (nM) Bmax (pM/mg proteina) 

Kontrola 7.2 ± 3.2 4.2 ±1 .6 

RC-3095 15.2 ±5.9 0.57 ± 0.03* 

Srednje vrednosti ± SE; •р<0 .05 , Student-ov t test. 
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EFEKT RC-3095 i RC-3440, ANTAGONISTA BOMBEZIN/GRP-a, NA RAST 

НТ-29 HUMANOG KARCINOMA KOLONA TRANSPLANTIRANOG GOLIM 

MISEVIMA 

At jmjcnj, golj mjsevj (nu/nu) , starj oko 6 nedelja ро dospecu u laЬoratorjju , odrzavanj su na 

nacjn detaljnjje opjsan u poglavlju Metode. Celjjska ljnjja humanog adenokarcjnoma НТ-29 gajena 

је kao adherentna kultura u RPMI 1640 hranljjvoj podlozj uz dodatak 10% CFBS, antjЬiot jke ј 

antjmjkotjke. Tumorske celjje u fazj eksponeпcjjalnog rasta odvajane su od podloge 0.25% 

rastvorom trjpsjna-EDT А. Transplantatj (ksenografti) su formirani subkutanom injekcjjom 1 О miljona 

celjja u desnj Ьосnј deo leaa mjsa. Tumorj kojj su se razvjlj, mehanjckj su podeljenj u delove 

prosecne veljcjne 2 mm3, ј implantjranj s.c. troakarom. Dve nedelje od tranplantacjje tumorj su 

poraslj do prosecnog volurт1ena od 20 mm3, zjvotjnje randomjzovane ро grupama ј terapjja 

zapoceta. 

Uraaeno је ukupno 4 eksperjmenta sa transplantjranjm НТ-29 tumorjma: 

U eksperimentu 1, zjvotjnje su podeljene u 5 grupa od ро 10-1 З zjvotjnja. Grupa 1, kontrola, 

doЬijala је jnjekcjje rastvaraca (0.1% DMSO u fjzjoloskom rastvoru) . Grupa 2, mjkrokapsule (D­

Trp6)LH-RH analoga oslobaaajuceg hromona gonadotropjna. Grupa З, mjkrogranule 

somatostatjnskog analoga RC-160 а dve grupe zjvotjnja tretjrane su Ьombezjnskjm antagonjstom 

RС-ЗО95. Grupa 4 doЬijala је RС-ЗО95 rastvoren u 0.1% DMSO u fjzjoloskom rastvoru s.c. u dozj 

od 1 О J.!Q dva puta dnevno. C1rupa 5, sadrzana od 1 З zjvotinja, primala је kontjnujranu infuziju RС­

ЗО95 putem osmotskjh minjpumpi tjpa Alzet, model 2002 koja oslobaaa 0.5 J.LI/h, sto odgovara 20 1-1 

g peptjda na dan. Za minipumpe, RС-ЗО95 је rastvaran u 50% (v/v) propjlen gljkola u vodi. 

U eksperimentu 2 Ьilo је З grupe zjvotinja. Grupa 1, kontrola (jnjekcjje rastvaraca), grupa 2 

doЬijala је ЬomЬezjnskj antagonjst RС-З440 s.c. u dozi od 1 О J.!Q dva puta dnevno ј grupa З , 

doЬijale ЬomЬezjn, 5 J.!Q dva puta dnevno s.c. 

U eksperimentu З zi\'otjnje su podeljene u З grupe od ро 1 О . Grupa 1, kontrola, grupa 2 

doЬila је mjkrogranule somatostatjnskog analoga RC-160 u dozj od 50 J.LQ/dan, ј treca grupa prjmala 

је dva puta dnevno s.c. jnjekcjje RС-ЗО95 u dozj od 1 О J.!Q. 

U eksperimentu 4 upotreЫjen је istj protokol kao u eksperjmentu З , s tjm da је RС-ЗО95 

davan jednom dnevno u dozj od 20 J.!Q na dan. 

Terapjja је trajala 4 nedelje. 
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Efektj razljcjtjh terapjja па volumeпe tumora u eksperjmeпtu 1 prjkazaпj su па Sljcj 33. Efekte 

razljcjtjh terapjja па росеtпј ј zavrsпj volumeп tumora, proceпat роvесапја zapremjпe tumora od 

pocetka terapjje, tumorsko optereceпje (tezjпa tumora u odпosu па telesпu tezjпu zjvotjпje), vreme 

udvostrucavaпja zapremjпe tumora kao ј vreme odlagaпja rasta tumora prjkazuje ТаЬеlа 28. 

Т erapjja sa agoпjstjckjm aпalogom LH-RH usporila је rast tumora, alj efekt пјје Ьiо statjstjckj 

zпасајап . Sljcпo se moze recj ј za somatostatjпskj aпalog RC-160. Т erap~a sa bombezjпskjm 

aпtagoпjstom, prjmeпjjvaпog kao s.c. јпјеkсјје jlj osmotskjm mjпjpumpama, Ьila је пajefjkasnjja u 

јпhјЬiсјјј rasta tumora. Na kraju eksperjmпta tezjпa tumora u koпtrolпoj grupj jzпosjla је 81 З ± 118 

mg (sredпja vredпost ± SE) dok је u grupj koja је doЬijala RC-3095 s.c. jпjekcjjama tezjпa tumora 

Ьila 418 ± 109 mg (р<0.01 vs. koпtrola), а u grupj u kojoj је RC-3095 kопtјпuјгапо oslobadaп jz 

mjпj-osmotskjh pumpj tezjпa tumora jzпosjla је 521 ± 107 mg (р<0.05 vs. koпtrola). 
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Sljka 33. Zapremiпe НТ-29 humaпog karcjпoma koloпa traпspaпtjraпog goljm mjsevjma 

tokom terapjje sa aпalogom LH-RH, aпalogom somatostatjпa RC-160 ј ЬomЬezjпskjm 

aпtagoпjstom RC-3095 prjmeпjjvaпog s.c. jпjekcjjama ili koпtjпujraпom jпfuzjjom pomocu mjnj­

osmotskjh pumpj. Vertjkalпe lјпјје predstavljaju SEM. 

Rast tumora Ьiо је јпhјЬisап vec u toku prvjh З пedelje terapjje u оЬе grupe zjvotjпja koje su 

prjmale RC-3095 (Siika 33, ТаЬеlа 28). Posle 27 dапа, zapremjпa tumora zпасајпо је Ьila пјzа u 

grupj koja је prjmala RC-3095 jz mjпjpumpj (367 ± 72 mm3; р= 0.03), kao ј u grupj koja је prjmala 

s.c. јпјеkсјје RC-3095 (31 О ± 108 mm3; р<0.01) u poreёleпju sa koпtrolпog grupom (682 ± 101 

mm3). Proceпt promeпe zapremjпe tumora Ьiо је, jsto tako, zпасајпо јпhјЬisап od 18-og dапа u 

grupj lесепој sa RC-3095 ј;;: mjпjpumpj, а u grupj koja је doЬijala s.c. RC-3095 vec od 1 4-og dапа 

terapjje. Vreme udvostrucavaпja zapremjпe tumora zпасајпо је Ьilo produzeпo u оЬе grupe 

zjvotjпja koje su doЬijale RC-3095 (od oko 4 dапа u koпtrolпoj grupj па 7 оdпоsпо 7.2 dапа u 
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grupama koje su doЬijale ЛС-3095 mjnjpumpama odnosno s.c. jnjekcjjama). Vreme odlozenog 

rasta tumora Ьi lo је 6.5 dana u grupj lecenoj kontjnujranom jnfuzjjom RC-3095, а 8.5 u grupj koja је 

doЬijala dva puta dnevno s.c. jnjekcjje RC-3095 (ТаЬеlа 28). 

ТаЬеlа 28. Efekt terapjje sa D-Trp6-LH-RH, RC-160 ili RC-3095 па zapremjnu tumora, 

procent povecanja zapremjne od pocetka terapjje, tumororsko optereeenje, vreme udvostrucavanja 

zapremjne tumora ј odlozeno vreme rasta tumora goljh mjseva sa ksenograftjma celjjske ljnjje 

humanog karcjnoma kolona. 

Zapremina tumora (mm3) о/о poveeanja Tumorsko Vreme udvo- Vreme 

od dana О optereeenje stru~avanja odlozenog rasta 

Terapija Poeetna ZavгSna (mg/gТТ) (dani) (dani) 

Kontrola 19.7 ± 3.7 681 .8 ± 101 ?±674 28.2 ± 4.1 4.13±0.6 

D-Trp6-LH-RH 19.7 ± 4.1 522.6± 147 2631 ± 484 24.4 ± 5.9 5.05± 0.4 2.5 

RC-160 17.5±2.7 463.1 ± 91 2695± 426 21 .2± 4.1 5.6 ± 0.5 4 

RC-3095 pumpe 20.2 ± 3.6 367.1 ± 72* 1964 ± 314* 18.2 ± 4.1* 7.0 ± 0.4* 6.5 

RC-3095 s.c. 19.7 ± 4.0 310 ± 108** 1338 ± 190** 14.9 ± з.5** 7.2 ± 0.6** 8.5 

Srednje vrednosti ± SE. *Р<(Ј .О5; **Р<(Ј . О1 vs. kontrola, Duncan-ov test. 

Na kraju ekperjmenta 1, analjza koncentracjja gastrjna, hormona rasta ј IGF-1 u serumu 

zjvotjnja pokazala је da је terapjja sa RC-3095 uzrokovala pad gastrjna ј IGF-1 u serumu zjvotjnja 

(ТаЬеlа 29) . 

Tabela 29. Koncentracjje gastrjna, hormona rasta ј IGF-1 u serumu goljh mjseva sa 

transplantjranjm НТ-29 humanjm karcjnomom kolona posle terapjje sa D-Trp6-LH-RH, RC-160 ј 

RC-3095. 

Terapjja Gastrjn Hormon rasta IGF-1 
(pg/ml) (ng/ml) (ng/ml) 

Kontrola 218.9 ± 59 3.78 ± 0.27 370 ± 78 

D-Trp6-LH-RH 148.1 ± 23* 4.22 ± 0.5 291 ± 30 

RC-160 334.1 ± 65 4.18 ± 0.5 297 ± 47 

RC-3095 pumpe 148.9±17* 3.73 ± 0.28 225 ± 50* 

RC-3095 s.c. 158.0 ± 20* 3.97 ± 0.24 179 ± 52* 

*р<О.О5 vs . kontrola, Duncan-ov test multiplih rangova. 
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Sljka 34 pokazuje zapremjne tumora, merenjh u jnterval jma od 3-4 dana, u eksperjmentjma 

2, З i 4. Efekte razlicitih terapija na zapreminu tumora na kraju eksperimenta, na procent povecanja 

od pocetka terapije, opterecenje tumorom, vreme udvostrucavanja zapremine tumora i odlozeno 

vreme rasta tumora pokazuje ТаЬеlа 30. Terapija ЬomЬezinskim antagonjstom RC-3440, u 

eksperimentu 2, znacajno је inhiblsala rast tumora (oko 45% inhjblcjje u poreaenju sa kontrolom), 

prolongjrala vreme udvostrucavanja zapremjne tumora na 9.5 dana, dok је odlozeno vreme rasta 

tumora jznosjlo 7.5 dana. Zanjmljjvo је da је ЬomЬezjn, u dozj od 5 119 dva puta dnevno s.c., takode 

jnhjblsao rast tumora za oko 30% u odnosu na kontrolu (Sijka 34А ј ТаЬеlа 30). 
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U trecem eksperimentu, RC-160 

i RC-3095 ponovo su jnhjblsalj rast НТ-

29 tumora (Sijka 348 i С ј ТаЬеlа 30) . 

U eksperimentu 4, terapija 

jednodnevnom injekcjjom 20 J.l9 RC-

3095 Ьila је nesto manje efikasna od 

jnjekcija RC-3095 dva puta na dan u 

eksperimentjma 1 ј З. 

Slika 34. Zapremjne ksenografta 

humanog karcinoma kolona НТ -29 

transplantjranog goljm mjsevjma u toku 

terapjje ЬomЬezjnskjm antagonjstom 

RC-3440 u vjdu s.c. jnjekcjja (А) ј 

mjkrogranula RC-160 ј RC-3095 s.c. 

injekcijama (В ј С) . Vertjkalne ljnije 

pokazuju SE; *р<0 . 05; **р<0 . 01 , 

znacajnost u odnosu na kontrolu 

odredjvana Student-ovim t-testom 

(А,В) ј Duncan-ovjm testom multjpljh 

rangova (С) . 
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ТаЬеlа 30. Efekt terapije razlicitim peptidima na zapreminu tumora, procent povecanja 

zapremine tumora od pocetka terapije, opterecenje tumorom, vreme udvostrucavanja zapremine 

tumora i vreme odlozenog raвta ksenografta humanog karcinoma kolona НТ-29 u golih miseva. 

о/о poveeanja Tumorsko 
Zapremlna tumora (mm~ 

od dana О optereeenje 

Teraplja Pocetna Zavr§na (mg/g ТТ) 

Eksperiment 2 

Kontrola 25.6 ± 4.5 52З ± 70 204З± 228 19.8 ± З.5 

RС-З440 1 24.7 ± 4.5 277 ± 87. 1121 ± 126. 11.9 ± З.2· 

BomЬezin2 22.5 ± 5.1 З57 ± 85 1764 ± 300 16.9 ± 5.8 

Eksperiment З 

Kontrola 19.8 ± 4 494±88 2З86±408 17.2 ± З. 1 

RC-1603 18.7±З 291 ± sз· 1717±21З 9.9±3 

RС·ЗО951 18.З±З 272±57. 1276 ±24з· 8.9±З.2 

Eksperiment 4 

Kontrola 34.9 ± 6.1 491 ± 97 1296 ± 91 19.4 ± З.З 

RC-1603 2З. 1 ± 5.0 165± 58 557 ± 168 •• 4.9 ± 1.6· 

RC-30954 30.9±5.8 277 ± 71 765± 151. 20.З ± 6.9 

1 RС-ЗО95 i RC-3440 primenjeni su s.c. injekcijama u dozi od 10 f19, dva puta dnevno. 

2вomЬezin је primenjen u oЫiku s.c. injekcija, dva puta dnevno, u dozi od 5 f19 · 

ЗRС-160 mikrogranule oslobat1ale stJ 50 f19 dnevno, u toku 14 dana. 

4RС-ЗО95 primenjen је jednom dnevno, s.c., u dozi od 20 f19 · 

Vreme 
Vreme 

udvostrutavanja 
odlo:fenog 

rasta 

(danl) (dani) 

6.5 ± 0.4 

9.5± о.5· 7.5 

8.1 ± 0.6 3.0 

7.0 ± 0.5 -
9.0 ± 0.5 6.5 

11.0 ± 0.6· 7.5 

7.7±0.6 -
N.D. 12.2 

1З. 8 ± 2.0 4.2 

N.D. s obzirom da su З zivotinje bile sa tumorima koji su regredirali u rastu, vreme udvostrutavanja nije Ьilo moguce odrediti. 

•р<0.05; ••р<0.01 vs . kontrola, Duncan-ov test. 

Histoloski НТ-29 tumori Ьili su srednje diferentovani adenokarcinomi, sa velikim, cilindricnim 

celijama, smestenim u grupama ili iregularnim zlezdama sa viseslojnim epitelom. Mnogobrojne 

celije sadrzave su mucin а veca ili manja nekroticna polja vidala su se u sredini tumorskog tkiva. 

Nije Ьilo znacajnije razlike u histoloskoj gradi tumora posle razlicitih terapija u poredenju sa 

kontrolnim tumorima. 

Koncentracija gastrina u serumu miseva u eksperimentu 2, posle terapije sa RC-3440, Ьila је 

niza u poredenju sa kontrolom (67.8 ± 11 pg/ml u grupi na RC-3440 vs. 97 ± 15 pg/ml џ kontrolnoj 

grupi; р<0.05). Samo је terapija ЬomЬezinom znacajno povecala koncentraciju hormona rasta u 

serumu miseva. 
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Vrlo nisko (manje od 1% ukupno vezanog liganda) vezivanje obelezenog ЬomЬezina 

pokazano је samo na membranama tumora iz kontrolne grupe zivotinja (ne i na membranama 

tumora tretiranih ЬomЬezinskim antagonistom). lpak, ovo vezivanje је Ьilo 78% specificno ра је 

analiza podataka ukazala na jednu vrstu receptora velikog afiniteta (Kd = 0.07 nM) i vrlo niskog 

kapaciteta (Bmax oko 2 fmoVmg proteina). Rezultati EGF receptorskih analiza na membranama 

НТ-29 tumorskih celija posl'~ razlicitih terapija prikazani su na TaЬeli З1. U ranijim, preliminarnim 

eksperimentima pokazano јЕЈ prisustvo EGF receptora na intaktnim НТ-29 eelijama u kulturi. Posle 

ksenograftiranja eelija u golim mi~evima, broj receptora za EGF povecao se skoro 20 puta (od 15 

na З20 fmol/mg proteina). Terapija sa ЬomЬezinskim antagonistom RС-ЗО95, u eksperimentu 1 ,З i 

4, visoko znacajno је redukovala maksimalni kapacitet receptora za EGF na membranama НТ-29 

tumora. lsto tako, drugi ЬomЬezinski antagonist RС-З440, primenjen u eksperimentu 2, znacajno је 

snizio Bmax EGF receptora. Slicno tome, i terapija ЬomЬezinom imala је za posledicu smanjenje 

broja receptora za EGF na membranama eelija НТ-29 tumora. 

ТаЬеlа З1 . Karakteristike EGF receptora na membranama celija НТ-29 humanog karcinoma 

kolona transplantiranog golim misevima posle terapije sa razlicitim peptidnim analozima. Srednje 

vrednosti ± SE. 

EGF 

Terapija Kd (nM) Bmax (fmol!mg proteina) 

Eksperiment 1 
Kontrola 2.1 ± 1.2 З20 ± 69 
D-Trp6-LH-RH 4.2 ±2 120 ± 64 
RC-160 з.з ± 1.4 94±20 
RС-ЗО95 1.З ± 0.7 26 ± 10* 
Eksperiment 2 
Kontrola 1.7 ± 0.4 660 ± 176 
RС-З440 О . З ± 0.2 55 ± 19* 
BomЬezin 0.4 ± 0.2 87 ± 25* 
Eksperiment З 
Kontrola 0.7 ± 0.2 195 ± 14 
RC-160 1.4 ± 0.2 52 ± 5* 
RС-ЗО95 1.4 ± 0.4 З5 ±З* 
Eksperiment 4 
Kontrola 1.2 ± о.з 260 ±40 
RC-160 2.2 ± 0.02 97 ± 2** 
RС-ЗО95 4.4 ± 0.4 101±28** . 

·P<o.os; ··р<0.01 vs.kontrola, Duncan-ov test. 
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INTRASPLENICNA INJEKCIJA НТ-29 CELIJA U GOLIH MISEVA 

Posebna ser jja eksperjmenata је uradena tako sto su eeljje НТ-29 tumora jmplantjrane u 

slezjnu goljh mjseva а zatjm su zjvotjnje lecene ЬomЬezjnskjm antagonjstom RC-3095. Najme, 

anestetjsanjm goljm mjsevjпщ posle subkostalne jncjzjje levo ј otvaranja aЬdomena, jedan mil jon 

zjvjh НТ-29 celjja, u zapremjnj od 50 J-LI, jnjcjran је u slezjnu zjvotjnja. Posle zatvaranja perjtoneuma 

ј koze, zjvotjnje su randomjzovane u dve grupe od ро 6. Jedna grupa mjseva, kontrolna, prjmala је 

samo rastvarac (0.1% DMSO u fjzjoloskom rastvoru), dok је druga grupa dobljala ЬomЬezjnskj 

antagonjst RC-3095, s.c. u dozj od 1 О J-LQ, dva puta dnevno. Terapjja је zapoceta З dana posle 

hjrurgjje ј trajala је 45 dana. Na kraju perjoda terapjje zjvotjnje su zrtvovane, а slezjna ј jetra 

jzvadene ј jzmerene. 

Tumor kojj lokalno raste u slezjnj, naden је u svjh zjvotjnja posle perjoda od 45 dana. 

Metastatskj rast tumora u jetrj jdentjfjkovan је kod svjh zjvotjnja jzuzev u jednoj koja је dobljala RC- . ' 

3095. Broj metastatskjh cvorjca u jetrj u kontrolnoj grupj zjvotjnja Ьiо је 9.1 ± 1.1, dok је u grupj 

zjvotjnja koja је lecena sa RC-3095 taj broj jznosjo 3.6 ± 0.8 (р<0 . 01 ). lsto tako, terapjja 

bomЬezjnskjm antagonjstom RC-3095 znacajno је redukovala tezjne jetre ј slezjne zjvotjnja u 

poredenju sa kontrolnom grupom (ТаЬеlа 32). 

ТаЬеlа 32. Efekt terapjje ЬomЬezjnskjm antagonjstom RC-3095 (1 О J-LQ, dva puta dnevno, 

s.c.) na tezjne jetre ј slezjne, kao ј broj metastaza u jetrj golih mjseva posle jntrasplenjcne jnjekcjje 

нт -29 celjja. 

Kontrola RC-3095 р1 

Jetra (mg) 1948 ±207 1475 ± 69 0.05 

Slezjna (mg) 456.8 ± 74 273.7 ± 93 0.05 

Br. meta. u jetrj 9.1 ± 1.1 3.6 ± 0.8 0.01 

1 Zna~ajnost testirana Duncan-ovim testom multiplih rangovц. Terapija је zapOCeta З dana posle hirurgije i trajala је 45 dana. 
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DISKUSIJA 

TIPOVI SINTETISANIH ANTAGONISTA BOMBEZINSКIH RECEPTORA 

U ovoj studiji prikazaпa је struktura i Ьioloska aktivпost preko 50 razlicitih peptida, 

aпtagoпista ЬоmЬеziпа ili GRP-a. Medu ovim aпtagoпistima, mogu se razlikovati пekoliko razlicitih 

tipova јеdiпјепја: 

1 . Peptjdj sa 14 amjпokjseljпa (Т аЬеlа 5) 

2. Aпtagoпjstj sa jzmoпom strukture па pozjcjjj 7 ЬоmЬеzјпа (Т аЬеlа 7) 

З. Aпtagoпjstj sa D-Trp ј D-Tpj па N-teгmjпalu molekule (ТаЬеlа 8) 

4. Aпtagoпjstj sa D-Trp ј D-Tpj па C-termjпalu molekule (ТаЬеlа 1 О) 

5. Aпtagoпjstj Ьеz mеtјопјпа па pozjcjjj 14 ј aпtagoпjstj cjkljcпe strukture (ТаЬеlа 11 ). 

Prvu grupu aпtagoпjsta predstavljaju jedinjenja sa 14 aminokiselina u lancu, tj. peptjdj sa 

maпjjm jzmeпama strukture molekule ЬоmЬеzјпа Ш dela molekule GRP-a (GRP 14-27), kojj је u 

stvaгj odgovoraп za Ьioloska. dejstva GRP-a. 

Ovu grupu сјпе analozj оzпасепј kao RC-3003, RC-3005 ј RC-3009. Оsпоvпа поvјпа u 

пjjhovoj struktuгj је pгjsustvo Leu па pozjcjjj 14 molekule ЬоmЬеzјпа, оdпоsпо pozjcjjj 27 molekule 

GRP-a. lpak, ova promena, kao ј пеkе dodatne jzmeпe u struktuгj, Ьile su nedovoljпe da projzvedu 

aпtagoпjste znacajпjje Ьioloske aktjvпostj. Опј su nesto aktjvпjjj od pгvjh aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа, 

analoga supstaпcjje Р (26, 36, 47, 48, 49). Ро aktjvпostj, ovj analozj su sljcпj гапјје opjsaпjm 

aпtagoпjstjma sa struktuгпjm jzmeпama па pozjcjjj 12 u molekulj ЬоmЬеzјпа (51 , 52) . BomЬezjпskj 

aпtagoпjstj dugjh poljpeptjdпjh lanaca jmaju dodatпj пedostatak. Sa sjguгnoscu se moze predvjdetj 

пjjhov veoma kratak poluzivot posle ргјmепе in vivo, zЬog toga sto ovakva jediпjenja imaju veljki 

Ьгој mesta pogodпih za cepanje lапса. Nasi rezultati su samo potvrdili rezultate drugjh autora, da 

sпaiпije aпtagoпiste ЬоmЬеziпа treba traiiti u peptidima kracih lапаса (ТаЬеlа 5) . 

Napori za siпtezu alttvпijih antagoпjsta proizveli su posebпu seriju analoga ЬоmЬеziпа kod 

koji је оsпоvпа ргоmепа u strukturi uciпjena па poziciji 7 aminokiselinskog lanca. Pozicija Ьгој 7 

u strukturi ЬоmЬеziпа, kao potencijalпo mesto za izmene strukture u cilju dobljanja sto aktivпijih 

antagoпista, raпije пiје Ьila detaljпije istraiivaпa. U literaturi је opisaпo samo јеdпо јеdiпјепје u 

kojem је Phe Ьiо па pozicijama 6 i 7 i to kod Leu14 pseudoпoпapeptida (54). Ovaj antagoпist 
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pokazjvao је afjnjtet od oko 150 nM, ра su autorj zakljucjlj da promene amjno kjseljna na pozjcjjj 7 

ne dovode do sjnteze sna.Znjjjh antagonjsta. U nasjm jedjnjenjjma pokusano је sa umetanjem Hjs, 

Glu ј Ора, kako u molekulj bomЬezjna (7-13 ј 7-12), tako ј ЬomЬezjna(6-14, 6-13 ј 6-12)(Tabela 

7) . Aktjvnost nastaljh analoga је, jpak, samo potvrdjla da pozjcjja 7 predstavlja "sjromasno" mesto 

na kojem Ьi strukturne jzmene molekule ЬomЬezjna projzvele antagonjste znacajnjje aktjvnostj 

(ТаЬеlа 7 ј Slika 9) . 

Ranjje је spomenuto, cia је uvoaenje redukovane, "pseudo", peptjdne veze, posebno jzmeau 

pozjcjja 13 i 14, prvi put dalo analoge koji su Ьili aktivni u пaпomolarnim koпceпtracijama (53). 

Analog (Leu 14\џ13-14)-Ьombнziп pokazao је, u razlicitim jspitivaпjima in vitro, vrednosti IC50 od 30-

60 nM (53) . lsto tako, Соу i 1;aradпjcj su 1988. god. pokazalj da је moguce ukloпjtj 5 amjnokjseljпa 

na N-termjпalu molekule tetradekapeptjda, а da se aktjvnost analoga drastjcno ne jzgubl, tj. da se 

zadrzj na IC50 od oko 300 nM (54) . Meautjm, veoma zпасајпоm se pokazala pozjcjja 6 u ovako 

nastaljm попарерtјdпјm aпalozjma. Najme, prjsutvo aromatjcпjh amjпokjseljпa па pozjcjjj 6, kao na 

prjmer Phe ј to роsеЬпо u D formj, projzvelo је aпtagoпjste afjпjteta maпjeg od 1 О пМ (54, 63) . Ova 

saznaпja jskorjsceпa su u пasjm pokusajjma da se daljjm promeпama strukture pseudoпonapeptjda 

ројаса aпtagoпisticka akt ivпost . U te svrhe siпtetjsaпe su dve veljke grupe ЬomЬeziпskjh 

aпtagoпjsta. Jedпu grupu сiпе aпalozi kod kojih su dve hidrofobпe amiпokjseliпe , Trp i пjegov 

aпalog Трј, uvedeпe па poziciju 6 N-termiпala molekule pseudoпoпapeptjda. Drugu grupu aпaloga 

predstavljaju aпalozi kod kojjh se Trp i Трј пalaze па pozjcjjj 14 tj . па C-termjпalu 

pseudoпonapeptjdпog lапса. 

Antagonisti sa D-Trp i D-Tpi na N-terminalu 

U aпtagoпjstima D -Trpб ili D-Tpj6 tjpa, Met па pozjcjji 14, kojj veoma lako podleze oksjdacjjj, 

zamenjeп је jlj sa Leu jli sa Phe, dok su па pozjcjjj 6 N-termjпala uvedene spomenute hjdrofobпe 

amjпokjseliпe, Trp ј njegov clerjvat Трј. Naravпo , izmeau 13 ј 14-te pozjcjje пalazjla se redukovana, 

pseudo peptjdna veza. Rапјје је орјsапо (54) da analozj D-Phe6,Leu13\I'(CH2NH)Leu14-BN ј D­

PheБ,Leu1З\I'(CH2NH)Phe14_BN pokazuju sпa.Zпu aпtagoпjstjcku aktjvnost ј vredпostj IC50 u 

receptorskjm studjjama od 5 ј З пМ. U пasjm jspjtjvaпjjma, ovj aпalozj, D-Phe6,Leu13\l' 

(CH2NH)Phe 14-BN (RC-311 О) ј D-Phe6,Leu1 3\I'(CH2NH)Leu14-BN (RC-31 ОО) , ропоvо su pokazal j 

veljkj afjпjtet za ЬomЬezjnske receptore па Swjss ЗТЗ fjbroЬiastjma i Н-345 celjjama SCLC. 

Ako se па pozjcjju 6 uvedu D-forme Trp i Tpi, пastalj aпtagoпjstj su uglavпom zadrzavali 

sпa.Zan afiпjtet za ЬomЬezjпske receptore. Uvoaeпje D-Tpj па pozjcjju 6 u Leu13\Џ(CH2NH)Leu14-
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BN-a, kao sto је to ucinjeno kod RC-3095, dalo је sna.Zniji antagonist od substitucije sa D-Trp na 

istoj poziciji (RC-3125) . Analog RC-3095 pokazao је konstantnu antagonisticku aktivnost na nivou 

IC50 oko 1 О nM u svim ispitivanim sistemima. Uvodenje D-Tpi na poziciju 6 kod analoga sa Phe na 

poziciji 14 (RC-31 05), dovelo је do znacajnijeg gubltka afiniteta. Veoma sna.Znu aktivnost pokazivao 

је i analog RC-3420 u kojem је D-Trp Ьiо na poziciji 6 u Leu 13Ч'(CH2NH)Phe14-BN-a. 1 pored svega, 

analog RC-3095 је izabraп kao antagonist za eventualna dalja ispitivanja, ne samo zbog 

svoje aktivnosti, vee i zbog jednostavnosti sintetskog postupka kao i visokog stepena 

cistoce supstancije posle analiticke tecne hromatografije. Prisustvo D-Tpi u analogu RC-

3095, doprinosi vecoj hidrofobnosti jedinjenja, sto verovatno ima za posledicu bolju 

penetraciju kroz Ьioloske barijere kao i povisenu otpornost na proteoliticke enzime. 

Antagonisti sa D-Trp i D-Tpi па C-terminalu 

lspitivanja sa prethodnom grupom ЬomЬezinskih antagonista, ukazivala su da је prisustvo 

aromaticnog Ьocnog lanca na poziciji 6 psudononapeptida od izuzetnog znacaja za Ьiolosku 

aktivnost. Prisustvo D-Phe na poziciji 6 (kod analoga opisanih od strane Соу-а i saradnika, 54), kao 

i prisustvo D-Trp i D-Tpi (kod nasih antagonista), dalo је veoma aktivne antagoniste ЬomЬezjnskih 

receptora. Na bazi ovih sazпanja, pokusano је da se hidrofobne aminokiseline Trp i Tpi uvedu na 

C-terminal psudononapepti<ja. Nastala jedinjenja (Т аЬеlа 1 О) zadrzala su sna.Zan afinitet za 

ЬomЬezinske receptore na Swiss 3Т3 eelijama ј sna.Zno su inhiblrala stimulantnj efekt GRP(14-27) 

na rast jstih celija. Antagonisti sa Трј na C-terminalu, pokazali su se aktivniji od analoga sa Trp. 

Kako је Tpi sekundarnj amin, redukovana peptjdna veza se nije mogla formirati jednostavnom 

reakcijom alkilacije. Prema tome, za razliku od "klasicne" redukovane peptidne veze (CH2NH), Tpi 

analozi sadzavali su novi tip redukovane peptidne veze, CH2N. Modifikacija peptidnih veza dovodi 

do konformacijskih promena polipeptidnih lanaca i, kako је vec nekoliko puta pokazano, do 

interesantnih promena u Ьioloskim osoЬinama nastalih jedinjenja (64). Na Slici 35 prikazana је 

razlika u strukturi pseudo peptidne veze sa Т rp i Т рј na pozicjji 14. Kod Т рР 4 analoga, azot sa а 

amino grupe Tpi postaje deo sestoclanog prstena utopljenog u indolski prsten (Siika 35). Sve OVO 

uslovljava mnogo rigidniju strukturu C-termjnala poljpeptjda, jos vecu hidrofobnost jedinjenja, а 

samim tim Ьolju penetraciju kroz Ьioloske membrane ј verovatno duzi polu-zivot u plazmi. U grupi 

analoga sa Tpi redukovanom peptidnom vezom, kao kandidat za buduca in vivo ispjtjvanja, jzabran 

је D-Tpi6,Leu1ЗЧ'(CH2N)TpP 4-BN (RC-3440). 
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Slika 35. Struktura C-terminala Trp14 i ТрР 4 pseudononapeptida. "Кiasicni" tip redukovane 

peptidne veze prikazan је na levoj polovini slike, а novi tip CH2N peptidne veze na desnoj. 

Dezmetionin (ОМе) analozi bombezina 

Uklanjanje metionina u karЬoksilnom delu molekule ЬomЬezina ne utice znacajnije na 

Ьiolosku aktivnost. Sta vise, uz dodatne strukturne izmene, sintetisani su i antagonisti sa veoma 

snaZnim afinitetom za ЬomЬezinske receptore (56, 57) . U nasoj seriji ОМе ЬomЬezinskih analoga 

(ТаЬеlа 11), samo је jedno jedinjenje RC-4125, strukture D-Trp6,Trp12-BN(6-12)propil amid, 

pokazalo znacajniji afinitet za ЬomЬezinske receptore na Swiss 3Т3 eelijama (IC50 = 18 nM). 

Podgupu sasvim novih ЬomЬezinskih antagonista, predstavljaju tri analoga sa ciklicnom 

strukturom C-terminala: analozi RC-3950, RC-3955 i RC-398511 (Т аЬеlа 11). Ovi analozi su 

i nhiЬisali 50% specificnog vezivanja oЬele~enog Tyr4-ЬomЬezina za receptore na Swiss 3Т3 

celijama u koncentarcijama ni~im od 1 nM. Ovo su, verovatno, predstavnici buducih, najsnCiZnijih 

antagonista ЬomЬezina. LJ ovom radu oni nisu dalje razmatrani niti ispitivani, kao ni ОМе 

antagonisti, prvenstveno zЬog toga sto proces njihove patentne zastite nije Ьiо zavrsen . · 
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METODOLOSКI ASPEKTIISPITIVANJA ANTAGONISTA BOMBEZINA 

U vreme kada su zapoceta паsа jspitjvaпja, eksperjmeпtalпe procedure za proceпu 

aktjvпostj aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа su Ьile оgrапјсепе. Najme, јеdјпа laЬoratorjja koja se bavjla 

sjпtezom ЬomЬezjпskjh aпaloga, za пjjhovu evaluacjju је rutjпskj upoterЬijavala receptorske studjje 

sa Swjss 3Т3 celjjama u kulturj ј jпhjblcjju oslobadaпja amilaze jz acjпusa paпkreasa pacova ili 

zamorca, alj u statjckjm uslovjma (48, 52, 53, 54, 56, 57). Receptorske studjje sa oЬelezeпjm 

ЬоmЬеzјпоm јЈј GRP-om korisceпjem jпtaktпjh Swjss 3Т3 celija, ргvј su opjsali Zachary ј Rozeпgurt 

(25). lz jste laЬoratorjje је kasпjje орјsапа metoda odredjvaпja ЬomЬezjпskjh receptora па 

membraпama Swjss 3Т3 celjja (65). Medutjm, procedura homogeпjzacjje celjjskjh membraпa је 

komplikovaпa ј zahteva odredeпe uslove (prjsustvo јопа magпezjjuma ј sl.), ра smo se za rutjпsku 

evaluacjju aпaloga ЬоmЬеzјпа korjstili metodom opjsaпom za jпtaktпe celjje (uz пеzпаtпе 

modjfjkacjje). Swjss 3Т3 celjje su maljgпj fjbroЬiastj mjsa ј, za sada, to su celjje sa пajvecom 

gustjпom ЬomЬezjпskjh receptora. U пasjm uslovjma, broj receptora ро celjjj jzпosjo је oko 50 000, 

s tjm da su u Jjteraturj podacj razlicjtj (ј do 1 ОО 000 receptora ро eeljjj). Ovako veljkj broj receptora је 

svakako ј razlog zasto se S\vjss 3Т3 celjje korjste za "screeпjпg" ЬomЬezjпskjh aпaloga а пе, kako 

Ьi se ocekjvalo, celjje mjkrocelularпog karcjпoma pluca ј sl. U пasjm eksperjmeпtjma jspjtjvalj smo 

пekoljko ЬomЬezjпskjh aпtagoпjsta u receptorskjm aпaljzama sa Н-345 celjjskom Јјпјјоm humaпog 

SCLC-a. Eksperjmeпtj su pokazalj da је broj receptora ро svakoj celjjj oko 2 000 (пesto preko 35 

fmol/mg protejпa sto је u skladu sa пalazom Moody-a ј saradпjka, 66). Tako mala gustjпa 

Ьombezjпskjh receptora па Н-345 celjjama zahtevala је velikj broj celjja, oko 2 milioпa, za svaku 

tacku saturacjoпe јЈј jпhjbltorпe krjve u eksperjmeпtu, sto је povecavalo ukupпu zapremjпu u kojoj 

se odvjjala reakcjja vezjvaпja ј povecavalo troskove. Н-345 eeljje rastu relatjvпo sporo, u suspeпzjjj 

ј stvaraju grupe (grudvjce) koje se moraju rasprsjtj pre eksperjmeпta, sto smaпjuje broj zjvjh celjja. 

Za svoj rast celjje zahtevaju роsеЬпе uslove l1raпljjve podloge, prjsustvo razljcjtjh faktora rasta: 

jпsuljпa, seleпa, estrogeпa ј dr., tzv. HITES hraпljjva podloga (32, 34). Prjsustvo svjh ovjh faktora 

rasta uslovljava пjshodпu regulacjju receptora za ЬomЬezjпfGRP, sto паmесе potrebu da se dап Ш 

dva pre eksperjmeпta, kojjrп se tra:Zi prjsustvo receptora za ЬоmЬеzјп, celije prebace u rastvor bez 

faktora rasta ј Ьеz seruma. Navedeпe сјпјепјсе dovoljпe su da se shvatj zbog cega је jzuzetпo 

kompljkovaпo ј skupo jspjtjvatj aпtagoпjste ЬоmЬеzјпа korjsceпjem eeljjskjh Јјпјја humaпog SCLC, 

jako Ьi podacj doЬijeпi па taj пасјп Ьilj vredпijj od опјh koji se doblju korjsceпjem Swjss 3Т3 

fjbroЬiasta. 
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Procena aktjvnostj antagonjsta ЬomЬezjna receptorskjm analjzama vгsj se na osnovu 

rezultata ekspeгjmenata ро tjpu kompetjcjje, tj . jzгacunavanjem vrednostj IC50. IC50 predstavlja 

koncetracjju antagon jste koja za 50% jnhjЬise specjfjcno vezjvanje oЬelezenog ЬomЬezjna za 

ЬomЬezjnske receptore. Sto је antagonjst aktivnjjj on u njzoj koncentracjjj uzrokuje 50%-nu 

j nhjЬicjju vezjvanja oЬelezenog ЬomЬezjna. 

Antagonjste ЬomЬezjna ј GRP-a moguce је jspjtati i u ekspeгjmentjma u kojjma se merj 

inhjblcjja nekog stjmulantnog efekta ЬomЬezjna. U nasjm ekspeгjmentjma koгjstili smo sposobnost 

GRP(14-27) da stjmuljse rast Swjss 3Т3 eeljja in vitro, merenu jnkorporacjjom oЬelezenog tjmidjna 

u DNK ovjh celjja. 1 u ovom slucaju pokazalo se da ekspeгjmenti sa celjjskjm ljnjjama humanjh 

mjkгocelularnog karcinoma pluca njsu pogodnj za jspjtivanje veeeg Ьгоја antagonista Ьombezjna. 

Najme, pokazalo se da ЬomЬezjn ne stjmulise rast Н-345 celjja u standardnjm uslovima u kojjma 

ove celjje rastu. Nasj eksperjmentj su, sta vjse, pokazalj da dodavanje GRP(14-27) Н-345 celjjama 

u HITES medjjumu jnhjЬise njjhov rast (mereno brojem celjja)! Efekt GRP(14-27) Ьiо је sljcan 

efektu RC-3095 antagonjste ЬomЬezjnskjh receptora. Moguce је da u osnovj ovog dejstva lezi 

njshodna regulacjja receptora za ЬomЬezin/GRP, koju podjednako mogu uzrokovatj ј agonjstj ј 

antagonjstj_ Stjmulacjju rasta Н-345 celjja ЬomЬezjnom/GRP-om uspelj smo da ostvarjmo tek kada 

su celjje rasle u polu-cvrstjm medjjjma. Naime, analjza formjгanja kolonjja ("colony formjng assay"), 

u kojem su celjje rasle u plocama sa agarozom, pokazala је da је moguce stjmuljsatj rast Н-345 

celjja Ьombezinom . U jstoj analjzj, pokazalj smo da antagonist ЬomЬezjna RC-3095, u koncentracjjj 

od 50 nM, jnjЬise rast kolonjja za 50% . Eksperjment sa formjranjem kolonija је, pre svega, 

dugotrajan postupak, ј nepogodan za rutjnsko jspjtjvanje veceg Ьгоја antagonjsta Ьombezjna. 

Da njje jednostavno stjmuljsatj rast in vitro Ьilo kojjh celjja ЬomЬezjnom ili GRP-om, pokazalj 

su nasj eksperjmentj sa MDA-MB-231 ј MCF-7 Mlll celjjskjm linjjama humanog karcjnoma dojke. 

Stjmulantnj efekt ЬomЬezjna njje Ьiо moguc u prisustvu 5% seruma (FBS). Ovaj nalaz је podudaran 

sa podacjma doЬijenjm na Т470 ј ZR-75-1 celijskjm ljnjjama humanog kaгcjnoma dojke (68) . 

Razlozj za nemogucnost ЬomЬezjna da stjmuljse rast celjja u prjsustvu seruma mogu Ьitj vjsestrukj_ 

Prvo, moguce је da razljcite peptjdaze veoma brzo razla2u molekule ЬomЬezjna (34, 68, 69). 

Faktori rasta iz seruma mogu interfeгjrati sa receptoгjma za ЬomЬezjn (34). lsto tako је moguce, da 

su celije vec maksjmalno stjmulisane faktorjma rasta (ukljucujucj ј ЬomЬezjn) prjsutnjm u serumu 

(67). Medutjm, ako se jz FBS-a prethodno uklone ili jnaktjvjsu faktorj rasta (aktjvnjm ugljem jli 

pasterjzacjjom), moguce је doЬiti stjmulantnj efekt ЬomЬezjna prema MDA-MB-231 ј MCF-7 Mlll 

celjjama u kulturj (Sijke ?). Giacchetti ј saradnici (29) nisu moglj da poka2u stjmulantnj efekt GRP-a 

prema MDA-MB-231 celjjama cak пј u rastvoru Ьеz seruma. Razljke medu podacjma u ljteratuгj 

88 



(29, 34, 68, 69) se mozda rтюgu objasпjtj сјпјепјсоm da su korjsceпj razljcjtj kloпovj celjjskjh Јјпјја 

kao ј da su celjje odrzavaпe u razljcitjm hraпljjvjm podlogama. 

Vec је rапјје spomenuto da је jedan od staпdardпjh metoda za jzucavanje aпtagonjsta 

ЬоmЬеzјпа eksperjmeпt sa djspergovaпjm acjпusjma paпkreasa pacova ili zamorca u statjckjm 

uslovjma (38, 48, 53, 56). Kod ovakvjh eksperjrneпata, acjпusj pankreasa se пalaze u sudovjma 

tjpa Petrjjevjh solja, пјјmа so dodaje ЬоmЬеzјп, sam ili sa aпtagoпjstom, ј pjpetom se uzjma deo 

rastvora u kojem se odreduje aktjvпost amjlaze. 

U пasim eksperimentima opisali smo novi metod sa perfundovanim acinusima 

pankreasa pacova (metod superfuzije). Metod superfuzjje tkiva jlj eelija је огјgјпаlпо орјsап za 

hjpofjzu (70, 71 ). U пasim uslovjma, pokazalo se da su perfuпdovaпj aciпusj paпkreasa pogodпi da 

se па пјјmа jspjtuju aпtagoпjstj ЬоmЬеzјпа. Kratak perjod jпkubacjje (60-120 miпuta) је potrebaп da 

se bazalпj пјvо oslobadaпja amilaze jz acjпusa ustalj. U odпosu па statjcki metod, za metod 

superfuzjje пjsu пеорhоdпј skupi materjjalj koje zahteva rad sa kulturom tkiva ili eeljja. Veljka 

predпost superfuzjje jeste i to sto se, u uslovjma stalпog protoka medijuma u kojem se acjпusj 

пalaze, пе akumuljsu produktj metaЬolizma eeljja, sto moze bitj veoma v8Zпo za tkjva sa vjsokom 

aktjvпoscu eпzjma kakav је egzokrjпj paпkreas. Acjпusj se mogu stjmuljsatj ЬоmЬеzјпоm пekoljko 

puta ј razljcjtj aпtagoпjstj testjratj па jstom preparatu, dovodecj do mпogo koпzjsteпtпjjjh rezultata. 

Za razljku od hjpofjze, пјvо bazalпog oslobadaпja eпzjma jz acjпusa је relatjvпo vjsok, sto 

omogucava testjraпje efekta aпtagoпjsta ЬоmЬеzјпа па samo bazalпo oslobadaпje amilaze. Т о је 

jos јеdпа predпost u odпosu па eksperjmeпte sa statjckjm uslovjma. Aпtagoпjstj ЬоmЬеzјпа koje 

smo ispjtjvalj, пjsu stjmuljsalj oslobadaпje amilaze jz preparata, sto ukazuje da пjsu jmalj 

agoпjstjcku aktjvпost. lsto tako, ovj aпalozj su, u koпceпtracjjj od 1 ОО п М, svi iпhjblsali bazalпu 

sekrecjju amjlaze. Efekt је Ьiо brz ј reverzibllaп, sugerjsucj da оп пјје posledjca jпhjblcjjje sjпteze 

eпzjma, јег za to је пеорhоdпо da prode bar пekoljko sati. 

Eksperjmeпtj sa perfuпdovaпjm acjпusjma paпkreasa ukazalj su па fепоmеп deseпzjtjzacjje 

odgovora acjпusa па poпavljaпu stjmulacjju GRP(14-27)-om. Ovaj fепоmеп uосеп је ј гапјје 

korjsceпjem acjпusa paпkreasa zamorca (72). Paпdol ј saradпjcj (72), kojj su detaljпije jspjtivalj 

fепоmеп deseпzjtjzacjje, zakljucjlj su da је оп rezultat kruzeпja receptora za ЬоmЬеzјп jzmedu 

aktjvпog ј пeaktjvпog staпja, tj . verovatпe posledjce jпterпaljzacjje kompleksa Ьombezjп-receptor. U 

пasjm eksperimeпtjma, deнeпzjtjzacjja пјје Ьila posledjca jspraZпjeпostj celija eпzimom, Ьila је 

vremeпskj zavjsпa ј reverzjbllпa, sto је u skladu sa пalazjma Paпdola ј saradпjka па acjпusjma 

zamorca. 
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Nasi eksperimenti, u kojima smo ispitivali endokrine efekte antagonista ЬomЬezjna kod 

pacova, pokazalj su da је moguce testiratj analoge ЬomЬezjna in vivo eksperjmentima, alj ovj 

eksperjmentj jmaju ogranjcenja (skupi su) za rutinsko testiranje veceg broja analoga. lpak, podacj 

koje smo doblli jspjtujucj endokrine efekte antagonista ЬomЬezjna zasluzuju komentar. 

ENDOKRINI EFEKTI ANT AGONIST А BOMBEZINA KOD PACOV А 

Pokazalj smo da antagonistj ЬomЬezina, RC-3095, RC-3420 ј RC-3125 znacajno ј dozno­

zavjsno, inhiblsu stimulaciju sekrecjje gastrjna uzrokovanu GRP(14-27) . Antagonist RC-31 05 

pokazao se mnogo manje aktivan, sto је u korelacjjj sa njegovjm njzim afjnjtetom u receptorskjm 

studijama. Autoradiografskjrn i radjoreceptorskjm studjjama, receptorj za GRP pokazanj su na 

gastrjnskim eelijama mukoze antruma zeluca (16). Pokazano је da su efekti ЬomЬezjna i GRP-a 

posledjca djrektnog dejstva na gastrinske celije (15, 73). Prema tome, razljke u inhibltornim 

efektjma nasih antagonista prema GRP-u, mogu se pripisati razlikama u afinjtetu prema 

receptorjma za ЬomЬezin na gastrjnskjm eelijama antruma zeluca pacova. 

Nasi eksperimenti su pokazalj da GRP ј antagonjstj ЬomЬezjna ne menjaju njvo insulina u 

serumu gladnjh pacova. Podacj jz literature о tome su kontradiktorni. lntravenska jnjekcjja GRP-a ili 

ЬomЬezjna stimulisala је sekrecjju jnsulina kod coveka, psa i mjsa (74, 75, 76). U nekjm drugjm 

studjjama na coveku, GRP njje znacajnjje promenio njvo jnsulina u serumu (77, 78). lsto tako, 

jzgleda da efekt GRP-a na sekrecjju jnsulina kod pacova zavjsj od toga da li је zjvotinja pre 

eksperjmenta gladovala ili nв (79). 

Posle j_ v. jnjekcjje GRP(14-27) pacovjma, doslo је do znacajnjjeg porasta serumskog 

glukagona tek posle 1 О mjr1. Slican tip odgovora na ЬomЬezin opisan је kod psa (80). Antagonjst 

ЬomЬezina RC-3095 је u potpunosti Ыokirao stjmulacjju sekrecjje glukagona GRP-om. Analog RC-

3125 nije utjcao na efekt GRP-a, jako је u potpunosti (kao i RC-3095) sprecjo porast gastrjna u 

serumu uzrokovan GRP-om. Qvj rezultati ukazuju na moguee razlike izmeou receptora za 

ЬomЬezin kojj se nalaze na G-eelijama zeluca u odnosu na receptore na celijama koje ucestvuju u 

regulacjji sekrecjje glukagoпa. 

GRP(14-27) је, poslo j.v. prjmene kod pacova, povecao koncentracjju glukoze u serumu. 

Ovo dejstvo GRP(14-27) је verovatno posledjca stimulacjje oslobaoanja glukagona. Efekt GRP-a 

na njvo glukoze u serumu је razljcit kod razlicitih zivotinjskih vrsta. Naime, GRP dozno-zavjsno 
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povecava koпceпtraciju glukoze u krvi ovce, ali ima suprotaп efekt kod psa (75). Ova razlika se 

tumaci razlikom u odgovoru jetre na роvесапје sekrecije iпsuliпa i glukagoпa uzrokovaпih GRP-om. 

Potrebne su dodatпe studije da se rasvetli tacna uloga ЬomЬezina/GRP-a u regulaciji glikemije. 

Efekt GRP(14-27) па пivo glukoze u krvi pacova, u popuпosti је Ьiо iпhiЬisan antagoпistom 

ЬоmЬеziпа RC-3095. 

Podaci koje smo doЬili iz пasih eksperimeпata govore da GRP(14-27), posle i.v. primeпe, пе 

mепја koncentraciju hormona rasta u serumu pacova. Meoutim, posle primene u lateralпu komoru 

mozga pacova, GRP(14-27) је uzrokovao dugi (oko 60 miп) pad nivoa GH u serumu. Ovaj ceпtralпi 

efekt GRP(14-27) mogao је u potpuпosti da se Ьlokira prethodпom i.c.v. primeпom aпtagoпista 

ЬоmЬеziпа RC-3095, sto govori u prilog da se ceпtralпi efekt GRP(14-27) odvija posredstvom 

specificпih ЬomЬeziпskih receptora. Paпula i saradnici su pokazali prisustvo receptora za GRP па 

magпocelularnim пeuroпima hipotalamusa (81 ). Nekoliko drugih studija pokazuju da GRP moze, 

bar delom, da iпhiblse oslobaoanje GH stimulacijom sekrecije somatostatina iz hipotalamusa (82, 

83) . 

Efekti aпtagoпiste ЬomЬeziпskih receptora RC-3095 prema stimulativпom delovaпju 

GRP(14-27) na sekreciju ga~;trina kod pacova, detaljnije је analizirana u nasim eksperimentma. RC-

3095 је posle s.c. ili iпtratral1ealne primene, znacajno inhiЬisao efekt GRP(14-27) i kada se davao 

60 miпuta pre GRP(14-27). Meoutim, i.v. primena RC-3095, 30 miп pre GRP(14-27), пiје imala 

iпhibltorпog efekta. Proloпgiraпo delovaпje RC-3095 posle iпtгapulmoпarпe primeпe, u poreoeпju 

sa i.v. primeпom, moze da se objasпi uskladisteпjem, i kasпije sporim oslobaoaпjem RC-3095 iz 

makrofaga pluca ili celija broпhijalпog staЬia. Aпtagoпist RC-3095 se pokazao efikasпim posle 

primeпe razlicitim putevima, s.c., i.v., intratrahealпo, sto ukazuje da је relativпo rezisteпtaп prema 

proteolitickim eпzimima, ронеЬпо u broпhijalпom staЬiu i u potkozпom tkivu. РоsеЬпо moze Ьiti 

iпteresaпtпa mogucпost za primeпu RC-3095 u oЬiiku spreja za inhalaciju. Ovaj put primene Ьiо Ьi 

jedпostavaп za hronicnu primeпu, а istovremeпo Ьi omogucio Ьlizi koпtakt leka sa tumorom kod 

Ьolesпika sa SCLC. 
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ANTITUMORSKO 

RECEPTORA 

DEJSTVO ANT AGONIST А 

EKSPERIMENT ALNI KARCINOMI DOJKE 

BOMBEZINSКIH 

lnhibltorno dejstvo antagoniste bombezina RC-3095 na rasta MCF-7 Mlll 

humanog karcinoma dojke transplantiranog golim misevima 

Eksperimenti u uslovirna in vitro su pokazali da ЬomЬezin stimulise proliferaciju MCF-7 Mlll 

celija, kao i da RC-3095 inhiblse njihov rast. Pokazali smo da se GRP moze naci u ekstraktima ovih 

celija (rezultati nisu prikazani) . Ovi podaci ukazuju da ЬomЬezin moze delovati kao faktor rasta za 

neke estrogen-nezavisne celijske linije humanog karcinoma dojke, kakva је па primer MCF-7 Mlll 

linija. 

Hronjcna terapjja tumora razvjjenjh od MCF-7 Mlll celjja u miseva sa RC-3095, uzrokovala је 

jnhiЬiciju rasta tumora za 58%. Mehanjzam inhiЬitornog dejstva antagoniste ЬomЬezina ostaje 

nejasan, mada se mogu postavjti sledece hjpoteze. 

RC-3095 moze da Ьlokjra trofjcke stjmuluse endogenih ЬomЬezjnu-sljcnih peptjda, dejstvom 

na specjfjcne ЬomЬezjnske receptore. lnhjЬitornj efekt RC-3095 Ьiо је pracen snjzenjem njvoa IGF-1 

u serumu zjvotjnja. Poznato је da IGF-1 jma va:Znu ulogu u proljferacjjj karcjnoma dojke (84, 85, 86, 

87) . Дfjnjtet vezjvanja IGF-1 receptora Ьiо је snjzen posle terapjje sa RC-3095. lnhjblcjja dejstva jlj 

sekrecjje IGF-1 jlj Ьlokada receptora za IGF-1 mogu Ьitj mogucj mehanjzmi jnhjЬitornog dejstva 

antagonjsta ЬomЬezina na rast karcjnoma dojke. lsto tako, snjzenje nivoa IGF-1 u serumu moze Ьitj 

posledica supresjje oslobaёfanja hormona rasta. 

lzuzetna va.lnost koncentracjje EGF receptora za progresjju karcjnoma dojke nedvosmjsleno 

је dokumentovana (84, 88) . U nasem eksperjmentu, terapjja sa RC-3095 је znacajno smanjjla broj 

receptora za EGF na celjjama tumora. Da је smanjenje broja receptora za EGF povezano sa 

jnhjЬicjjom rasta pokazalj su ј drugj jstra.zjvacj (89, 90) . Mehanjzam kojjm RC-3095 dovodj do 

njshodne regulacjje EGF rec:eptora njje jasan ј Ьiсе kasnjje detaljnjje razmatran. 
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lnhibltorno dejstvo RC-3095 па rast estrogen-zavisnog 

nezavisnog МХТ karcinoma dojke misa 
estrogen-

Rast estrogeп-zavjsпog ј estrogeп-пezavjsпog МХТ karcjпoma dojke mjsa Ьiо је zпасапо 

jпhjblsaп terapjjom sa Ьoml:>ezjпskjm aпtagoпjstom RC-3095. ВоmЬеzјп ј GRP пjsu zпасајпјје 

utjcalj па rast ovjh tumora. lпhjblcjja rasta tumorskjh celjja u prjsustvu RC-3095, dovela је do 45-

65% redukcjje zapremjпe tшnora, do 35-58% smапјепја tе~јпе tumora, kao ј statjstjckj zпасајпоg 

smапјепје broja AgNOR-a, kao jпdjkatora proljferatjvпe sposobпostj tumora. Kod estrogeп­

пezavjsпog tumora, jпhjblcjja rasta Ьila је povezaпa sa smaпjeпjem maksjmalпog kapacjteta 

vezjvaпja receptora za EGF od 0.21 ± 0.016 pmol/mg protejпa u koпtrolпjm tumorjma, па 0.03 ± 

0.003 pmol/mg protejпa kod tumora leceпjh RC-3095-om. Nasj rezultati su Ьili, iпасе, prvi dokaz 

da ЬomЬeziпskj aпtagoпisti mogu iпhiblsati rast karcjпoma dojke in vivo. 

Ovarijektomija (аЬiасјја estrogeпa) j\i ргјmепа aпtjestrogeпa moze Ьitj korjsпa terapjja za 

mпoge Ьоlеsпјсе sa estrogeп-zavjsпjm karcjпomom dojke, alj samo 30% tumora dojke regredjra 

posle ргјmепе hormoпske terapjje (86, 87, 91) . Regresjja tumora је пајсеsсе prjvremeпa, ј vесјпа 

hormoпskj-zavjsпjh tumora postaje posle ргјmепе hormoпa rezjsteпtпa па ovu vrstu terapjje (86, 

87, 91 ). Za rast eeljja karciпoma dojke odgovornj su mnogj hormoпj i faktori rasta (91 ). Tumorske 

celjje mogu same stvarati ројеdјпе faktore rasta, kao sto su IGF-1 ili TGF-a. (84-88). Pozпato је 

postoji jпverzan odnos izmeau prisustva receptora za estrogen i receptora za EGF kod humanjh 

karcjnoma dojke (88, 92) . Ekspresija EGF receptora povezaпa је sa losom progпozom i 

rezjsteпcjjom tumora na endokrinu terapjju (88, 93). Tek od nedavno, sve је vjse podataka da 

ЬоmЬеzјп, GRP ј njjma sljcnj peptjdj mogu bltj faktorj rasta normalnog jlj tumorskog tkjva dojke (29, 

94-97). lnhjblcjja delovanja ј\ј sekrecjje svjh ovjh faktora rasta, kao ј Ьlokada njjhovjh receptora . , 

mogucj su novj prjstupj u terapjjj karcjnoma dojke. Ovakve terapjjske mogucnostj se uveljko jspjtuju. 

Hjrursko uklanjanje pljuvacnjh zlezda, kao najveceg jzvora EGF-a, zaustavjlo је rast tumora dojke 

mjsa (98). Antjtela prema receptorjma za EGF (99) ј IGF-1 jnhjblsala su rast celjja humanog 

karcjnoma dojke. U nasjm eksperjmentjma ЬоmЬеzјп i GRP(14-27) пjsu stjmuljsali rast МХТ tumora 

in vivo. Stimulacjju rasta celjja karcinoma dojke пјје Ьilo jedпostavno pokazatj cak пi u uslovjma in 

vitro, ра stoga пе cudj nemogucnost da se to pokaZe in vivo eksperjmeпtom. Moze se ipak 

zakljucjtj da је inhjbltornj efekt antagoпiste ЬomЬeziпskjh receptora RC-3095 prema rastu МХТ 

tumora dojke misa, najverovatпije posledica transmodulacjje receptora za EGF tj. njjhove njshodne 

regulacjje. 
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INHIBITORNO DEJSTVO ANTAGONISTE BOMBEZINA RC-3095 NA RAST 

KARCINOMA PANKREASA HRCAKA UZROKOVANOG HEMIJSКIM 

KARCINOGENOM 

Poznato је da zracenje ј hemjoterapjja jmaju veoma ogranjcenu efjkasnost u terapjjj 

karcjnoma pankreasa. Razljcjta jstraZjvanja pokazala su da razliciti hormonj, posebno 

gastrojntestjnalnog porekla (kao sto su gastrjn, holecjstokjnjn, sekretjn, neurotenzjn, ЬomЬezjn), 

kao ј faktorj rasta mogu stjmuljsati rast karcjnoma pankreasa (za revjjskj prikaz vidi referencu 1 01 ). 

BomЬezjn stjmuljse sekrecjju enzjma pankreasa tako sto oslobaёJa holecjstokjnjn, ali ј 

djrektnjm dejstvom na acjnuse (1 02) . BomЬezjn ubrzava razvoj karcjnoma pankreasa pacova 

jndukovanog azaserjnom (1 03). GRP је stjmulisao rast CAPAN eeljjske ljnjje humanog karcjnoma 

pankreasa dejstvom na specjfjcne receptore (1 04). BomЬezjnskj receptorj pokazanj su ј na AR 42Ј 

celjjama karcjnoma pankreasa pacova (1 05). MeёJutjm, Alexander ј saradnjcj pokazuju da Ьombezjn 

jnhjЬise rast humanog karcjпoma pankreasa transplantjranog goljm mjsevjma (1 06) . 

u nasjm eksperjmentjma sa karcjnomom pankreasa hracaka prouzrokovanom njtrozamjnom, 

RC-3095 је, posle 2 meseca terapjje, jnhjЬirao tezjnu tumoroznjh pankreasa za oko 88%. Pokazalj 

smo ј prjsustvo receptora za ЬomЬezjn veljkog afjniteta na tumorskjm eeljjama. lnhiЬitornj efekt RC-

3095 moze, prema tome, Ьitj posledjca djrektnog delovanja preko specjfjcnjh receptora. Znacaj 

ЬomЬezjnskjh receptora za rast karcjnoma pankreasa moze Ьitj veljkj. Na to ukazuje ј nalaz 

Alexander-a (1 06), da Ьoml>ezjn sam jnhjЬira rast ksenografta humanog karcjnoma pankreasa u 

goljm mjsevjma, kojj se verovatno moze objasnjtj njshodnom ("down") regulacjjom receptora za 

ЬomЬezjn (koju moze projzvestj ј agonjst ј antagonjst). 

Sljcan efekt jnhjЬicjje opjsalj smo ј тј, kada је GRP jnhjЬisao rast Н-345 celjja humanog 

SCLC-a iп vitro. 

Antjtumorskj efekt RC-3095 na ВОР tumor, moze Ьitj posledjca jnhjЬitornog delovanja na 

sekrecjju razljcjtjh gastrojntestjnalnjh hormona jlj endokrjnih, parakrinih i autokrinih faktora rasta. 

Sljcno nalazu kod eksperimнnata sa karcinomom dojke, primena RC-3095 prouzrokovala је snaZnu 

nishodnu regulacjju receptora za EGF na membranama ВОР tumora hrcaka. Uloga EGF-a u 

nastanku karcinoma pankreasa nije u potpunostj jasna. 
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\NH\8\TORNO DEJSTVO ANTAGONISTE BOMBEZINA RC-3095 NA RAST 

РС-82 HUMANOG KARCINOMA PROSTATE TRANSPLANTIRANOG 

GOLIM MISEV\Mд 

Karcinom prostate је jedan od najcescih karcinoma kod muskaraca. lako је karcinom 

prostate hormon-zavisni turrюr, sa povoljnim delovanjem razlicitih vidova hormonske terapije, ipak 

su neophodni novi modaliteti u terapiji ove Ьolesti. РС-82 tumor ima poreklo od Ьolesnika sa 

srednje diferentovanim karcinomom prostate i sastoji se uglavnom od androgen-zavisnih celija 

(1 07, 108, 1 09). РС-82 se smatra veoma korisnim modelom tumora za ispitivanje razlicitih 

terapijskih modaliteta. Opute је poznato da se karcinom prostate izuzetno tesko moze 

transplantirati golim misevima. Prema literaturi, uspeh transplantacije uzoraka humanog karcinoma 

prostate golim misevima iznosi manje od 1 %. U nasem radu smo pokazali da upotreba Matrigel-a, 

ekstrakta bazalne mebrane celija, moze Ьiti veoma korisna u svrhe "primanja" transplantata 

(ksenografta) karcinoma prostate kod golog misa. 

Uloga ЬomЬezina u rastu karcinoma prostate veoma је malo ispitivana. Bologna i saradnici 

(28) pokazali su da ЬomЬezin stimulise rast eelija karcinoma prostate iп vitro. Ovi autori su, sta 

vise, pretpostavili autokrinu ili parakrinu ulogu ЬomЬezina u karcinomu prostate. 

Nasi eksperimenti su Ьili prvi dokaz za inhibltorni efekt antagoniste ЬomЬezina na rast 

humanog karcinoma prostate. RC-3095 је snizio koncentracije GH i IGF-1 u serumu zivotinja, sto 

moze imati za posledicu inhiblciju rasta tumora. Vec ranije opisani efekt RC-3095 na broj receptora 

za EGF, ponovo је viden i u eksperimentu sa РС-82 tumorom. Da EGF ima va.lnu ulogu u razvoju 

karcinoma prostate postoje mnogobrojni dokazi ( 11 О, 111, 112). О direktnom efektu RC-3095 па 

specificne receptore ne moze se govoriti, јег prisustvo ЬomЬezinskih receptor na membranama РС-

82 tumora nismo ispitvali. 
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INHIBITORNO DEJSTVO ANTAGONISTE BOMBEZINA RC-3095 NA RAST 

НТ-29 HUMANOG KARCINOMA KOLONA TRANSPLANTIRANOG GOLIM 

MISEVIMA 

Mada је mor1alitet od karciпoma koloпa u padu, ukupпo 5-godisпje preiivljavaпje ostaje oko 

50% (11 3) . Hiruska ekscizija је efikasпa samo kod Ьolesпika kod kojih је Ьo lest rапо 

dijagпost ikovaпa, ра su potrebпi dalji пapori za razvoj uspesпije terapije, роsеЬпо uzпapredovalih , 

metastatskih oЫika karc iпoma koloпa. 

Visestruki su dokazj koji potvrauju verovaпje da је rast karciпoma koloпa pod hormoпskom 

koпtrolom . Pozпato је da muski pol utice па iпcjdeпcu kolorektalпog karciпoma (114, 115). 

Aпdrogeпj receptori se пalaze па celijama karciпoma koloпa (116), а kastracjja pacova smaпjuje 

гjzik za razvoj karcjпoma koloпa pod utjcajem kагсјпоgепа (117). МпоgоЬrојпј hormoпi 

gastroiпtestiпalпog trakta stimulisu rast kolorektalпog karciпoma: gastrjп, holecjstokiпjп, sekretiп , 

j пsuliп, glukagoп (4, 118, 11 9), а pozпato је da i faktorj rasta, kao sto su IGF-1, EGF i TGF-a., mogu 

da stjmuljsu rast eeljja karcjпoma koloпa (118, 119). 

НТ-29, celjjska liпija adeпokarciпoma koloпa, zadrzala је odreaeпe karakteristjke tumorskih 

celjja od kojih је пastala. Celije jmaju receptore za gastrjп ј gastriп stjmulise пjihov rast (118, 120). 

Gastrjп stjmuljse i rast НТ -29 celija posle пjjhove traпsplaпtacije golom misu ( 120). Се\јје ove lјпјје 

takoae luce faktore rasta IGF-1 ј EGF (121 ). Prema tome, НТ-29 kseпograftj predstavljaju zahvalaп 

model za jspitjvaпje utjcaja razljcjtjh vjdova hormoпske terapije па rast kolorektalпjh tumora. 

U пasim studjjama пasli smo da је posle terapjje sa dva aпtagoпista ЬombezjпafGRP-a, RC-

3095 ј RC-3440, doslo је do 45-60% jпhiblcjje rasta НТ -29 tumora. BomЬeziпskj aпtagoпisti sп jzj\j 

su пivo gastrjпa u krvi mjseva, sto delom moze objasпiti пjjhov aпtjtumorski efekt. lsto tako, 

sпјzепје koпceпtracije IGF-1 u cjrkulacjjj, koju је uzrokovao RC-3095, moze doprjпetj пjegovom 

efektu. Aпtagoпistj ЬоmЬеzјпа mogu delovatj ј djrektпo preko specjfjcпjh receptora па 

membraпama eeljja. Skorasпje studjje pokazale su prjsustvo receptora za ЬomЬezjп/GRP па 

celjjama humaпog karcjпoma koloпa NCI-H716 ј па МС-26 celijama karcjпoma koloпa mjsa (23, 

122). ВоmЬеzјп је stjmu\jsao rast МС-26 celjja, dok је ЬomЬezjпskj aпtagoпjst јпhјЬiгао taj efekt 

(23). Мј smo opjsalj veoma mali broj specjfjcпjh receptorskjh mesta za ЬomЬezjп/GRP па НТ-29 

ce\jjama. U роsеЬпој studijj, сјјј rezultatj пjsu prezeпtjraпi u ovom radu, pokazali smo da se 

specificпi receptorj za Ьombeziп пalaze kod 40% uzoraka humaпog karciпoma koloпa (123). U istoj 

studjji 80% uzoraka humaпog karcjпoma koloпa pokazjvalo је prisustvo receptora za EGF (123) . 
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Terapjja mjseva sa ksenograftima НТ-29 tumora, kako sa RC-3095 tako ј sa RC-3440, dovela је do 

znacajnog snjzenja broja receptorskjh mesta za EGF. Dejstvo antagonjsta ЬomЬezjna na ekspresjju 

receptora za EGF moze Ьitj osnova mehanjzma antjtumorskog delovanja ovjh jedjnjenja, а ne 

dejstvo na ЬomЬezjnske receptore. 

Antagonjst ЬomЬezjna RC-3095 jnhjblrao је rast НТ-29 tumora ј posle jntrasplenjcne jnjekcjje 

tumorskjh celjja. Posle apljkacjje НТ-29 eeljja, one dospevaju portalnom cjrkulacjjom do jetre. Jetra 

је poznata kao organ sa n<ljpovoljnjjjm uslovjma za rast metastaza eeljja kolorektalnjh tumora, 

verovatno zЬog vjsokog saclrzaja EGF-a (124). lnhjbltornj efekt RC-3095 prema metastatskom 

rastu НТ-29 celjja, jsto tako, ukazuje na jnterakcjju jzmedu ЬomЬezjna i EGF-a. 

Slicno nasjm eksperjrnentima sa ВОР karcjnomom pankreasa hrcaka ј vec spomenute 

studjje Alexander-a sa humaпjm karcinomom pankreasa (1 06), primena ЬomЬezjna jnhjblrala је rast 

НТ-29 tumora za oko 30%. BomЬezjn је, sljcno efektu RC-3095, smanjio broj receptora za EGF na 

membranama НТ-29 tumora. 

MOGUCI MEHANIZMI ANTITUMORSKOG DELOVANJA ANTAGONISTA 

BOMBEZINA 

lnhjblcjju rasta razljcjtjh tumora terapjjom antagonjsjma ЬomЬezjnaJGRP-a, mogu objasnjtj 

razljcjte hipoteze. 

Pre svega, antagonjstj ЬomЬezjna mogu delovatj direktno preko specjfjcnih receptora na 

membranama celjja. Bombezjn ј GRP aktjvacijom receptora prouzrokuju seriju jntracelularnjh 

sjgnala (41, 42, 43). Povecanje jnozjtol 1 ,4,5-trjfosfata moblljse kalcjjum jz jntracelulaгnjh depoa. 

Stvaranje djacilgljcerola aktjvjra protejn-kjnazu С. BomЬezjn takode stjmuljse jzmenu jona Na, Н ј К 

kroz celjjsku membranu. Aktjvacjjom fosfoljpaze А2, ЬomЬezjn uzrokuje produzeno oslobadanje 

arahjdonske kjseljne. Antagonjstj ЬomЬezjna mogu jnhjblsatj sve ove procese. 

Antjtumorsko delovanje antagonjsta ЬomЬezjnaJGRP-a moze bltj ј indirektno. Najpre, ova 

jedjnjenja mogu da jnhjblsu sjntezu, oslobadanje ј dejstvo razljcjtjh hormona jlj faktora rasta za 

odredene tumore. Mjslj не, pre svega, na razljcjte gastrojntestjnalne hormone, gastrjn, 

holecjstokjnjn, sekretjn, glukagon ј dr., ali ј na hormon rasta, somatostatjn ј dr. lsto tako, ovj lekovj 
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mogu da jпte rferjraju sa stvaraпjem ј delovaпjem drugjh faktora rasta, kao sto su IGF-1, TGF-a ј 

EGF. 

Postojj mogucпost da aпtagoпjstj ЬоmЬеzјпа mogu da moduliraju druge receptore па 

membraпama celjja tumora. Орјsапо је da ројеdјпј faktorj rasta, medu пјјmа ј ЬоmЬеzјп, mogu 

preko delovaпja па svoje receptore, traпsmoduliratj druge receptore, роsеЬпо receptore za EGF 

(125-1 30) . 

Postoje пајmапје trj mehaпjzma kojjm razljcjtj ageпsj mogu utjcatj па EGF receptore: 1) 

modulacjjom vezjvaпja za receptor јЈј modulacjjom aktjvпostj kjпaza preko fosforjlacjje , 2) пjshodпa 

regulacjja receptora kao posledjca jпterпalizacjje ј З) povecanje јЈј sпјzепје sjпteze receptora. 

Sterojdпj hormoпj povecavaju sjпtezu EGF receptora povecaпjem п јvоа mRNK (126). Faktorj rasta 

kao sto su ЬоmЬеzјп ili PDGF aktjvjraju protejпsku kjпazu С kao ј druge kjпaze (127-130). 

Aktjvacjja protejпske kiпaze С uzrokuje fosforjlaciju EGF receptora па mestjma gde se пalazj 

amjпokjseljпa trеопјп (1 31, 1 32) . Ova reakcjja jпhjЬise aktjvпost tjrozjп kjпaze EGF receptora ј, sta 

vjse, redukuje vezjvaпje EGF-a za povrsjпu celjje (133). Alteracjja u fosfor jlacjjj receptora za EGF 

moze utjcatj ј па proces jпternaljzacjje ј razgradпje receptora. Protejпska kjпaza С moze utjcatj ј па 

sjпtezu EGF receptora, ј r1јепа prekomerпa ekspresjja sпjzava пјvо mRNK kodjraпe za EGF 

receptore ј tako sпjzava Ьiosjпtezu receptora (1 34). 

Тасап mehaпjzam clelovaпja ЬоmЬеzјпа па molekularпom пjvou jos пјје u potpuпostj 

оЬјаsпјеп . Сјпј se, jpak, da је jпhjЬitorпo dejstvo receptorskjh aпtagoпjsta preko specjfjcпjh 

receptora па povrsiпj memt>raпe celjje, mпogo kompleksпjje od jedпostavпe Ьlokade stjmulaпtпog 

delovaпja ЬоmЬеzјпа. Njshodпa regulacjja receptora za EGF, uосепа је kao koпzjsteпtaп fепоmеп 

posle terapjje sa RC-3095 kod tumora dojke, paпkreasa, prostate ј koloпa. Sljcaп efekt је орјsап је 

posle stjmulacjje Swjss ЗТЗ eelija ЬomЬeziпom (133, 135). 
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ZAKLJUCCI 

1. Bjolosku aktjvnost antagonjsta ЬomЬezjna moguce је jsp jtatj na razljcjtjm 

eksperjmentalnjm modeljma. Ovde su prjmenjena trj osnovna metodoloska prjstupa. 

Кlasjcna receptorska analiza (Ьiohemjjskom metodom) pokazala · se jednostavna 

reproducjbllna metoda, posebno ako se korjste Swjss 3Т3 maljgnj fjbroЬiast j mjsa. Ove celjje 

sadrze najvecj broj receptora za ЬomЬezjn (od 50 000 do 1 ОО 000 receptorskjh mesta ро celjjj) , 

brzo rastu pгjcvrscene za podlogu, ne zahtevaju posebne uslove hranljjve podloge ј, sto је 

najvafnjje, kod ovjh celjja ne dolazj do spontane njshodne regulacjje receptora za ЬomЬezjn zbog 

toga sto on za njjh njje autokrjnj faktor rasta. Za razljku od Swjss 3Т3 celjja, celjje humanog SCLC, 

ka npr. Н-345 linjja, spor jje rastu, nalaze se u suspenzjjj, zahtevaju specjjalnu hranljjvu podlogu 

(HITES), ЬomЬezjn kojeg ove celije stvaraju uzrokuje njshodnu regulacjju receptora preko kojjh sam 

deluje, ј, pod najpovoljnjjjm uslovjma Н-345 eeljje sadrze daleko manju gustjnu jlj Ьгој receptorskjh 

mesta za ЬomЬezjn na svojoj povrsjnj (oko 2 000 ро eeljjj) . 

lnhjblcjja nekog stjmulatjvnog efekta ЬomЬezjna је druga koгjsna eksperjmentalna metoda za 

jspjtjvanje antagonjsta Ьomtюzjna. Na prjmer, ЬomЬezjn stjmulise rast Swjss 3Т3, Н-345 celjja kao ј 

celjja humanog karcjnoma dojke MDA МВ 231. Mjtogenj efektj ЬomЬezjna ј njegovjh antagonjsta 

mogu se merjtj pracenjem jnkorporacjje oЬelezenog tjmjdjna u DNK cel jja jlj jednostavno brojanjem 

celjja. 

Od novjh metoda za jspjtjvanje Ьioloske aktjvnostj ЬomЬezjna ј njegovjh antagonjsta u ovom 

projektu ргvј put је uspesno prjmenjena metoda superfuzjje sa djspergovanjm acjnusjma 

pankreasa. Ona је jednostavna, ne zahteva skupu opremu, na jednom preparatu pankreasa mogu 

se testjratj razljcjtj antagonjst j, moze se pratjtj efekt lekova na bazalnu sekrecjju acjnusa ј na taj 

nacjn razdvojjtj cjstj antagonistj od parcijalnjh agonjsta ЬomЬezjna. Nasj rezultatj predstavljaju ј 

afirmaciju ove nove metode. 

2. Farmakodjnamiska aktjvnost antagonjsta ЬomЬezjna zavjsj od duzine strukture peptjdnog 

lanca. Analozj ЬomЬezjna sa 14 amjnokuseljna u lancu (tetradekapeptjdj) ne predstavljau dovoljno 

snafne antagonjste јег su Ьilj akt jvnj u mjkromolarnjm koncentracjjama ј njjma njje posvecena 

posebna pafnja. 
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Mnogo sna:Znjjj antagonsjtj Ьili su poljpeptjdj kraceg lanca amjnokjseljna, npr. sa 1 О, 9 ili 8 

amjnokjseljna (7-14-, 6-14- ј 6- 1З-ЬоmЬеzјn) . Strukturne jzmene na poziciji 7 polipeptida kraceg 

lanca, nisu se pokazale odlu~~ujuee za znacajnije povecanje antagonjsticke aktivnostj. 

Uvoaenje "pseudo-peptjdne" veze jzmeau pozjcjja 1 З i 14 u pojedine nonapeptjdne analoge 

ЬomЬezjna, prvi put је dalo antagoniste aktivne u nanomolarnim koncentracijama. Ako se pored 

"pseudo-peptidne" veze, na pozicije 6 ј 14 (tj. na N jlj С kraju molekule) nalaze aromatjcne 

amjnokjseljne, ako sto su Trp ј Трј, nastaju jedjnjenja sa aktjvnoscu u koncentracjjj od 1 do 1 О nM. 

Dva takva jedjnjenja, RС-ЗО95 ј RС-З440, pokazala su aktjvnost ј u uslovjma jn vjvo. 

З. Antagonsit ЬomЬezjna RС-ЗО95 jnhjЬirao је rast trj tjpa eksperjmentalnog karcjnoma dojke: 

humanog karcinoma dojke lv1CF-7 Mlll transplantjranog goljm mjsevjma, estrogen-zavjsnog kao ј 

estrigen-nezavjsnog МХТ karcjnoma dojke mjsa. BomЬezjnskj antagonjstj jnhjЬiralj su ј rast ВОР 

karcjnoma pankreasa hrcaka uzrokovanog hemijskjm karcjnogenom, kao ј rast humanjh karcjnoma 

kolona (НТ-29) ј prostate (РС-82) transplantjranjh goljm mjsevjma. 

4. Mehanjzam antjtiJmorskog delovanja antagonjsta ЬomЬezjna је verovatno slozen. 

Vezjvanje ovjh lekova za mceptore za ЬomЬezin na tumorskjm eeljjama, ј sledstvena njshodna 

regulacjja receptora, је svakako osnovno delovanje ovih lekova. U nasjm eksperjmentjma zapa:Zena 

је jzra:Zena ј konzjstentna pojava njshodne regulacjje receptora za EGF na membranama tumora 

lecenjh antagonjstjma ЬomЬezjna. Та pojava tzv. transmodulacjje EGF receptora moze jmatj veljkj 

znacaj za antitumorsku aktj\1nost antagonjsta ЬomЬezjna, s obzjrom da је EGF sna:Zan faktor rasta 

za razlicite maligne tumore. 

Uticaj antagonjsta ЬomЬezina na koncentracjju pojedinjh hormona u serumu, kao npr. 

snizavanje koncentracije gastrina ili hormona rasta, isto tako moze doprinosjti njjhovom 

antitumorskom delovanju. 

5. Rezultati opravdavaju dalja istra:Zivanja antagonista ЬomЬezina kao mogucih lekova za 

terapiju onih malignih oЬoljenja kod kojih se poka:Ze da је ЬomЬezin znacajan faktor za njjhov 

nastanak i razvoj. 
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