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Az él6lényeknek az az alapvet6 tulajdonsaga,
hogy képesek dnmagukat reprodukalni, tud-
nak szaporodni, mindig is érdekelte az embere-
ket, kiilondsképpen a kutatokat. A szaporodéa-
si folyamatok szabalyozasanak, a szabalyozas
mechanizmusénak tisztadzasa rendkivil fontos
feladat, kilondsen izgalmas a gerinceseknél,
ezen belll is elsésorban az eml&soknél, beleért-
ve magéat az embert is. A reproduktiv funkci-
Oktdl elvalaszthatatlan nemi m(ikddés és a sze-
xuélis viselkedés folyamatai bonyolult hormo-
nalis és idegi szervez6dés eredményeként jon-
nek létre, amelyben az idegrendszeri hatasok
mellett a hipotalamusz a hipofizis és a gona-
dok hormondlis koélcsdnhatasai érvényesiil-
nek.

A nemi mikddés szabalyozasat egy kiilonle-
gesen bonyolult, sokszorosan visszacsatolt és
igen sok paraméter altal befolyasolt rendszer
végzi. A szabalyozottsdgnak ezt a rendkivili
bonyolultsagat, illetve az ellentétesen haté ten-
dencidk és kolcsénhatasok szdvevényességét
igyekszik — irodalmi adatok alapjan — vazla-
tosan dsszefoglalni az 1 abra.

Amennyiben a nemi m{ikddés szabalyozasat
a gonadotrop hormonok — a follikulusz sti-
malé hormon, az FSH és a luteinizalé hor-



GATLAS KOZPONTI IDEGRENDSZER SERKENTES

1. &bra. A nemi miikddés szabalyozasa

mon, az LH — felszabadulasan keresztil vizs-
galjak, akkor egyértelm(, hogy a szabalyozas
tengelyében a gonadotropin releasing hormon,
a GnRH All.

A luteinizal6 és follikulusz stimalé hormo-
nok szekréciojaért felelés hipotalamikus ere-
det(i faktorok feltételezése, kisérleti bizonyita-

r_

sa Geofrey Harris nevéhez fiz6dik, aki méar az
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otvenes években posztulalta ilyen faktorok 1é-
tezését. A hatvanas években tébb kutatocso-
port folytatott ériasi versenyfutast az LH és
FSH releasing faktorok, valamint mas hipota-
lamikus eredet( faktorok izol&lésa és szerkezet-
meghatérozasa terén. Végul is 1971-ben And-
rew Schally kutatdcsoportja kerilt ki gy6zte-
sen az LH-releasing hormon izolalasaért foly-
tatott versenybdl: nekik sikertlt sertés hipota-
lamuszbol az egységes hormont izolalni és
szerkezetét meghatérozni (2. &bra).

Ez a 10 aminosavbdl &ll6, piroglutaminsav-
val kezd6d6 és savamiddal végzédé dekapep-
tid valtozatos aminosavosszetételt mutat, csu-
pan a Gly ismétlédik benne, az Arg oldallan-
canak toltése miatt enyhén bazikus karakterd.

Schallytél fuggetlenil Roger Guillemin azo-
nos szerkezet( faktort kiilonitett el birka hipo-
talamuszbol, majd késébb az ugyanilyen szer-
kezet(i releasing hormont megtal&ltak més em-
I6s fajokban is. Kozvetlenul a felfedezést kove-
téen megallapitast nyert, hogy ez a dekapeptid
meglepd maddon mindkét gonadotrop hor-
monnak, az LH-nak és az FSH-nak koz0s
releasing hormonja.

A GnRH izolalasat és szerkezet meghataro-
zasat kovetben felmerilt annak a lehet6sége,
hogy ez a hormon, illetve sz&rmazékai alkal-
masak lehetnek reprodukcids bioldgiai folya-
matok befolyasolasara, szabalyozasara. Ebbd6l
kiindulva szerte a vilagon szamos kutatélabo-
ratorium — tébbek kdzott a mi kutatécsopor-
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2. &bra. A GnRH szerkezete



Human terapia Allatgy6gyészat

9 < 9
Primer és Hypogonadotrop Ovulécié kivaltas
szekunder hypogonadismus Ovulécié szinkronizaléas

amenorrhea  (Oligospermia)

3. dbra. A GnRH és ,,szuperaktiv” szarmazékainak alkalmazésa
a gyakorlatban

tunk is igen intenziv kutatisokat inditott

kiulénb6z6 GnRH-szarmazékok, -anal6gok

eléallitasara, mégpedig két iranyba:

— egyrészt olyan agonista szdrmazékok el6al-
litasara, amelyek a természetes hormonnal
Iényegesen hatékonyabbak, elnydjtott ha-
tastak és képesek eleget tenni a farmako-
nokkal szemben tamasztott altalanos kdve-
telményeknek. A ilyen Gn. szuperaktiv ve-
gylletektdl (3. abra) részben a human med-
dbség bizonyos formainak kezelését, illet6-
leg az allattenyésztéshen az ovulacio kival-
tdsan keresztul a termékenyiilés, a termé-
kenység novelését reméltik,

— masrészt, olyan antagonista, kompetitiv in-
hibitorként m(ikodé szarmazékok el6allita-
sat tlztuk ki célul, amelyek képesek gatolni
az ovulaciot, illetve ezen keresztiil a megter-
mékenydilést.

Az agonista szarmazékok el6allitasara, va-
lamint ezek szerkezethatds 0Osszefiiggéseinek
tisztazdsara irdnyuld intenziv kutatasaink
nemcsak nagyszamu szuperaktiv analog elké-




szitasét eredményezték, hanem — 0@sszhang-
ban mas kutatok eredményeivel — néhany
altalanosnak tekinthet6 szubsztiticios elv
felismerését is lehetvé tették (4. abra).

4. dbra. A szubsztitGcidk egyuttes alkalmazasa nyujtott hatasd,
»szuperaktiv” vegylletekhez vezet

Az egyik igen lényeges szubsztiticié a 6.
pozicidban Iévé glicin, minél nagyobb térkitol-
tésd, apolaros, kiléndsen aroméas D-aminosa-
vakkal torténd helyettesitése, aminek kovet-
keztében részint a vegyilet kedvezd konforma-
ciot nyer a receptorhoz val6 kétddéshez, mas-
részt, megnd a molekula enzimrezisztenciaja
is. Ugy tlnik, hasonl6 szerepet tolt be a 7.
pozicioban N-Me-Leu-aminosavval torténé
helyettesités is. Igen elényds szubsztitlcié a 10.
pozicidban lévé glicinamidrész alkilamidok-
kal, esetleg azaglicinnel térténé helyettesitése.
Ezen két helyettesités egylttes alkalmazéasa el-
nyujtott hatdsu, valddi szuperagnositakat
eredményezett.

A ma ismert legaktivabb vegyuletek alapve-
téen az emlitett két kulcsszubsztiticié kombi-
naciojat tartalmazzak, amelynek eredmeénye-
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ként ezeknek a szuperaktiv analégoknak az

aktivitasa kb. 50—200-szor mulja felll a nativ

GnRH aktivitasat (5. dbra). Az 5. 4bran szere-

pel az egyik &ltalunk el6allitott és ,,Ovurelin”

néven Magyarorszagon forgaloma hozott

GnRH-szdrmazék is, amelynek az LH és FSH

felszabaditdé hatdsat a 6. abrén tintettik fel.

Lathato, hogy ennek a GnRH-hoz viszonyitva

jelent6sen nagyobb és hosszabban tarté az LH

és FSH felszabaditd hatésa.

Tulajdonképpen barmilyen nagy térkitoltésd,
hidrofob oldallanccal rendelkez6 D-aminosav-
val torténd helyettesités a 6. poziciéban szuper-
aktiv anal6got eredményez. Mi kettds indittatas-
bol prébaltuk ki a ~klér-D-fenilalanin6, a D-
tironin6 és a D-tiroxin6 szubsztiticiokat, ame-
lyeknek a biol6giai aktivitasat mutatja a 7. abra.
Lathato, hogy
— egyrészt ezek az aminosavak nagy térkitol-

tésd, lipofil oldallanccal rendelkeznek, te-
hat a nativ hormonhoz képest jelent6s ha-
tdsndvekedést reméltink. Mind in vitro,
mind in vivo jelent6s az LH felszabadito
hatas noévekedése,

— masrészt az oldallancok aromas gydrdijé-
ben 1év6 halogénatomok katalitikusan
konnyen kicserélhet6k triciumra, és igy a
hormonanal6g radiojelzésével a hatasme-
chanizmus—metabolizmus kutatdsok széa-
mara értékes anyagot allithatunk el6. A
triciummal jelzett GnRH-analdégokra a ké-
s6bbiek soran még visszatérek.



Relativ LH-felsza-
baditas
in vivo (GnRH = 1)

Gyaértd/termékszam

Vegydlet
egyule és/vagy méarkanév

12345 6 7 8 9 10

D-Ala NHEt AYErst/AY-25205 ..o 50—70
Wyeth/W'Y -18481
American Home Products

D-Leu NHEt Takeda TAP-144 ..o 70—100
Serous/Leuprolide

D-Trp NHEt AYErst/AY-25650 ....cccveneiiiniiieeiieneeieens 70— 100
D-Trp NHEt SYNEX i 120—150
* D-Trp-Nml NHEt Wyeth/WY-40972 ......ccccoovvrrnnirnirieiiae 120—160
foiad D-Nal (2) Syntex/Nafarelin.......niiiinns 180—220
------------------ D-Ser (tBu)------ NHEt Hoechst/HOE-766/Busereiin.................... 140—170
------------------ D-Ser (tBu)------ AzGly ICI 118630  ..oooeeericieirenieins 70—100
D-Phe NHEt Reanal/Ovurelin ... 100—130

Roviditések:

* Nml = N-metil-leucin
** Nal (2)= (2-naftil)-alanin
*** AzGly = azaglicin

5. &bra. 1987-ben ismert legaktivabb GnRH-anal6gok
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6. dabra. Az ovurelin ([D-Phe6] GnRH —(1—9) —EA\) és a nativ
GnRH LH- és FSH-felszabadité hatasa. (Him egér, l|tg/allat,
subcutan) 1,2 gorbe; ovurelin hatés, 3,4 gorbe; GnRH hatés

In vitro In vivo
Analé ED50x 106 Hipofizis szérum
g (M) sejtkultdra Rel.
Rel. aktivitas  aktivitas

GnRH 3436 10 10
[D-Thx6] GnRH-

(1—9) -EA 28,9 119 0,3
[D-Thy6] GhnRH-

(1—9) EA 243 141 14,2
[D-Cpa6l GnRH-

(19 EA 20,6 16,6 15,3

7. &bra. GnRH-analdgok LH-felszabadité képessége patkany-
ban
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A 6. poziciéban lév6 glicin D-aminosavak-
kal val6 helyettesitése soran kapott szuperak-
tiv anal6gok, valamint az a kisérleti tapaszta-
lat, miszerint az L-konfiguraciéju aminosa-
vakkal végrehajtott szubsztiticiok e pozicié-
ban a molekula teljes aktivitasvesztését ered-
ményezik, ahhoz a feltételezéshez vezettek,
hogy a D-konfiguracié a molekula ezen részé-
ben egy olyan béta-turn képzddését stabilizal-
ja, amely a biolégiailag aktiv konformacio6 kia-
lakuldsédhoz elengedhetetlen, mig az L-konfi-
guracio ennek kialakulasat gatolja (8. abra).

8. &bra. D-aminosav és izo-L-aszparaginsav térszerkezeti hason-
l6saga
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Ezek a konfiguréacids, konforméciés meg-
gondolédsok vezettek benniinket arra a kdvet-
keztetésre, hogy bizonyos L-konfiguracidju
aminosavak, mint pl. az izoaszparaginsav
vagy izoaszpartilcsoport — a nagyfoku szerke-
zeti hasonlésdg kovetkeztében — képesek le-
hetnek a D-aminosavak altal stabilizalt kon-
formacid kialakulasat elésegiteni, amely sziik-
séges a szuperaktiv hatas eléréséhez. Ennek az
elvnek az alapjan szintetizaltunk kulonboz6
izoaszpartilcsoportot tartalmazé6 GnRH-
analogokat, amelyekben a R-karboxilcsoport-
hoz kulénb6z6 méret és lipofilitasu atomcso-
portok kapcsolédnak. Az igy el6allitott ana-
I6gjainkat és azok bioldgiai aktivitasat, illetve
az egyik szarmazék LH felszabaditasi gorbéjé-
nek idébeli lefutdsat mutatja a 9., illetve a 10.
abra.

A szuperaktiv anal6gok harmadik — az el6-
z8ekben ismertetett kett6t6l elvileg kiillonb6z4
— csoportjadhoz egy tobbé-kevéshé véletlen
felismerés vezetett. Sokaig tartotta magat az a
vélemény, hogy a GnRH nem fajspecifikus és
valamennyi ivari Gton szaporod6 fajnal ugyan-
az a szekvenciaja. 1982—83-ban azonban is-
mertté valt — f6leg Millar és Rivier munkaja
nyoman — a csirke és a lazac GnRH, amelyek
1—2 aminosavrészben eltérnek az emlds
GnRH szekvencigjatol (11. abra). Az alap-
szekvencia meglehet6sen konzervativ. Azon-
ban az evolucio6 soran ezek az aminosavissze-
tételben bekovetkezett, Iényegtelennek t(iné

15



Analég

GnRH
L-isoAsp6-NHZ GnRH
L-isoAsp6-NH— GnRH
L-isoAsp' GnRH
L-isoAsp0-NH GnRH

CH3
L-isoAsp6-NH—C—CH GnRH

«Hj

Etl

L-isoAsp -N./ GnRH- (1—9) -EA
NeU

[L-isoAsp6-OtBu] GnRH- (1—9) -EA
[L-isoAsp6-OH] GnRH- (1—9) -EA

[L-isoAsp6-OBzI] GnRH- (1—9) -EA
[L-isoAsp6-OMe] GnRH- (1—9) -EA

50 (15. perc) Osszes LH 6

ng/allat relativ akt
22,5 10
593,5 04
346,4 0,4
3214 04
257,5 12
73,5 17
708,3 0.8
1070,0 11
351 10
30,2 12,0
39,4 20,0

9. dbra. GnRH-analégok relativ LH-felszabadité hatékonysaga egérben



10. dbra. [L-isoAsp-OMe6] GnRH —(1—9)-EA LH-felszaba-
dit6 hatésa. -

valtozasok a hormonok hatidsaban — kilono-
sen az alacsonyabbrend( fajokndl — lényeges
eltéréshez vezettek és egymassal nem helyette-
sithet6k.

A csirke és a lazac GnRH-szekvenciajanak
kozlése utan szinte azonnal elkészitettik — a
mar bevalt szubsztitlciés elvek alapjan —
azok 6-7-8-as poziciéban maodositott szarma-
zékait, kozuluk kialéndsen a 8. sorszami mu-
tatkozott igen hatékonynak egyes halfajok
ovulacidjanak kivaltasaban. Mindharom szu-
peraktiv vegyuletcsoportbdl szamos szabadal-
mi bejelentés tortént Ugy a kémiai anyag (ter-

17



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

EMLOS Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2
CSIRKE I  Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-GIn-Pro-Gly-NH2
CSIRKE Il Glp-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2
LAZAC Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Leu-Pro-Gly-NH2
ORSOHAL Glp-His-Tyr-Ser-Leu-Glu-Trp-Lys-Pro-Gly-NH2

O N OEWN

(1972)
(1982)
(1984)
(1983)
(1986)

SZINTETIKUS TERMEK

----------------- Trp-Leu--------NH-C2H 5
————————————————— Trp-GIn--------NH-C2H 5
------- D-Phe---—--Gin-------NH-C2H5

11. &bra. Fajspecifikus GnRH-analégok és szarmazékainak
szerkezete

mék), mint a biologiai alkalmazas védelmének
biztositasara. Kozlllik jonéhéany, kozel har-
minc orszagban biztosit szdmunkra védelmet,
egy termék mar Ovurelin néven forgalomba
kerult, kett6 pedig a gydgyszerré fejlesztés sta-
diuméban van.

Mi is ezeknek a termékeknek, eljarasoknak
a gyakorlati jelent6sége? Itt most csak az allat-
tenyésztési, allatgyogyaszati alkalmazasokkal
foglalkoznék, amelyeket kozel egy évtizede
folytatunk, egyuttm(kddésben kilénb6zd &l-
lattenyésztési vallalatokkal, gazdasagokkal,
allatgyogyészati intézményekkel.

A hipotalamusz—nhipofizis rendszer abnor-
mélis mikddése miatt a szexudlis ciklusban

18



fellép6é zavarok csakdgy, mint a takarméanyo-
zési és tartasi hidnyossagok gatolni képesek a
petefészek normalis miikddését, s hosszabb ta-
von abban reverzibilis vagy irreverzibilis elval-
tozasokat okozhatnak. Kivilrél bevitt gona-
dotropinokkal, illetve az endogén gonadotro-
pinokat felszabadit6 GnRH-val e szaporodést
gatlé folyamatok jO része visszafordithato.
Termeészetes forrashbol szadrmazé gonadotropin
tartalmd készitményeket korabban is hasznal-
tak az emlitett rendellenességek korrigalasara.
A magas ar, a természetes forras limitaltsaga-
b6l addédd nehezebb hozzéaférhet6ség, az ese-
tenként fellép6 toxikus hatds mellett, a nativ
eredetli gonadotropinok alkalmazésat az is
korlatozza, hogy a csupan izolalasi médszerrel
el6allithato, fehérje természetli anyagok faj-
specifikusak, és igy szamos esetben antigén-
ként viselkednek.

A GnRH szintetikus, szuperaktiv analdgjai
mindezektdl a hatranyoktdl mentesek, igy az
emlitett terlleteken széles kor( alkalmazésuk
érthet6. Az aldbbiakban ezekbdl kivanok — a
teljesség igénye nélkil — bemutatni néhany
alkalmazasi teruletet, amelyek kidolgozasa ko-
operacidban tortént.

Az egyik GnRH-készitményilink (az Ovure-
lin) szarvasmarhakon tortént széles kord Kki-
probéalasanak eredményeit foglalja 0ssze a 12.
abra. A kisérletek kdzel hisz nagyuzemi allat-
tenyészt6 gazdasdgban, illetve mesterséges
megtermékenyité allomasokon folytak, tdbb

19



Vemhesilt/6sszes

kezelt
Ovarialis ciszta szindroma 53/74 (72%)
Anosztrusz 39/56 (70%)
»Repeat breeder” szindréma 48/80 (60%)
Korai ciklusindukcié (involucid) 31/42 (78%)

Inszeminalassal egyidej(i egyszeri kezelés hatasa

Dozis Vemhesilt/osszes kezelt Kontroll
100pg i.m. 351/730 (48%) 35%

12. &bra. Szexuélis rendellenességeket mutaté szarvasmarhak
ovurelinnel torténd tobbszori kezelésével és inszeminalasaval
elért eredmények

éven keresztul. A készitmény tlisz6érésre, sar-
gatestképz&désre és az ovulacidra kifejtett sti-
mulalo hatdsa folytan Uj ciklust képes indukal-
ni az ovaridlis diszfunkcios allatokban, ciszta-
san elfajult petefészek és andsztrus esetén. A
tejtermeld, kilondsen a jo tejhozamu szarvas-
marh&k szaporodasi rendellenességei altala-
ban a méh ellés utani visszaalakuldsanak —
invollcidjanak zavaraira vezethet6k vissza. A
készitmény ez esetben mint medddséget meg-
el6z6 kezelés hasznos, és jelentésen noveli a
termékenydlési aranyt.

Kulén szeretném kiemelni azt a kezelési
maédszert, amikor az egészséges allatok az in-
szeminalassal egyid6ben kapjak a készitményt.
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Ez esetben a termékenyilési arany kdzel 30%-
kai emelkedik.

Sertésekkel végzett kisérletek is igen jelentés
gyakorlati eredményekkel kecsegtetnek. Egy
kooperécidban végzett kisérletsorozat alapjan
kell6 biztonsaggal és eredményességgel lehet a
nagylzemi korilmények kozott tartott serté-
seken az ovuléacidt kivaltani a mar forgalom-
ban 1évé Ovurelin alkalmazasaval. A tobb év
alatt felhalmozddott Kkisérleti tapasztalatok
alapjan sikertlt megéllapitani a sertések repro-
dukciés ciklusanak azt az optimalis id6pont-
jat, amikor a szuperaktiv GnRH-analdgok
nemcsak az Aallatok fertilitdsat ndvelik meg
jelent6sen, hanem lehet6séget adnak az ivarzas
szinkronizalaséra és a szaporulatot is fokoz-
zék 20—30%-kal.

Egyéb allatfajokon is eredményes probalko-
zasok torténtek a kiilonb6z6 GnRH-analégok
felhasznélasara. igy pl. nyulak esetében, sza-
mos helyen mar a megtermékenyités technol6-
gidjaba beépult ezeknek a szereknek az alkal-
mazasa, és igy ma mar szinte nélkiilézhetetlen
a hasznélatuk.

A fajspecifikus szuperaktiv GnRH-anal6-
gok egy specifikus eljaras alkalmazéasanak ke-
retében igen alkalmasnak bizonyultak, gazda-
ségilag jelentés halfajok, mint pl. a tokfélék
szaporitasara, melyek mind ez ideig mestersé-
ges korulmények kozott nem voltak szaporit-
hatok. E téméban tobb szabadalom kerilt el-
fogadasra, melyek gyakorlati hasznalatbavéte-
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Halfaj

Csuka
Suigér
Sullé
Kecsege
Ponty
Amur
Busa
Harcsa

Kecsege
Harcsa
Pisztrang
Ponty
Diszponty (k6i)
Aranyhal c. v.

Osszes ismétlés

30—40
100

6
50—70
10—20
5

5
25—30

Indukalt mesterséges szaporitas szezonon kiviil

15—20
10—15
5
10—15
5

Indukadlt mesterséges szaporitas

Kezelt halak

darabszama

kb. 1100
1500

153

2000

100

15

15

150

200
60
60

100
38
57

Ovulacios Terméke- Felnevelt ivadék
% nyilés % ml106
50—90 >90 8—n
95—100 30—90 20—30
60—80 85—95 1— 2
75—80 75—90 1
60—80 90—100 5— 6
60—80 80—90 0,5
60—80 80—90 0,5
60—70 90—95 4— 5
40—60 40—70 04
30—60 80—95 12
Valamennyi kezelt hal reagalt
50—70 80—95 -
50—70 80—90 13
65—70 70—90 0,08

13. dbra. [D-Phe6, GIn§lGnRH-(1—9)-E A alkalmazésa a halszaporitasban



le folyamatban van. Ezen vegyiletek egyiké-
nek alkalmazéséaval igen jo eredményeket ér-
tink el kilonb6z6 halfajtak indukalt, mester-
séges szaporitasdban. Az analdg alkalmas kii-
I6nféle halak szezonon kivili mesterséges sza-
poritasara is (13. abra).

A madarak spermatogenezisének és libido-
janak GnRH-anal6gokkal valé fokozhatdsa-
génak lehet6ségét még 1978-ban ismertuk fel,
amikor is azt tapasztaltuk, hogy a klasszikus
GnRH szuperaktiv anal6gok néhanyszori, kis
mennyiségének pulzalé médon térténé adago-
lasa utdn a spermatogenezis, igy a spermiu-
mok szdma, mozgékonysaga, életképessége,
valamint az allatok szexudlis aktivitasa jelen-
tésen megnd és a kezelést kovetéen hdnapo-
kon keresztiill tartésan fennmarad. Biologus
partnerekkel kakasokon — majd a felismerést
kiterjesztve nyulakon és szarvasmarhdkon —
végzett in vivo kisérletek alapjan azt talaltuk,
hogy ezek az anal6gok igen alkalmasak a te-
nyésztett allatfajok him egyedeinél az esetleges
szexualis rendellenességek korrigalasara, ille-
tleg a fertilitds novelésére.

Osszegezve megallapithatd, hogy a GnRH
szuperaktiv, illet6leg fajspecifikus szarmazékai
a 80-as évek kozepére hazankban ha vontatot-
tan is, de bevezetésre keriltek. Az alkalmaza-
sukhoz flizétt reményeket mar részben beval-
tottak, illetéleg a GnRH-analdgokra alapo-
zott (j bioldgiai eljarasoknak a termelési folya-
matokba val6 beillesztése napirenden van.
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1 Diagnosztikus alkalmazas

A hipotalamusz-hipofizis-gonad rendszer m(ikddésének ellen-
Grzése

2. Terapias alkalmazas

Reproduktiv funkciék stimuldlasa amenorrhea, anovulacio,
hipogonadizmus, cryptorchidizmus, oligospermia, stb. esetén
Pubertds praecox, gonadalis szteroid-dependens tumorok,
endometriozis, ovarialis cisztak, hirsutismus kezelése

3. Fogamzésgatlas
Ovuléaciégatlas
Spermatogenezis gatlasa

14. dbra. GnRH és analdgjainak klinikai alkalmazési lehetéségei

Ugyanakkor a hazai huméan gyogyészat te-
riletén rendkivil sokrét(i, széles kord alkal-
mazasi lehet6ség kindlkozna (14. dbra). Min-
den er6feszitésiink dacara alig akad emlitésre
okot ad6 kezdeményezés. Az utobbi id6ben
derdlt fény arra, hogy a szuperaktiv hormon-
szarmazékoknak igen komoly szerepe lehet az
olyan hormondependes tumorok kezeléseben,
gyogyitasadban, mint a prostata- és az eml6rak.
Ezért mi is kezdeményeztik — megfelel6 koo-
peracioban — az ezzel kapcsolatos vizsgélato-
kat.

Ismeretes, hogy a férfiaknal prostata-, n6k-
nél — elsésorban idésebb korban — az eml6-
tumor a leggyakrabban el6fordul6 rakos meg-
betegedés. Human emldrakos sejtekben egyér-
telmlen bizonyitott az 6sztrogén és prolaktin
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jelenléte, ami a hormonfiiggés alapvet6 bizo-
nyitéka.

A szuperaktiv GnRH-szarmazékok antitu-
mor aktivitasa az altalunk is részleteiben vizs-
galt hormonélis deszenzitizaci6 mechanizmu-
séra vezethet6 vissza. Ezért is lattuk indokolt-
nak az ilyen irdnyu in vivo vizsgélatok elindita-
sat, amelyekhez az in vitro deszenzitizacios
vizsgalatokban legaktivabbnak mutatkozé
analégunkat hasznaltuk. A D-Cpa6-GnRH-
etilamid — egerekben indukalt eml6rak esetén
— a transzplantaciot, illetve a kezelést kdvetd
30. napon a kezeletlen kontrollokhoz képest
60%-kal csokkentette a tumortérfogatot, me-

15. dbra. A [D-Cpa6]GnRH - (1—9) —EA tumortérfogatra gya-
korolt hatdsa. — — kontroll, —i— 100pg, —x—200pg
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lyet a szakirodalomban elfogadott konvencidk
szerint mértiink (15. dbra). A tumor sulya 40
—45%-kal csokkent 100, ill. 200 pg peptid/
nap doézist kezelést kdvet6en. Masrészt vi-
szont a kezelés hatdsara — a transzplantaciot
kdvetd 30. napon tortént elbiralds alapjan —
az indukalt tumorok kialakuldsanak arénya
25%-kal csokkent (16. dbra). Ezek az adatok
egyértelmien igazoljak, hogy ennek az anyag-
nak jol definialt tumorgatlé hatasa van emld-
rak esetében. Természetesen a human kiproba-
las és alkalmazés megkezdéséig még igen sok
vizsgalatra van sziikség és szeretnénk a vizsga-
latokat mésfajta — els6sorban prosztata és
ovarialis tumorokra is Kiterjeszteni.

Amikor ovulacioszabalyozasrél beszélink,
feltételezzik annak gatlasat is, nemcsak Ki-
valtasat. Feltételezhetd volt, hogy a GnRH
megfeleléen maddositott szarmazékai, kom-
petitiv inhibitorként alkalmasak lehetnek ovu-
lacidgatlasra, tehdt fogamzéasgéatlasra. 1973-
ban egy amerikai kutatécsoportnak sikerilt

Kezelés Tumor Tumor Tumor
létrejotte, % stlya, mg+S.D. gatlas %
Nem kezelt 92 3663 +978 0
100 ug/nap 75 2201 £895 39,9
200 Ug/nap 67 2020 +836 44,85

16. dbra. [D-Cpa6]GnRH - (1—9) —EA hat4sa BDR-1 egerek-
ben indukalt MXT mammary carcinomatumor sdlyéara és az
indukci6 létrejottére
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az elsd biztatd lépést megtennie az ovulécio-
gatl6 GnRH antagonistak el6allitdsa terén.
A 2. hisztidin elhagyéséaval teljesen inaktiv
molekulat nyertek, amely nagy koncentracio-
ban ugyan, de kompetitiv inhibitornak bizo-
nyult.

Az elmalt 10 év soréan elért kutatési eredme-
nyekbdl leszlirhetd, hogy bizonyos szubsztitu-
cidk hatékony antagonista vegyuleteket ered-
ményeznek. Az 1, 2, 3, 6 és 10. poziciéju ami-
nosavak megfelel6 helyettesitése vezet a legha-
tékonyabb inhibitorokhoz (17. abra). A ta-
pasztalat azt mutatja, hogy ezek bizonyos
kombinécioi a gatlo hatast fokozzéak, az egyes
szubsztitlciokbol szarmazdé hatds 6sszegz6-
dik. Sajnalatos modon azonban ez az additivi-
tas nem altalanos érvényd, és ez a tény rendki-
vil megneheziti a hatékony szarmazékok ter-
vezését. Mintegy 1000-re tehet6 azon GnRH-
inhibitorok szama, amelyeket az elmult 10 év
soran vilagszerte eldallitottak, koézullik kozel
100 a mi laboratériumunkban készilt. A leg-
hatdsosabb vegytletek 4—5 D-aminosavat
tartalmaznak, és igy még kis dézisban is meg-
lehetésen koltséges fogamzasgatld szernek
igérkeznek.

Az antagonista vegylletek el6allitasa terén
altalunk elért jelent6sebb eredményeket a 18.
abra foglalja 6ssze. Az egyre aktivabb vegyiile-
tek el6allitasa természetesen nem valt volna
lehet6vé megfelel§ és megbizhat6 tesztmodsze-
rek nélkul. Az altalunk el6allitott vegyuletek
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Acilezett dehidroprolin Prolin
vagy aroméas D-aminosavak vagy aromas
Ac-D-Cpa D-Phe Pro D-Phe
Ac-A-Pro D-Cpa D-Trp D-Nal(2)
Ac-D-Trp D-Fpa D-Nal (2) D-Lys
Ac-D-Nal (2) D-Arg

Az 1982-ben leirt legaktivabb GnRH inhibitorok

Vegyiilet
1 2 3 4 5 6 789 10
Ac-D-Cpa-D-Cpa-D-Trp — D-Arg ----emmmmmee- D-Ala-NH2
Ac-A-Pro-D-Fpa-D-Nal (2) - D-Nal (2)
Ac-D-Trp-D-Cpa-D-Trp — D-Lys ------mmmeeeeen D-Ala-NH2
Ac-D-Nal (2) -D-Cpa-D-Trp D-Arg-----------e-eem- D-Ala-NH2

* 100%-ban gatlé dézis

D-alanin vagy

azaglicin
D-Ala
AzGly
Szerz8(k) 1D.oo*
Coy et al. 3.0 pg
Rivier et al. 2-5 pg
Mez6 et al. 2.0 pg

Horvath et al.

17. dbra. Szubsztitlciés lehet6ségek hatékonv GnRH-inhihitnrnt torvoTécow

10 pg



1975
1976
1977

1978
1979
1980
1981
1982

1 2 3 4

Vegyilet

5 6 7 8

9 10

Glp—D-Phe-Phe—Ser —Tyr—D-Phe— Leu—Arg—Pro—Gly-NH2

D-Phe-D-Trp
D-Phe-D-Trp

D-Phe-D-Trp
D-GlIp-D-Cpa-D-Trp
Ac-D-Cpa-D-Cpa-D-Trp
Ac-D-Cpa-D-Cpa-D-Trp
Ac-D-Cpa-D-Cpa-D-Trp
Ac-D-Nal (2) -D-Cpa-D-Trp

D-Phe
D-Lys\»
'isophtaloil

D-Lys/ dimer
D-Phe

D-Phe

D-Phe

D-Lys

D-Arg

* Egyszeri s. c. d6zisa proestrus napjan
** Tartésan (14 nap) gatolja az ovuléciot 5 pg/patkény s. c. dozisban

*** 100% ovulacidgatlas 2 mg/patkany oralisan adott dézisban is.

18. abra. GnRH-inhibitorok és biolégiai aktivitasuk

D-Ala-NH2
D-Ala-NH2
D-Ala-NH2

Ovuléciot
100%-ban gatlé dézis, mg*

3.0
10
0.25

0.12
0.05

0.01
0.002**
0.001**



ovulaciégatld hatdsanak mérését részint ma-
gyar, részint amerikai orvospartnereink végez-
ték. Az évszamok és dozisok nagyon jol szem-
léltetik a megtett utat. Kilon emlitést érdemel
a két legljabb szarmazék. A D-lizin tartalmu
vegyulet az els§ olyan analdg, amely kis dozis-
ban is biztositja az ovul&cidgatlast tartds keze-
Iés folyaman, mig a D-arginin tartalmu szar-
mazék az els6, oralis beadast kovetben is aktiv
inhibitor.

A ma ismert vegyiletek, még meglehet6sen
koltségesek a gyakorlat szamara, a biztato ten-
dencia azonban reményekre jogosit bennin-
ket. Azt, hogy ezekbdl lesz-e és ha igen, mikor
lesz fogamzasgatl6 szer, ma megmondani nem
lehet.

Béarmilyen szubsztitici6 a molekula N-
termindlis régidjaban, de killondsen a 2. pozi-
cioban az adott analég LH és FSH felszabadi-
t6 aktivitasdnak teljes elvesztését eredményezi.
Ezért a molekulanak ezt a részét tartjuk fele-
I6snek a bioldgiai hatasért, ugyanakkor a mo-
lekula C-terminalis részen torténé megfeleld
szubsztiticiok — ndvelve a receptorhoz valo
kotédést és az enzimrezisztencidt — Ugy az
agonista, mind az antagonista sorban fokoz-
zak azok aktivitasat (19. abra).

A GnRH antagonistak kutatdsadnak egyre
biztatobb fejlédésével parhuzamosan a fertili-
tds fokozéséara irdnyuld kisérletek, amelyek
elsérsorban a legaktivabb szuperagonista szar-
mazékokkal — krdnikus kezelés keretében
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B Aktlv centrum | Receptor két6hely

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly- Leu-Arg-Pro-Gly-NH2
- i

1 2 3 A5 6 7 89 10

19. 4bra. A GnRH-molekula kiilonb6z6 régidinak szerepe a
biol4giai aktivitasban

— végeztek a 70-es évek végére nagyon megle-
pé eredményeket hoztak. Egyre tébb publika-
cio jelent meg a szuperaktiv GnRH-szarmazé-
kok ,paradox antifertilitast” kivalté hatasa-
rol. A kisérletek szamos esetben éppen a fertili-
tas csokkenéséhez vezettek mindkét nemben!
Az ezzel kapcsolatos sajat eredményeinket a
20. 4bra szemlélteti. Ennek egyik elfogadhat6
mechanizmusa a GnRH-nak koézvetlen a go-
nadokra Kifejtett hatasa lett volna. Ilyen koz-
vetlen hatast azonban hosszU ideig csak bizo-
nyos fajokban lehetett kimutatni, példaul pat-

Ciklusgat-
Analdg Dézis/nap  las 21

napon éat
[D-Phe6] GNRH- (1—9) -EA 0,25 pg 100 %
01 pg 50 %
[D-Thy6] GhRH- (1—9) -EA 0,25 pg 100 %
01 pg 25 %
[D-Cpa6] GNRH- (1—9) -EA 0,25 pg 100 %
01 pg 0%

[L-isoAsp-OMe6] GnRH- (1—9) -EA 05 pg 75 %
0,35 pg 50 %

20. &bra. N&stény patkanyok GnRH-anal6gokkal torténd tar-
tés kezelésének ovulaciot gatlé hatasa
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kdnyban, emberben azonban nem. Tovabbi
lehetéségként felmerilt valamilyen hipofizis-
szint( gatl6 mechanizmus, amely a szuperak-
tiv GnRH-anal6gokkal val6 tartés kezelés so-
ran lép fel. Ezen lehet6ség tisztdzasara mas
kutatocsoportokkal egyid6ben, de azoktol
fuggetlendl, mi is vizsgalni kezdtiik a hipofizis
deszenzitizacidjanak lehet6ségét. Azt talaltuk,
hogy in vitro kdriilmények kdzott — hipofizis
sejtkultdrdban — a GnRH és szuperagonista
szarmazékai érzéketlenitik a hipofizis gona-
dotrop sejtjeit a tovabbi stimulussal szemben
(21. &bra). Az antagonista vegyuletek ilyen
hatast nem okoznak. Ezen vizsgélataink soran
azt is kimutattuk, hogy a GnRH-, illetve a
szuperaktiv GnRH-szarmazékok is, a ddzistdl,
illetve a preinkubéacié idejét6l fuggben nem-

21. dbra. GnRH-analégok altal indukalt deszenzitizacid
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csak deszenzitizalni, de szenzitizalni is képesek
a hipofizis gonadotrop sejtjeit. Ugy tinik,
hogy ez a hatas részben receptorszint(i, részben
intracelluléris folyamatok kdvetkezménye. Az
in vitro korilmények kozott kidolgozott szen-
zitiz&cios protokollt a kés6ébbiek sorén in vivo
allatkisérleteinkben széleskor(ien alkalmaz-
tuk. Vizsgaltuk az LH és FSH felszabadulésat
a preinkubaciéhoz alkalmazott GnRH kon-
centracidjanak és a preinkubacié idejének
fuggvényében, ismételten hozzdadott GnRH-
pulzus hataséara (22. abra). Lathat6, hogy a
preinkubécié idejének, illetve a preinkubacios
koncentracionak a ndvelése deszenzitizacio-
hoz vezet, ami magyarazza a 20. abran bemu-
tatott paradox antifertilitasi hatast. A hipofizis
érzéketlenitésének mechanizmusa rendkivili

22. dbra. GnRH altal indukalt szenzitizacié és deszenzitizaciod
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jelent6séglivé valt, olyannyira, hogy a legakti-
vabb szuperagonista vegylletekkel mar fo-
gamzasgatlasi kisérleteket is inditottak. A biz-
taté eredmények alapjan nem lenne meglepd,
ha néhany éven belul bevezetésre kerlilne egy
GnRH szuperagonista mint fogamzasgatlo.

Mint lathaté a deszenzitizcié mechanizmu-
sabol kovetkezik tehat, hogy a GnRH szuper-
agonistak tartés kezelés soran csokkentik a
luteiniz&l6é és a follikulusz stimul&dlé hormo-
nok szintjét, ezen keresztil pedig a nemi szte-
roidok koncentracidjat. Valdszini ezzel fligg
0ssze, hogy bizonyos hérmondependens eml§-
és prosztatatumorok kezelése biztatd eredmé-
nyeket hozott.

Felmeril azonban a kérdés, hogy ha nem-
csak a GnRH-antagonistak, de még a ,,szuper-
agonistak” is gatlé hatasuak lehetnek, hogyan
fokozhato a termékenység, kezelhet6-e a hy-
pogonadtorép hypogonadizmus, illetve az
amennorrhea GnRH, illetve szarmazékai se-
gitségével?

A valaszhoz a mechanizmusok finomabb
részleteinek megismerése 0tjan jutottunk el
(23. 4bra). A kulcsot ehhez egy amerikai cso-
port azon felismerése adta, hogy a GnRH a
hipotalamuszb6l nem allandé mennyiségben,
hanem pulzalva szabadul fel. A deszenzitiza-
ciét demonstralé vizsgalatok alapjan ma mar
tudjuk, hogy a hipofizis a kb. 30—60 percen-
kénti GnRH pulzusokkal szemben nem valik
érzéketlenné, csupéan a hosszan tarté stimulus-
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GnRH és
GnRH SZUPERAGONISTAK GnRH ANTAGONISTAK

Egyszeri v. pulzalé / Tartés nagy
kis dozis 11 \ dézis
OVULACIO INDUKCIO OVULACIO GATLAS

23. dbra. A GnRH és anal6gjainak felhasznalésa a reprodukciés
funkciék befolyésolésara

sal szemben. Ennek alapjan tervezett terapias
programok segitségével legUjabban valdban
kezelhet6vé valt a hipotalamikus eredetd hipo-
gonadizmus. Maris forgalomban vannak
olyan specidlis, a beteg altal viselhet§ miniatdr
pumpdak, amelyek akar heteken, hénapokon at
meghatérozott id6kézékben GnRH pulzuso-
kat juttatnak a szervezetbe, ily médon Ujra és
jra stimuldlva a gonadotropinok felszabadu-
l4sat.

A GnRH pulzalé felszabadulasanak felis-
merése Uj megvilagitasba helyezte a GnRH
metabolizmusanak kérdését is. A hipotala-
musz — hipofizis portalis keringésben ugyanis
a GnRH-t 20 és 800 pM koz6tti koncentrécio-
ban lehetett mérni, mig a periférias keringés-
ben a GnRH nem volt kimutathatd. Ennek
magyarazatara feltételezték, hogy a hipofizis
lebontja a GnRH-t, legalabbis annak nagy
részét. Ezt az elképzelést megerdsitette az,
hogy a hipofizis szévethomogenizatumokkal
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végzett Kkisérletekben igen magas GnRH-
bontd aktivitasokat talaltak. Kérdéses maradt
azonban ezeknek a vizsgalatoknak a fiziologi-
as megbizhat6saga, hiszen feltételezhetd volt,
hogy a szétroncsolt sejtekb6l szarmazo6 enzi-
mek nagy részével a hormon nem kertl kap-
csolatba fizioldgias korulmények kozott.
Ezért, valamint a metabolizmus finomabb
részleteinek megismerése céljabdl olyan kisér-
leti feltételeket és mddszert valasztottunk,
amely a lehet6ségekhez képest a legjobban mo-
dellezi az élettani koriilményeket: é16, m(iko-
dékeépes sejteket tartalmazo sejt, ill. szévetkul-
turadkkal tortént inkubalas sorén vizsgaltuk a
hormon sorsat. Ezekhez a vizsgalatokhoz
rendkivil érzékeny és specifikus detektalasi
maédszert és triciummal jelzett hormont hasz-
naltunk.

Itt szeretnék egy rovid kitér6t tenni és visz-
szatérni arra a kérdesre, amelyet a halogéntar-
talmU agonista szarmazékok targyalasakor je-
leztem. A radioaktiv izotépokkal — a teljes
molekulaazonossag érdekében elsésorban tri-
ciummal — jelzett vegytletek, igy a jelzett po-
lipeptidhormonok felbecsilhetetlen szolgala-
tot tettek a kutatdsnak. A triciummal jelzett
polipeptidek el6allitdsara mi dolgoztunk ki
kordbban egy altalanos érvény( modszert,
amelynek hasznalata azéta széles kdrben elter-
jedt. Ezt alkalmaztuk triciummal jelzett
GnRH-anal6gok elallitasa soran is (24. ab-
ra). A kémiai szintézissel eléallitott, a 6. pozi-
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déban  4-kl6r-D-fenilalanint  tartalmazé
GnRH-szarmazékot — mint prekurzort — az
e célra megépitett speciélis készilékben, katali-
zator jelenlétében, hordozoOmentes triciummal
hidrogéneztilk. A moédszer minden olyan eset-

K-CI-D-Phe6|GnRH-(1-9)-EA
kat/H

[4-3H-D-Phe6|GnRH-(1-9)-EA
Radioaktivitas: 222 GBg/mmol
(6 Ci/mmot)

24. dbra. Triciummal jelzett GnRH-anal6g el6allitasa

ben alkalmazhat6, amikor katalikusan trici-
ummal cserélhetd halogént tartalmaz6 amino-
savat — ilyen lehet még a fenilalanin mellett a
tirozin is — tudunk beépiteni a jelezni kivant
pepiidbe.

Az eljarés lényegébdl adodik, hogy segitsé-
gével kulonbdz6 aminosav részekben specifi-
kusan jelzett GnRH-analdgokat lehet el6alli-
tani. Az igy nyert nagy fajlagos aktivitasu
anyagokat igen elénydsen lehet hasznélni az
egyes analégok metabolizmusénak vizsgélata-
hoz.

Ugyancsak el6allitottuk a 9. pozicioban Ié-
v6 prolinrészben specifikusan jelzett GnRH-t
is. Ez esetben dehidro-L-prolint tartalma-
z6 szarmazékot készitettlink el, majd ezt az
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un. prekurzor pepiidet a mar ismertetett
maédon — tricium gazzal katalitikusan hid-
rogeneztik.

Visszatérve a GnRH lebomlas vizsgalatok-
ra, ez utdbbi modszerrel kapott 9. pozicioban
triciummal jelzett GnRH-val inkubaltunk hi-
pofizis szovetmintékat, ill. kultirédban tartott
hipofizis sejteket. Az inkubal&s utan nagy nyo-
mésu folyadékkromatografias (HPLC) maod-
szerrel analizaltuk a megfeleléen kezelt ele-
gyet. A vizsgalatok egyértelm(en azt mutat-
tdk, hogy az intakt hipofizis sejtek nem bont-
jak le a GnRH-t, tehat az véaltozatlanul kertl
ki a hipofizisb6l a periférids vérrendszerbe.
Hasonl6 eredményeket kaptunk intakt hipota-
lamusz sejtek (fotalis hipotalamusz sejtkultd-
ra) esetében is. Ezek az eredményeink lényegé-
ben azt a korabban széleskoriien elfogadott
nézetet dontotték meg, miszerint a hipotala-
musz, ill. a hipofizis szintjén torténé GnRH-
lebomlas a hormonszint, és igy a nemi m(iko-
dés hormonalis szabalyozasanak fontos, meg-
hatarozo része. Egyidejlileg egy japan kutato-
csoport kimutatta az ovulaciot megel6z6 né-
hany perces GnRH ,cslcs” megjelenését a
periférias vérkeringésben is. Mai nézetlink sze-
rint tehat a GnRH a hipofizisben nem bomlik
le, csupan a periférids vérben ,meghigul”,
ezért volt kordbban kimutathatatlan a meny-
nyisége. Végul — a legUjabb vizsgéalatok sze-
rint — a GnRH a vese tubulusaiban szenved
proteolitikus lebomlast, majd fragmensei, illet-
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ve aminosavak form@ajaban uril ki a szervezet-
b6l (25. &bra).

A 6. pozicioban triciummal jelzett fenilala-
nint tartalmaz6 GnRH-analéggal — amely
azonos az ,,Ovurelin”-nel — végeztik el az
anyag szoveti eloszlasdnak tanulméanyozasat

H9 LH
ml médium

25. dbra. A GnRH lebomlaséanak vizsgélata in vitro a) a bomlas
mértéke b) a GnRH U(tja a szervezetben
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10 dpm/g szdvet

Szervek
15 perc 60 perc 240 perc
Ma4j 17,7+4 26,316 6,2+2
Tudé 11,5+3 15,0+ 5 7,9+0,5
Vese 12,4+4 13,5+5 8,4+3
Lép 118+2 120+1 10,24
*Agy 2,7+2 3,0+3 2,0+1
Hipofizis 6,8+2 40=x1 29+1
Vastagbél 352 33+2 42+2
Vékonybél 8,4+3 135+4 56+2
Vazizom 09+1 22%2 18+ 1
Petefészek 18+1 21+1 16+1

* Hipofizis nélkl

26. dbra. A radioaktivitas eloszlasa nyulak kiilonb6z6 szervei-
ben 3H-ovurelin adagolésa utan. (150 kBg/allat, intravénasan)

(26. &bra). Intravénés adas esetén a radioakti-
vitds legmagasabb értékeit a maj-, a vese-, a
tido, illetve a vékonybél faldban talaltuk. A
hipofizis/agy radioaktivitas ardny a beadas el-
s6 két orajaban 1,8—2,0 kozott volt. A jelzett
anyag — feltehetéen a metabolitok — Kilrilé-
se 72 Ora alatt tobb, mint 50%-0s volt (27.
abra).

A tdvozé metabolitok szerkezetére a kilon-
b6z6 aminosavrészben jelzett GnRH-anal6-
gok lebomlasanak vizsgalatabdl vonhatunk le
kdvetkeztetéseket.

A gonadotropin releasing hormon hatdsme-
chanizmusanak jobb megértéséhez igen nagy
segitséget jelenthet az izolalt és tiszta allapot-
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Kumulativ kilrilés a doézis szazalékaban

1d6 (6ra)
Vizelet Széklet
6 24,0+12 0
24 36,0+17 0,7+0,4
48 43,3+18 72+3,4
72 454 +18 9,0+3,8
Ketrec moséfolyadék (72 6ra alatt) 16

27. dbra. A radioaktivitas kitiriilése 3H-ovurelinnel kezelt nyu-
lakbél (300 kBg/allat, intravénasan)

ban hozzaférhet6 GnRH-receptor. A receptor-
hoz val6 kot6dés jellemz8inek pontosabb is-
merete rendkivil hasznos lehet tovabbi Gj, még
hatékonyabb anal6gok tervezéséhez, illetve
eléallitdsdhoz.

Az ilyen jelleg(i vizsgalatok szaméra alkal-
masnak igérkezik a fotoaffinitasi jelzési mod-
szer. Ennek a mddszernek a Iényege, hogy egy
fotoreaktiv csoportot tartalmazo6 analdgot in-
tenziv fényexpozicioval kovalensen kotiunk a
receptorhoz. E célra el6allitottuk mind az ago-
nista, mind az antagonista GnRH-analégok
néhany fotoreaktiv szarmazékat, azzal a szan-
dékkal, hogy ezek segitségével megkiséreljik a
receptor izolalasat (28. abra). Az igy eléallitott
és az abréan is lathatd fotoreaktiv szarmazék-
kal sotétben inkubaltuk a hipofizis sejtkultu-
rat, majd bizonyos idd elteltével UV-fénnyel
besugaroztuk. Természetesen a vakprébat is
azonos modon készitettik el, csak a besugar-
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28. abra. Fotoreaktiv GnRH-szarmazék el6allitasa és kotése a
receptorhoz

LH, /jg/mt

29. 4bra. Fotoreaktiv GnRFl-analég hatasa hipofizis-sejtkulti-
raban
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zast hagytuk el. Az LH felszabadulast a médi-
umokban RIA-val hataroztuk meg.

Miutan a 10”8 M NAPS-szarmazékkal in-
kubalt, de nem besugarzott mintdb6l mosassal
a nem kovalensen kot6étt hormont teljesen el-
tavolitottuk (dark kontroll), az LH felszaba-
duldst nem mutatott. Abban az esetben vi-
szont, amikor hipofizis sejtek jelenlétében a
10'8 M [D-Lys (NAPS)6]-GnRH-etilamidot
fotolizisnek vetettik ala, az LH felszabadulas
a maximdlis tartomanyban jelentkezett. A
vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a kovalen-
sen kotott hormon LH kibocsatasra gyakorolt
hatasa do6zisfliggd (29. abra).

A fentiek alapjan egyértelm(en feltételezhe-
t6 volt, hogy a hormon és a receptor sikeres,
kovalens 6sszekapcsolasa alkalmas lehet a re-
ceptor izol&ldsara, ami azota meg is tortént,
részint ezeknek az eredményeknek a folytata-
saként, részint egyéb moddszerek segitségével.
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