Teplan Istvan
az MTA rendes tagja

ANTITUMOR
AKTIVITASU PEPTIDEK

Daganatellenes peptidmolekulak kifejlesztése és vizsgalata.
Remenyek - realitasok

Elhangzott 1998. méarcius 17-én

hipotalamikus eredet( releasing hormonok felfedezése, izolalasa, szerke-
Azetigazolésa, szintézise, amely az 1960-as évek végére, az 1970-es évek
elejére tehetd, és elsésorban A. V. Schally nevéhez fiz6dik, egy hatalmas, igen
széles spektrumu kutatasi teriiletnek teremtette meg az alapjait. A releasing
hormonok koézil is kiemelkedd jelent6séggel bir a gonadotropin hormonok
releasing hormonja, a GnRH:

A human GnRH szekvenciaja
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Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH?2

i. dbra. A GnRH 10 aminosavhol 4ll6 dekapeptid. A GnRH luteinizal6
ésfollikulusz-stimulalé (LH és FSH) hormonokat szabaditfel, melyek szaporodas-
biolégiaifolyamatokat szabalyoznak
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A GnRH agonista és antagonista analdgjaitél a szaporodasbiolégia néhany
nehezen kezelhetd probléméajanak megoldasat remélték és reméltiik mi is. Ett6l
a reménytél indittatva kezd6dott el a vilag szdmos laboratériuméban - igy az
altalam vezetett laboratdriumban is - a minél jobb hatasd agonista, an.
szuperaktiv, illetve antagonista, Un. inhibitor analdgok el6allitasa, vizsgalata,
aminek eredményeként szazaval késziltek el ajobbnaljobb hormon-anal6gok.

Az altalunk készitett ésvizsgalt GnRH-agonistakrol a levelezé tagsdgomhoz
kapcsolédo székfoglalom sordn szamoltam be.

Ezeket a nagy hatékonysagd GnRH analdgokat az em18s6k és a haszonalla-
tok terméketlenségével dsszefliggd problémék, anomaliak kezelése érdekében
fejlesztettik ki. F6 szempontunk aklinikai vagy allatgydgyaszati alkalmazasba
torténd bevezetés el@segitése volt.

Az LH-felszabaduléas deszenzitizacidja GnR H hatasara
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Mol. Cell Endocrinol, 30 (1983) 109-120

2. dbra. A GnRH tartésan nagy koncentraciéban adagolva kevesebb LH - és FSH-
hormont szabaditfel, mint egyszeri adagolast kévet6en kis koncentracioban

Természetesen a gyakorlati alkalmazast megel6z6en tisztazni kellett azt a
mechanizmust, amelyen keresztil ezek az anyagok kifejtik hatasukat.
Ennek soran mar az els6 megfigyelések az agyalapi mirigy receptorai
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mind in vitro, mind in vivo kisérletekben azt a paradox jelenséget tapasztaltuk,
hogy a GnRH nagyobb koncentracioban és tartdsan adagolva kevesebb LH-hormont
szabaditfel, mint kisebb koncentracioban. Ez a megfigyelésiink dsszhangban van
azzal a korabbi felismeréssel, hogy a GnRH nem folyamatosan, hanem ritmi-
kusan, pulzativ modon szabadul fel a hipotalamuszbol. Az igy felszabadulé
GnRH szabalyozza a reprodukcios folyamatokat - t6bbek k6zdtt a gonadalis
szteroidogenezist és a gametogenezist - a hipofizishdl felszabadul6 gonado-
trop hormonokon keresztil.

A GnRH-szdrmazékok masik csoportjat, az antagonista hatasi anal6gok
egész sorat mi elsésorban az ovulacio gatlasara fejlesztettik ki. Ezek az el§z6-
t6l gyOkeresen eltér6 mechanizmus szerint fejtik ki hatasukat: nem névelik,
hanem kifejezetten gatoljak a hipofizis gonadotrop hormonjainak, az LH-nak
és FSH-nak felszabadulasat. Az alabbi tablazat mutatja be néhany altalunk elg-
allitott, kiemelkedd antagonista analog szerkezetét és ovulacié-gatlo hatasat.3

GnRH-inhibitorok szerkezete és antiovulaciés hatasa

OVULACIO-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 GATLAs (i) Kéd
Glp- DPhe- Phe- Ser- Tyr- DPhe- Leu- Arg- Pro- Gly- NH2 1000
DPhc-  DTrp- DPhe- 1000
DGlp- DCpa- DTrp- DPhe- 120
AcDCpa- DCpa- DTrp- DPhe- 50
AcDCpa- DCpa- DTrp- DPhe- DAla-NH2 10
AcDCpa- DCpa-  DTrp- DLys - DAla-NH2 8
AcDNal-  DCpa-  DTrp- DArg- DAla-NH2 1
AcDTrp-  DCpa- DTrp- DLys- DAla-NH2 2 MI-1544
AcDNal- DCpa- DTrp- DCit- DAla-NH2 3 SB-30
AcDNal-  DCpa-  DPal - DCit- DAla-NH2 . SB-75

B. B. R. C, 100 (1981) 915., Peptides, 3 (1982) 969., Ettdocrinology, 110 (1982) 1445.,
Peptides, 4 (1983) 149., B. B.R. C, 118 (1984) 35\.,PNAS, 85 (1988) 1637.

3. dbra. A GnRH-analégokkal gatolni lehet az LH - és FSH-hormonokfelszabadu-
lasat; az agonista analdgok tartds adagolasa lecsokkenti a GnRH-receptorok szamat;
az antagonista analégok gétoljak a nativ GnRH receptorkdt6dését
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A GnRH-agonistak és -antagonistak eddig felderitett gatlo hatasanak me-
chanizmusa réviden a kovetkez6: az agonista analdgok tartés adagolasa csokkenti a
GnRH-receptorok szamat - mintegy deszenzitizalja azokat — aminek kdvetkeztében
csokken a gonadotropinok felszabaduldsa. Ezzel ellentétben az antagonista analdgok
szintén er6sen kotédnek a hipofizis receptoraihoz, és mint kompetitiv inhibititorokgatol-
jak a természetes eredet(i GnRH kot6dését, ezaltal az LH és FSH szekréciojat.

Az elmondottakbol kovetkezik, hogy mind szuperaktiv, mind antagonista
hatasu analdggal el lehet érni az ovulacié gatlasat, hisz mindkét mechanizmus
eredménye a szteroidszint csokkenéséhez vezet, aminek eredményeként az ovulacio
nem kovetkezik be.

Azonban amig az antagonistak a gonadm(ik6dés direkt és azonnali csdkke-
nésétidézik eld, addig az agonistak elgszor a stimulus kdvetkeztében egy gyors
LH- és FSH-felszabadulast okoznak, és csak ezutan jelentkezik a deszenziti-
zacio, aminek kovetkezménye a szteroidszekrécié csokkenése.

Ezek a felismerések idézték el6 azt a paradigmavaltdst a GnRH-, illetve
GnRH-analdgok (agonistak-antagonistak) kutatasaban, amely az 1980-as évek
elejére tehetd, és szintén Schally nevéhez fiz8dik. Ez az U] elképzelés abbdl a
logikabdl indul ki, hogy az ilyen mértékii szteroidszint-csokkenés hatassal lehet a
hormondependens tumorokra, és befolyasolhatja azok novekedését. Ezt az elképzelést
mar az elsé kisérleteink is igazoltak.

A GnRH-anal6gok ilyen célra torténd alkalmazasa azt a lehet8séget isjelez-
te, hogy az irreverzibilis kasztraciot is magaba foglal6 eljarasokkal ellentétben a
hormonszint ezekkel az anyagokkal tértén6 atmeneti, drasztikus csokkentése
visszafordithaté folyamat, vagyis a kezelés befejeztével az ovarium mikddése
helyreall, és elkeriilhetd a m(itéti trauma és a mellékhatasok tobbsége. Mind-
ezek és az adagolas viszonylagos egyszer(isége a GnRH-analégok széles kor(
alkalmazasat igérte.

Miutén sajat korabbi szintetikus munkainkbol adodéan kiemelked6 hatasu
GnRH-agonista és -antagonista analégokkal egyarant rendelkeztiink, kézen-
fekvdnek tint, hogy megvizsgaljuk ezek antitumor aktivitasat. Ez az 1980-as
évek végén azért volt idészer(i, mert tobb nagy gydgyszergyar is - igaz, hogy
nem magyar - kifejlesztett olyan szuperaktiv és relative hosszan tartd hatasu
GnRH-analdgokat, amelyek a hormonalis kasztracié révén eredményesen
hasznalhatok voltak em18-, ovarium- és prosztatatumorok kezelésére. Az élta-
lunk ezekkel egy idében kifejlesztett és szabadalmaztatott, hasonlo bioldgiai
aktivitassal rendelkez6 szuperaktiv GnRH-analégok - az OVURELIN-nek
nevezett termékcsalad tagjai —sajnos a kézismert hazai nehézségek és nehéz-
kességek miatt nemjutottak el aklinikai kiprobaléasig. A kévetkez6 abra az alta-
lunk kifejlesztett molekuldkat mutatja be.
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OVURELIN ®
Glp - His - Trp - Ser - Tyr - D-Phe - Leu -Arg - Pro - NH - Et

Hung Pat., No.: 185535

OVURELIN-C ®
Glp - His - Trp - Ser - Tyr - D-Cpa - Leu - Arg- Pro - NH - Et

usa pat., No. 4552 864

4. dbra. Az OVURELIN hatéanyagot allatgyogyaszati célra 1986 dtaforgalmazza
a Reanal Rt. Finomvegyszergyar

Bar az OVURELIN néven szabadalmaztatott egyik analégunkat a Reanal
Rt. Finomvegyszergyar allatgyogyaszati készitményeként a mai napig forgal-
mazza, a humén gyogyszerfejlesztésre kijeldlt analdgjaink tovébbi kutatdsa
néhany reményteljes eredmény utan elakadt. Tortént ez annak ellenére, hogy
vizsgalataink egyértelmden bizonyitottdk az OVURELIN jelentds tumorgatlo
hatasat, amely megegyezett az ismert szuperaktiv analégok hatasaval a human
emlétumor sejtvonalakon in vitro kérilmények kozott. Triciummal jelzett
OVURELIN segitségével - egésztest-autoradiografias modszerrel - sikerilt kimutat-
nunk azt is, hogy ajelzett OVURELIN jelent6senfelddsul a tumorszdvetben, és hogy
bizonyos tumorsejteken specifikus GnRH-két6helyek vannak, melyekhez mind az ago-
nistdk, mind az antagonistak kot6dnek.

Ugyanakkor in vivo kisérletekben az Orszagos Onkolégiai Intézetben dol-
gozo egyuttm(ikod6 partnereink a kdvetkez6 nagyon érdekes eredményre
jutottak. Amig az ismert és forgalomban Iév8, hosszan tartdé hatast agonista
GnRH-analdgok (pl. Zoladex, Decapeptyl) ugynevezett depokészitmény for-
majaban xenograftos egereknél a kezdeti tumorndvekedést kdvetéen draszti-
kusan csdkkentették a tumorok sulyat, addig az OVURELIN és mas agonista
analogok - beleértve az el6bbieket is - nem depd form&ban még napi kétszeri
adagolas esetén se mutattak érdemleges tumorgatlé hatast. Ez a felismerés ira-
nyitotta figyelminket olyan megoldasok keresése felé, amelyek a mi analég-

5



Teplan Istuan

jaink szamara is biztositjak atartésan magas koncentraciot. Sikerilt azt is meg-
allapitanunk, hogy mind a szteroid dependens, mind a szteroid independens
tumoros sejtvonalak, valamint a xenograftok membranfrakcioi GnRH-speci-
fikus kot6hellyel rendelkeznek, és minden bizonnyal e két6helyen keresztiil
kovetkezik be a tumorndvekedés gatlasa. Ez utdbbi feltételezésiinket az a
kisérleti eredményink is alatdmasztja, hogy atriciummaljelzett, agonista tipu-
st OVURELIN ezekhez atumorsejtekhezjelent6s mértékben kétédik, amit a
kovetkez06 tablazat adatai is megerdsitenek:

Disszociacios (H)OVURELIN
konstans kotékapacitas
(K10 M) (pmol/mg protein)
MCF—7 sejtszuszpenzid 36,48 3,95
MDA-MB-231 sejtszuszpenzio 37,12 4,62
MCF-7 xenograft membranfrakcio 30,22 3,56
MDA-MB-231 xenograft membranfrakcio 30,12 4,23

J. Steroid Biochem Mokc. Bioi., 38,119 (1996)

5. &bra. Bizonyos tumorsejteken specifikus két6helyek vannak, amelyekhez az agonista
és az antagonista tipusi GnRH-analdgok kétédnek. - Az OVURELIN jelent6sen
feldUsul ezekben a tumorszdvetekben

Az OVURELIN mellett a mésik, szintén tumorellenes hatasra kifejlesztett
GnRH-analégunk érdekes mddon a csirke-GnRH egyik szarmazéka volt. E
fejlesztésnek az volt az el6zménye, hogy az 1980-as évek kdzepén nagyszamu

A FOLLIGEN kémiai szintézise

BOC-His(Dnp)OH
BOC-His(Dnp)OH + H-Trp-OMe

BOC-His(Dnp)-Trp-OMe Z-Pro-ONp + NHEt
Glp-OH + H-His(Dnp)-Trp-OMe Z-Pro-NH-Et
Glp-His(Dnp)-Trp-OMe BOC-Ser-OH + H-Tyr-OMe BOC-GIn-ONp + H-Pro-NH-Et
Glp-His-Trp-OMe BOC-Ser-Tyr-OMe Z-Leu-OPcp + H-GIn-Pro-NH-Et
Glp-His-Trp-N3 + H-Ser-Tyr-OMe Z-Leu-GlIn-Pro-NH-Et
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-OMe BOC-DPhe-OPcp+H-Leu-GIn-Pro-NH-Et
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-N2H3 BOC-DPhe-Leu-GIn-Pro-NH-Et
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-N3 + H-DPhe-Leu-GIn-Pro-NH-Et

Glp - His - Trp - Ser - Tyr - DPhe - Leu - Gin - Pro - NHEt
1 2 3 4 5 6 7 8 9

6ja dbra
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Glp - His - Trp - Ser- Tyr-Gly - Leu -Arg - Pro -Gly -NH2

OVURELIN:
Glp - His - Trp -Ser - Tyr - D-Phe-—-- Leu -Arg - Pro - NH - Et

BUSERELIN:
Glp - His - Trp - Ser - Tyr - D-Ser(tBu) - Leu - Arg - Pro - NH - Et

ZOLADEX:
Glp - His - Trp - Ser - Tyr - D-Ser(tBu) - Leu - Arg - Pro - AzaGly -NH2

FOLLIGEN:
Glp - His - Trp -Ser -Tyr - D-Phe------- Leu - Gin - Pro- NH - Et

6/b dbra

Uj GnRH-analogot allitottunk el§, amelyek molekulatervezésében az ez id6
tajt ismertté valt csirke- és lazac-GnRH-szerkezetét, valamint az eml6s
szuperaktiv GnRH-analogok eléallitasanal bevalt kombinaciokat alkalmaztuk.
Ezek alapjan tovabbfejlesztésre kivalasztott leghatékonyabb tumorgatlé hatasu
GnRH-analégunkat FOLLIGEN néven szabadalmaztattuk, amelynek a szer-
kezetét a 6. abra mutatja be.

A FOLLIGEN els6 vizsgalatai is mar igen jelentés tumorgatld hatéasrol
tandskodtak. A 7. &bra két agonista analég mellettaFOLLIGEN invivétumor-
térfogatra kifejtett gatlé hatasat tlinteti fel.

A részletes vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy aFOLLIGEN patkanyokban
dimetil-benzantracén (DMBA) altal indukalt eml6tumorokon gyakorlatilag
azonos mértéki tumorgatlastvaltott ki, mint az IC1 klinikai gyakorlatban 1évé,
ZOLADEX nevii készitménye: nevezetesen atumor térfogatanak 90-95%-0s
csOkkenését. Azonban amig ez utébbi mellékhatasként hormonalis kasztraciot
és az ovarium mikddésének teljes gatlasat eredményezte, addig a FOLLI-
GEN-kezelés egyaltalan nem gatolta az ovarialis miikédést, és nem okozott
kémiai kasztraciét sem. Mindez a két molekula kiilonb6z6 hatdésmechanizmu-
satjelzi, ami érthet6en a kiilénb6z6 kémiai szerkezethdl adodik.

A tumorgatlassal parhuzamosan kezdtiink el foglalkozni az onkogén transz-
formacioban meghatarozo szerepet jatszo tirozin-kinaz enzim hatdsmecha-
nizmusanak vizsgalataval, kiilénb6z6 peptidszubsztratok, inhibitorok, ill.
antigén determinansok tervezésével és szintézisével. Ennek a témanak ajelen-
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A FOLLIGEN hatasa a DMBA altal indukalt
eml8tumorok térfogatara

7. dra. A FOLLIGEN?Y nemgaltolja az ovarialis miikodést, nem okoz kémiai
kasztrécict, jelentsen gatolja az eml6tumorok ndvekedését

t6ségét az adja, hogy az eddig ismert onkogének kdzel fele tirozin-kinaz enzi-
met kodol, de emellett andvekedési faktor receptorok és az inzulin receptor is
tirozin-kinaz, vagyis a tirozin-kinaz tipust enzim. Ezen molekulak alapvet6
fontos célmolekulai.

Antitumor peptidjeink hatasmechanizmusat vizsgalva fedeztiik fel, hogy
szamos emld-, prosztata- és vastagbéltumor-sejtvonal rendelkezik jelentds
tirozin-kinaz-aktivitassal, és ez az aktivitas peptidhormonokkal kedvez irany-
ban befolyasolhato. igy példaul aFOLLIGEN és egy masik, forgalomban levd
GnRH-agonista, a BUSERELIN is gatolja az MDA-MB-231 eml8tumor-
sejtvonal tirozin-kinaz-aktivitasat.

Erdekesnek talaltuk azonban, hogy ez a tirozin-kinaz-gatlé hatas nem fel-
tétlendl jart egyltt a tumorsejtek osztédasanak gatlasaval, ugyanis a FOLLI-
GEN a tirozin-kinaz-aktivitasat csak kisebb mértékben csokkentette, mint a
BUSERELIN (8. 4bra), ugyanakkor viszont a lecsékkent GnRH-hatasu
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A FOLLIGEN hatasa a tirozin-kinaz enzim aktivitasara
MDA-MB-231 huméan eml6tumor-sejtvonalon

felvett P-32/mg protein/perc

0.2 -

0 5°ml 20Mg/ml 20 pg/ml

m KONTROLL BEBFOLLIGEN O BUSERELIN

Tumor Biology, 12 (1991) 61-67.

8. dra. A FOLLIGEN®ésaBUSERELIN gatoljaaz MDA-MB-231
eml&tumor-sejtvonal tirozin-kinaz-aktivitasat

FOLLIGEN a sejtosztodast hatékonyabban gatolta, mint a BUSERELIN.
Emellett azt is kimutattuk, hogy a FOLLIGEN és a BUSERELIN is hat a
protein-kinaz C enzim aktivitasara. A total enzimaktivitast ezek a hormonok
ugyan nem valtoztatjdk meg, de jelentds mérték(i enzimaktivitas-eltolodast
okoznak a citoszolbdl a membréanba.

A 9. abrabol lathatd, hogy a protein-kinaz C aktivitasat a FOLLIGEN joval
jelent6sebb mértékben befolyasolta, mintaBUSERELIN, és hasonlo kiilénb-
séget talaltunk a foszfolipid-atalakulas stimulalasaban is. Eredményeink egyér-
telm(en bizonyitani latszanak azt a tényt, hogy a FOLLIGEN tumorellenes
hatdsmechanizmusa jelent&sen eltér aforgalomban lev6 és ismert szuperaktiv GnRH -
analdgokétol nemcsak in vitro, hanem in vivo kérilmények kozott is.

Korabbi vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a szuperaktiv GnRH-
analogok peptidlancéban a 6-os helyzet(i D-konfiguracioji aminosavak el6-
nyosen helyettesithet6k olyan /5-aszpartil szerkezeti résszel, melyek kiilénbo-
z0 tipusu csoportokat tartalmaznak az a-karboxil csoportjukon. Az emlitett
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AFOLLIGEN és aBUSERELIN hatéasa a protein-kinaz C
enzim mikodésére MDA-MB 231 sejtekben

felvett P-32/mg protein/perc

0 CITOSOL O MEMBRAN

Tumor Biology, 12 (1991) 61-67.

9. dra. A FOLLIGEN tumorellenes hatasanak mechanizmusajelentésen eltér
az ismert szuperaktiv GnRH-anal6gok hatdsmechanizmusatdl

[3-aszpartil szdrmazékoknak és a D-aminosavaknak - példaul a BUSERELIN

van, mint az a 10. abran lathaté.

10. 4bra
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Ennek alapjan varhaté volt, hogy abioldgiai aktivitashoz szlikséges konfor-
maciodt- nevezetesen egy/?-turnt- ezzel aszerkezeti megoldassal is lehet stabi-
lizalni. E felismerésink alapjan magatél adodott az a gondolat, hogy a
FOLLIGEN sajatos szerkezetéb6l fakado el6nyodket, vagyis a kis LH-release
mellettjelentkez6 jelentds tumorndvekedést gatlo, valamint antiproliferaciés
hatast a /S-aszpartil szubsztiticioval kombinalva minimalis endokrin, ugyan-
akkor tumorgéatld hatasi GnRH-analdgot allitsunk el6. A igy el6allitott,
TH-332 jellel ellatott, tumorgatlo vegyiiletiink képlete a 11. dbran lathato.

EMLOS GnRH:
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2
CSIRKE GnRH:
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu- Gin-Pro-Gly-NH?2
TH-332:

Glp-His-Trp-Ser-Tyr- BAsp(DEA)-Leu-GlIn-Pro-Gly-NH?2

11. abra. A TH-332-analdg hatékonyan gatolja a human prosztata-tumorsejtek
proliferaciojat, és apoptozist indukal

Ez az analogunk - aPOTE Anatémiai Intézetében dolgozo egyiittm(ikodé
partnereink altal elvégzett, an. szuperfizios in vitro kisérletekben az eml&s-
GnRH-hoz képest elhanyagolhaté mérték( endokrin aktivitast fejt ki, és in
vivG kisérletekben sem befolyasolja a patkanyok ovaridlis ciklusat. Masrészt
viszont- mint mar emlitettem - tumoros sejtvonalon atriciummaljelzett ana-
I6ggal végzett kisérleteink sordn specifikus GnRH-kdt6helyeket talaltunk,
ezértvarhaté volt aTH-332 analdg antitumor aktivitasa is. Az in vitro vizsgéala-
tok soran valéban ki is deriilt, hogy a TH-332 analéggétolja a human prosztata-
tumorsejtek proliferacidjat, ésjelent6s mértékd apoptozist (programozott sejthalalt) okoz.

Az agonista analdgok mellett az antagonista analdgokra is Kiterjesztettik
vizsgalatainkat, amelyek - mint arrél mar korabban sz6 volt - a gonadotropin
nést okoznak. Ennek keretében tanulmanyoztuk a mar ismertetett, nagy hata-
s ovulaciégéatlé antagonistanak, az M1-1544 jell analégunknak a kot6deési
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sajatossagait, és azt tapasztaltuk, hogy a mar szintén bemutatott GnRH
agonista OVURELIN és az antagonista M 1-1544 egyforman két6dik az
MCF-7 és MDA-MB-231 sejtvonalakhoz, és a két kiilonb6z6 GnRH-analég
ugyanahhoz areceptorhoz kotédik.

A TH-332 agonista, valamint az M 1-1544 antagonista analdggal szerzett
tapasztalataink alapjan az L-/3-aszpartil-(a-dietilamid) és a 8-glutamin-cso-
portokat az M 1-1544 analdg szerkezetébe is beépitettiik. Mivel id6kdzben mar
ismertté valt a konjugatumok el6nyds, megndvekedett tumorgatlé hatésa,
ezért és a fenti szubsztiticiok miatt olyan analdg szintézisét kellett megtervez-
ni és megvaldsitani, amelyben a 5-Tyr aminosavat L-lizinnel helyettesitettik.
Ezzel megteremtettiik ahordoz6hoz valo kotés lehetdségét, és igyjutottunk el
az M1-1892 jell analdghoz (12. abra).

MI-1544:

Ac-DTrp-DCpa-DTrp-Ser-Tyr4OLys-Leu-Arg-Pro-DAla-NH?2

MI1-1892:

Ac-DTrp-DCpa-DTrp-Ser-Lys-L-B-Asp(DEA)-Leu-GIn-Pro-DAla-NFb
siowed. pepi. prot, 2 (199.6) 33-40.

12. &bra. Az MI1-1544 analég gatolja az ovul&cidt és a daganatsejtek proliferaciojat

Az M 1-1892jel(i analégunk egészen nagy dozisban - in vitro szuperflzids
vizsgalatokban - gatolja ugyan ahuman GnRH LH-releasing hatasat, azonban
az in vivo kisérletekben az antagonistak hatasos dézisanak hiszszorosaban sem
gatolja az ovulécidt. Ugyanakkor viszont ez a viszonylag gyenge antagonista
GnRH-analog jelentds telepképz6dés- és proliferacié-gatlé hatassal rendel-
kezik.

In vivo kisérletekben pedig a szteroid independens xenograftot visel§ ege-
reknél naponta kétszeri kezelés mellett tobb mint 30%-0s tumorndvekedés-
gatlast eredményezett (13. abra).
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AZ MI1-1892 ANALOG TUMORGATLO HATASA

Dozis
IpM 30pM  50pM
MCF-7 80 340 382

telepképzddés
MDA-MB-231 3545 405 36.0
telepképzbdés
MCF-7 217 268 350
proliferaciogatlas
MDA-MB-231 155 205 350
proliferaciogatlas
Biomed. Pepi. Prot., 2 (1996) 33-40.
J. SteroidBiochem. Molec. Bioi., 34 (1991) 119-126.

13. abra. Az M 1-1892 analég nem gatolja az ovulaciot, dejelent6sen gatolja
a tumorsejtek telepképzédését és proliferaciojat

Az amerikai Omahai Creighton Egyetem kutatoival egyuttmikodve kezdtik

el vizsgalni az orséhalbol izolalt releasing hormon, a GnRH-I111 bioldgiai tulaj-
donsagait, ennek az emI8s-GnRH-t6l eltérd szerkezetét mutatja a 14. dbra.

HUMAN GnRH:

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH?2

ORSOHAL (LAMPREY) GnRH-III:

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH?2

14. &dbra. A GnRH-I111 nem gatolja az ovulaciét, ugyanakkorjelentésen gatolja
a tumorsejtek telepképzédését és proliferaciojat

13



Teplan Istuan

GnRH analégok sejtproliferacié gatlé hatasa 50 pM dézisban:

Sejtszam %

m KONTROLL = SB-30 *MI-1544 O GnRH-1II

us pal., 5593 965

15. dbra. A GnRH-I11 a legjobb antagonista analdgokkal azonos mértékben gatolja
a human eml6tumor sejtek telepképz6 képességét

A GnRH-III tartés és nagy ddzisu kezelés esetén nem befolyésolja a patka-
nyok ovarialis ciklusat, és nem okoz kémiai kasztraciét sem, ugyanakkora legjobb
antagonista analogokkal azonos mértékben gatolja a human eml6tumor-sejtvonalak telep-
képzédését, ésjelentds mértékdi sejtproliferacio-gatlo hatassal is rendelkezik (15. abra).

Ebbdl arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a GnRH-I11 nagyhatasu, termé-
szetes eredet(], szelektiu tumorgatld hormon, amelyfelismerésiinket kdzos magyar-ameri-
kai szabadalommal védtik.

A GnRH-Illjelentds tumorellenes hatasat azért tartottuk és tartjuk még ma
is nagyon figyelemreméltonak, mertaGnRH-I1l csupa természetes L-amino-
savbol épil fel, ellentétben az antagonista analégokkal, melyek esetenként 4-5,
atermeészetben el nem forduld D-aminosavat is tartalmaznak, melyek meta-
bolizmusa még felderitetlen.

Mint a 14. &brén lathatd volt, a GnRH-I11 szerkezete ahumén GnRH szer-
kezetét6l a lanc kozepén 1évd 4 aminosav-részben tér el, igy talanjogosan felté-
teleztiik, hogy avegyiletjelentds tumorellenes aktivitasa ehhez a szerkezeti
részhez kothetd, és ez az az ok, amiért e szekvenciarészletnek ajelent6ségét
tucatnyi analég el6allitasaval és vizsgalataval probaltuk meg tisztazni. A nativ
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GnRH analdgok hatasa
tumorsejtek telepképzé képességére

Analégok sejtvonalak

MCF-7  MDA-MB-231 Ishikawa PC3 LNCaP
1. Lyi-/GnRH-III 0 0 0 0 0
2. [LysCtf-Fmocjf-/GnRH-I111 - - - -
3. Lysscyclo[As6,Ly~]-/GNRH-111  +++ ++ + +
4. cyclo[AsftLy?]-/GnRH-III 4+ ++ + + -
5. Lys4[Lys(>f-Fmoc)f-/GnRH-11l  +++ +++ ++ + -
6. Lys4/GnRH-111
7. [Lys(rf-Ac);f-/GnRH-111 -H+ +++ + +
8. Glu6-/GnRH-111 +++ ++ 0 +
9. Phe7-/GnRH-I11 ++ ++ - -
10. [TrpiFor)}57, APro%-/GnRH-I11 ~ +++ +++ ++ +
11. /GNRH-111-(1-9)-EA ++ ++ + ++
12. D-Alal3/GnRH-111 0 + 0 0 -
13. Ac-D-Trfi D-Alal0-/GnRH-I111 + 0 + _ +
14. [Trp(For)f7 [3H-Prof-/GnRH-II1 - - - - -
15. Asu6-/GnRH-111[30] + - - - ++
16. APro%-/GnRH-I111 +++ +++ ++ + +++
IGnRH-111 +++ +++ + ++ +++
Decapeptyl -H- . + +

0: hatastalan (0-10%), +: gyenge (11-20%), ++: kézepes (21-30%), +++: er6s (>3096)
J. Med. chem., 40 (1997) 3353.

16. abra. Megallapitasaink: a 6-Asp és 8-Lys aminosavak kozétt ionos kapcsolat van;
a 7-Trp indolcsoportja hidrogénhid-kétésben vesz részt;
a 6-Glu analog specifikus tumorgatlo hatasssal rendelkezik; a C-terminalis etilamid
nem rontja le a bioldgiai hatast; a 6-0s és 8-as aminosavak oldallancainak ciklizalasa
enzimrezisztens analégot eredményezett

molekula szisztematikus valtoztatasaval szintetizalt analogjaink szerkezete és
tumorellenes hatasa a 16. abran lathato.

A tablazatban feltlintetett vegyliletek szerkezetbiologiai hatasésszefliggésé-
nek elemzése tobb érdekes felismeréshez vezetett, melyek részletes targyalasa-
ba most nem mennék bele, csak néhany érdekességet emelnék ki:

—Megallapitottuk, hogy a 6-Asp és 8-Lys aminosavak kdz6tt ionos kélcson-
hatas kdvetkeztében egy ,,s6hid” alakul ki, amely stabilizaljaa GnRH-I111 kon-
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forméacidjat, ésez, valaminta GnRH-I11primer struktiraja idézhetiel6akiemelke-
d6 antitumor-aktivitast.

- Megallapitottuk tovabba, hogy a 7-es helyzetii triptofan nem helyettesit-
het6 mas aminosawal, pl. fenil-alaninnal, mert feltehet6en a triptofan indol-
csoportja hidrogénhid-kotés kialakitasaval hozzajarul a kot6déshez.

- lIgen érdekesnek tartjuk, hogy az 6-Asp-analéghoz képest a 6-Glu-
GnRH-I11 analég eml&tumoros sejtvonalakon megtartotta a hatasat, de mas
sejtvonalakon csdkkent a tumorellenes hatasa, ily modon az eml6tumor-sejt-
vonalakra specifikus analoghoz jutottunk.

- Mivel a GnRH-analdgok a szervezetben viszonylag gyorsan lebomlanak,
ezért tobb, enzimatikus hatasoknak ellenallobb szerkezet(i analogot allitottunk
el6. Ezek kozil kett6 (4.,11. analdg) tumorndvekedés gatlo aktivitdsa meg-
egyezett a nativ GnRH-I11-aktivitassal.

Mint mar kordbban emlitettem, a GnRH-anal6gok csak tartosan magas
hormonszint biztositasa mellett - példaul depdformulédzas esetén - fejtenek ki
jelentés tumorellenes hatast. Az M1-1544 szerencsés analognak bizonyult eb-

Az elagazé lancu AcEak-peptid konjugatum sematikus képlete

J. CancerRes. Clin. Oncol., 20 (1994) 578.

17. é&bra. A biodegradabilis peptid-polimer konjugatum 2-3-szor nagyobb tumorgéatlé
hatassal rendelkezik, mint az M 1-1544 pepiid, illetve apolimer hordozd
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b6i aszempontbdl, mert a6-0s helyzet( lizin aminocsoportjan és egy megfele-
16, an. spaceren keresztiil polimer hordozohoz kéthetd. Ett61 akonjugatumtol
azt vartuk, hogy a polimerrdl lassan leszakadva, tartésan magas koncentraciot,
Ugynevezett long acting hatast biztosit, mivel a konjugatum megnéveli a hor-
monmolekula enzimatikus stabilitasat is.

Els6ként egy biodegradabilis poli-lizin gerinci polipeptidhez mint hordozo
molekuldhoz az ELTE Peptidkémiai Kutatdcsoportjaval egyuttm(kddve egy
kozbensd tetrapeptiden keresztil a leghatékonyabb GnRH-antagonista M-
1544 analdgunkat kapcsoltuk, amit a sematikus 17. dbra szemléltet.

Ezzel apolimerrel végzett kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy mig a poli-
mer hordoz6 énmagaban csak kb. 15%-o0s, addig a konjugatum 45-50%-0s tumorgatld
hatast mutatott in vitro. Ezt illusztralja a 18. abra.

GnRH-analogok telepképzésgatld hatasa
MCF-7 emberi eml6daganat-sejteken

Sejtszam %

J. Cancer Res. Clin. Oncol., 20 (1994) 578.

18. dbra. Az M1-1544 anal6gpolimer konjugatuma 50%-0s telepképzésgatlé hatassal
rendelkezik in vitro

Tovabba in vivo kisérletekben sikerilt kimutatnunk, hogy mig az antagonista
dekapeptid analég 6nmagaban napi kétszeri adagolas mellett is csak 30%-kal csokkentette
a tumorndvekedést, addig a konjugatum napi egyszeri adagolas mellett is 70%-ban -
tehat igenjelentd's mértékben - gatolta a tumortétfogat spontan névekedését. E z lathato a
19. &bréan.
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19. dbra. Az AcCEAK-MI-1544 konjugatum 70%-ban gétolta a szteroid
independens human tumor névekedését in vivo

1 és "'i izotopokkal jelzett GnRH-analdgok kiuriilése

radioaktivitas a vérben

20. abra. Az AcEAK-peptid-konjugatum haromszor lassabban (riil ki a szervezethdl,
mint a hormonanalég
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Nem biodegradabilis GnRH-analdgok sematikus képlete

RI R2 R3
| | |
ﬁo ﬁo ﬁo

-CH-CHj-CH —CIH -CH-CH2-CH —CIH ch-ch2-ch -CIH-

Cr - Cr - Cr -

Ri: OH, NH 2 vagy NH(CH 2XCH]j, X:0-7
R2: GFLG-OH

R3: GFLG-GnRH antagonista, MI-1544 vagy M1-1892

Hung. Pal., Number 212662

M1-1892:
Ac-DTrp-DCpa-DTrp-Ser-Lys-B-Asp(DEA)-Leu-GIn-Pro-DAla-NH2
M1-1544:

Ac-DTrp-DCpa-DTrp-Ser-Tyr - D-Lys- Leu - Arg - Pro- DAla-NH2

21. é&bra

Mig a nem kezelt allatok a tumorimplantacio utan 3-4 honap mulva elhul-
lottak, addig a konjugatummal kezelt allatok 25-30%-a tumormentessé valt, és
élettartamuk megegyezett atumorral nem kezelt allatokéval.

Megvizsgaltuk és 6sszehasonlitottuk a 125-joddal jelzett antagonista deka-
peptid, az abbol készitett konjugatum, valaminta 111-indiummal jelzett hor-
egyébként reméltiink is, hogy akonjugatum kb. haromszor lassabban dril ki a
kisérleti allat szervezetéb6l, mint a dekapeptid-analég 6nmagéaban. Az ered-
ményeket a 20. abra szemlélteti.

Emellettjelentds eltérés mutatkozott ahormon és konjugatuma biodisztri-

A poli-lizin gerincl hordozéval elért biztatdo eredmények alapjan Ggy vél-
tik, hogy a molekula gydgyszerré fejlesztése érdekében nagy mennyiségben,
gazdasagosan el6allithatd, vizoldékonyabb polimer hordoz6t célszeri alkal-
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mazni a GnRH analdgjaink konjugalasara. Az M TA Kdézponti Kémiai Kutato-
intézetében dolgozd partnereink altal kordbban kifejlesztett vizoldékony
poli-vinil-pirrolidon-co-maleinsav polimer hordozé eleget tesz ezeknek a
kovetelményeknek. A polimer hordoz6 molekula gerincéhez egy tetrapeptid
spaceren keresztll kapcsoltuk a tumorgatlo analdgjainkat, igy olyan vegyiilete-
ket kaptunk, melyek sematikus képletét a 22. abra mutatja.

Az &bran lathaté R2 spacer csoport C-termindlisan lev6 glicin acilezi a pep-
tidhormon analégban levd lizin részt, és ezaltal egy kovalens savamid-kdtés
biztositja a konjugatum kémiai stabilitasat.

A spacer lehet6vé teszi, hogy:

- a hormonrész a hordozo6tdl tavolabb essék, és a konjugatum a hormon
altal iranyitottan a receptorhoz tudjon koétédni;

- enzimatikus hasitas kovetkeztében a hormon lehasadjon, és 6nall6
pepiidként is kifejthesse hatésat.

A konjugatumokkal végzett in vitro kisérletek azt mutattak, hogy mig maguk
a dekapeptid analogok (vagyis a hordozéhoz nem kapcsolt M I-1544 és -1892
analogok) a proliferaciot csak 10-38%-ban, illetve a telepképz6dést 10-45%-
ban gatoljak a vizsgalt dozisokban, addig - mint az a 22. abran lathat6 - az
ugyanakkora dézisban alkalmazott P-X-1544 és P-X-1892jel(i konjugatumok a
proliferacié-gatlast 45-10%-ra, a telepképzOdés-gatlast pedig dramai mértékben,
95-100%-ra emelték meg, attol fliggben, melyik sejtvonalon mértiik azokat.

*GnRH-analdg és -konjugatum telep- GnRH-konjugatum ok
i képzésgatlo hatasa hatdsa az M C F-7 xenograft
M CF-7 hum an em I6-sejtvonalon novekedésére

t0lé16 sejtek % tumor térfogatmm3

1000 /0 -t

- p 600 P-X-OH
500 _
! KONTROLL
400 _ ;o
S°% - 300 _ !/ P-X-1504

200 _ I/ Yy v p-x-1892

[— P-GFLG4544

o 10 20 30 a0 so fIM 123456 (e

kezelés

Cancer Dicction ana v revennion, 20 (1966) 146.

22. abra. A konjugélasjelentésen megndvelte a peptidek proliferacié-gatlo hatasat
in vitro és daganatgéatlo hatasat in vivo
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E konjugatumok in vivo 40-50%-kal csékkentették mind a szteroid depen-
dens, mind az indepedens tumorok ndvekedését.

Vizsgalataink kovetkez6 fazisdban a legigéretesebb analégra, aGnRH-Il1-ra
és konjugéatumaéra koncentraltuk vizsgalatainkat. A nativ GnRH-111 konjuga-
tuma in vivo a lassan névekvéd MDA-MB-231 xenograftos egereknél a 9 hetes
alkalmazas soran igen jelent6sen, 80%-ot is meghaladé mértékben csokkentette a
tumorndvekedést, sét tumormentes allatokat is taldltunk a kezelt allatok kozott. Az
elmondottakat a 23. dbra mutatja be:

GnRH-III P-X-GnRH-I1l konjugdtum hatasa
MDA-MB-231 xenograftokra

Tumor térfogat cm3 meemKONTROLL

Peptides, 239 (1966)

23.  &bra. A P-X-GnRH-III konjugatum 80%-ot is meghaladd mértékben
csOkkenti a tumor ndvekedését; a hosszan tarté kezelés soran a szteroid dependens
és independens tumorsejtek GnRH-kot6helyeinek szama nem csokkent

A gyorsabban névekvé M CF-7 xenograftos egereknél is a6 hetes kezelés soran
kb. 70%-0s tumorndvekedés-gatlast tapasztaltunk.

Fontos megjegyezni, hogy ez a konjugatum egyaltalan nem csokkentette a tumor-
sejtek kotbhelyeinek szamat, ésfenntartotta a tumorndvekedés-gatlast a hosszan tartd
kezelés soran. Ezt az tdmasztotta ald, hogy megvizsgaltuk maguknak apeptideknek és

konjugatumaiknak a kot6dését, a kdtédés kinetikai paramétereit, illetve széveti megoszla-
saikat.
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Erre acélra sikerrel tudtuk alkalmazni az 1970-es években altalunk kidolgo-
zott és alkalmazott Gn. prekurzoros szintetikus modszert atriciummal specifi-
kusan jelzett tumorellenes peptidek el6allitasara. A triciummal és radioaktiv
jodizotépokkal jelzett anyagok struktirajat és a radiojelzések helyét a 24. dbra
mutatja.

LG3 ORSOHAL (LAMPREY) GnRH-III:
Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys -Pro-Gly-NH?2

EGA HUMAN GnRH ANTAGONISTA:
Ac-DTrp-DCpa-DTrp-Ser-Tyr-DLys-Leu-Arg-Pro-DAla-NH2

X SPACER:
-Gly-Phe-Leu-Gly-

P POLIMER HORDOZO:
POLI(N-VINIL PIRROLIDON-CO-MALEIN SAV)

Tyr-NHj
JELZETT KONJUGATUM:

P-X-LG3 P-X-LG3
P-X-HGA P-X-HGA

15th Amer. Pepi. Symp. A bsir(1997) 2-143.

24. dbra. A konjugélas megndveli a hormonreceptor komplex stabilitasét;
a tumorsejtekjelentds mértékben, specifikusan kétik a GnRH-polimer konjugatumokat

Avellkvégzett radioreceptor-mérések alapjan azt is igazoltuk, hogy az alta-
lunk vizsgalt tumorsejtvonalak ésxenograftok a GnRH-konjugatumokat specifikusan és
jelent6s mértékben megkédtik. Ezzel szemben magat a radiojelzett polimerhordo-
z6t egyaltalan nem kotik meg. Osszehasonlitva a peptidhormonok és konjuga-
tumaik specifikus kot6désének kinetikai paramétereit, megallapitottuk, hogy a konjugalas
megnoveli a hormonanaldg-receptor komplex stabilitasat, ésa specifikus kdtédéséért egyér-
telmlen a G nR H-molekularészfelel6s.

Tumormentes allatokban a radiojelzett anyagok szoveti megoszlasanak
vizsgélata azt mutatta, hogy a konjugalads megndvelte akiilonb6z8 szervek szo-
veteiben a hormonanaldgok bioldgiai felezési idejét (25. abra).

Az el6z6kben bemutatott eredményekkel dsszhangban a xenograftos alla-
toknal is ajelzett konjugdtumoknak tumorokban mért radioaktiv koncentra-
cidja kb. 6tszorose voltannak az értéknek, amit akonjugalatlan szubsztanciaval
kezelt allatok tumorszdvetében talaltunk. Ezt mutatja a 26. &bra.

22
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A radioaktivitas szintjének id6beli valtozasa

a CBA/CA ndstény egerek 6t szervében s.c. adagolas utan
adozis %-a 1gszovetben

25. &bra. A konjugalas megnoveli a GnRH-I11 peptidhormon biolégiaifelezési idejét

Jelzett GnRH anal6gok felhalmozo6déasa a tumorban
24 oraval az s.c. kezelés utdn M CF-7 xenograftos egerekben

radioaktivitds % /g tumor

3VA"'

m ‘LG3 E p-X-*LG3 m P-X-LC3U'P

® hga ®P-X-‘HGA m ‘P-X-HGA*'P

15th Amer. Pepi. Symp. Abstr., (1997) 2-143.
Proc. Am. Assoc. Cancer Res., 38 (1997) 612.

26. abra. A jelzett konjugatumok tumoros szovetben mért koncentracioja
Otszor magasabb, mint a nem konjugalt peptideké
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Fontos eredménynek tartjuk, hogy a kezelést kbvet648. ordban, a szervek koziil
- avese utdn - a tumorok radioaktivitasa bizonyult a legmagasabbnak, vagyis ezek az
eredmények igazoljak a készitmény retard, hosszan tartd hatdsat, és ezaltal lehetévé
teszik a tumorgatlashoz sziikséges alland6 és magas hormonkoncentraciot.

A GnRH-analégok szelektiv daganatellenes hatasanak alapfeltétele a
GnRH-receptorokjelenléte atumorszdvetekben. Az O. O. |.-ben primer eml&-
daganatos beteganyagon GnRH-receptor-meghatarozast végeztek, a szteroid
receptor- (6sztradiol receptor és progreszteron receptor) vizsgalatokkal parhu-
zamosan. Ezeknek avizsgalatoknak az eredményeit szemlélteti a 27. dbra.

Az 4brdbdl a kovetkez6
olvashat6 ki: a tumorszdvet-
mintak 54%-a bizonyult
GnRH-receptor-pozitivnak.
Eml6tumorok esetében szte-
roidreceptor-pozitivitast a
mintdk 56%-aban tudtak
kimutatni. Az dsszes vizsgalt
eml6daganatos szévet 24%-a
szteroid receptorra nézve
negativ, mig GnRH-recep-
torra nézve pozitiv volt.
Mindezekb6l az a kdvetkez-
tetés vonhato le, hogy a direkt
daganatellenes hatdsi GnRH
analogok konjugétumai alkal-
masak lehetnek ezen utdbbi szte-
roid independens eml@daganatos
betegek kezelésére is.

Eddig kilonbéz8, GnRH-hormonokbdl levezethetd tumorellenes pepti-
dekkel kapcsolatos kutatasainkat és eredményeinket ismertettem. A tovéab-
biakban réviden a 14 aminosavbdl all6 nativ szomatosztatinb6l levezethetd
hepta- és oktapeptid analdgjainkkal kapcsolatos eredményeinket szeretném
bemutatni.

Mint ismeretes, a nativ szomatosztatin egy altalanos antiszekréciés hor-
mon, mely gatolja a ndvekedési hormon felszabadulasat, de ezen tilmendéen
szamos mas endokrin szekrécidt (pl. glucagon-, insulin-, gastrin-), illetve sejt-
funkcidt is gatol és szabalyoz. Az elmult évek soran a szomatosztatin analdgjai-
nak kilénb6z6 tumorsejtekre gyakorolt in vitro és in vivo gatl6 hatasat is meg-
figyelték, azonban ezek antitumor agensként térténé alkalmazésat - éppen a

21. dbra. A GnRH-konjugatumok alkalmasak
lehetnek a szteroid independens emlédaganatok
kezelésére

24



Antitumor aktivitasu peptidek

sokrétd biologiai hatdsa miatt - szdmos nemkivanatos mellékhatas akadalyoz-
ta. Ma mar ugyan két szomatosztatin analdg is klinikai alkalmazasban van,
mint antiszekréciés hormon és egyéb analégokat is eredményesen alkalmaz-
nak bizonyos hormonfliggé tumorok kezelésében, azonban még mindig vilag-
szerte intenziv kutatasok folynak a szelektiv hatasd tumorellenes szomato-

sztatin analégok kifejlesztésére.

A mi érdeklédésiink akkor fordult aszomatosztatin hatasu kispeptidek el6-
allitasa felé, amikor ismeretessé valt, hogy a nativ szomatosztatin aktivalja a

tirozin-foszfatazokat, és gatolja a
tirozin-kindz-enzimet. Mi is sz&-
mos (j antitumor-hatasu analdgot
allitottunk el6 azzal acéllal, hogy a
hormonhatas idejét, biologiai
aktivitasat és szelektivitdsat meg-
noveljuk. Alapvegylletnek a szo-
matosztatin ismert ciklikus okta-
peptidjét valasztottuk, és ezen a
molekulan részben az irodalmi
adatokra, részben sajat eredmé-
nyeinkre tamaszkodva, szisztema-
tikus szubsztituens-cseréket haj-
tottunk végre. Ezeket az analdgo-
kat mutatja be a 28. dbra.

Az anal6gok kivélasztasanal a
molekuldk tirozin-kinaz-gatlo
aktivitasa és antiproliferacids hata-
savoltafé szempontunk. Analég-
jaink egyike - a legjobb - egy hét
aminosavhol allé peptid, mely az
irodalombdl ismert anal6gokkal
szemben nem hat, hanem 6t
aminosavrészbél allo ciklust tar-
talmaz. Ezt a tovabbiakban TT-
232jell anyagnak neveztik el.

Ez a peptid a tébbiek kozil
jelent6s tirozin-kinaz- és sejtosz-
todast gatlo hatasa révén tint ki.
24 0rés kezelés sordn a TT-232
er6sen gatolta kiilénb6z6 human vas-

SZOMATOSZTATIN

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14
AIa—GIy—Crs—Lys—Asn—Phe—Phe—Trp*Lys—Thr—Phc—Thr—Ser—Cys—OH

SANDOSTATIN

12 3 4 5 6 7 8
DPhe—C)is—Phe—DTrp—Lys—Thr—Crs—Thr—cl
1T-232
12 3 4 5 6 7

DPhe-Cys-Tyr-DTip-Lys-Cvs-Thr-NH'

—_——

28/a abra

SZOMATOSZTATIN hatasa KISPEPTIDEK KEPLETE :

1

10.

Lys - Val - (%/s-Thr-NII 2
DPhe-Cys-Tyr-DTrp-----—Lys - Val - Cys-Thr-NH2
DTic-Cys-Tyr-DTrp-----— Lys-Val-Cys-Thr-N112
DPhc-Cys-1lis-DTrp—- — Lys - Val - Cys-Thr-NH2
DPhe-Cys-Tyr- Leu— -DTrp - Leu - Cys-Thr-NH >
DPhe-Cys-Tyr-DTrp— — Lys - Pro - (I)/S»Thr-NHZ

DI*hc-Cys-Tvr-DTrp — ... Lys-------- C'ys-Thr-NH;

1 1
DPhe-Cys-Tyr-DTrp-—— — Lys-pAla-Cys-Thr-NH2
DPhe-Cys-Tyr-B-AspOndl -Lys - Pro - Cys -Thr-NH>

DPhe-Tyr-Tyr-Am----------- Lys -Val - Phe-Trp-NHj

Peptide Research, 26 (1993) 281.

28/b ébra

25



Teplan Istuan

Szomatosztatin analdgok tirozin-kinaz-aktivitasa
HT 29 colon-tumorsejteken

m SZOMATOSZTATIN
O SANDOSTATIN

0 ANALOGOK
s s. = C, 191 (1993) 681.

29. dbra. A TT-232 er8sengatolja a human vastagbél-tumorsejtek tirozin-kinaz-
aktivitasat

tagbél-tumorsejtekben a tirozin-kinaz- aktivitast, ésez a hatasjol korrelalt a sejtosztodast
gatlo hatéssal, ugyanakkor sem in vitro, sem in vivo nem gatolta a névekedési hormon
felszabadulasat (29. abra).

A TT-232 hatasa egér Colon-26 tumorok ndvekedésére

PNAS, 93 (1996) 12 513.

30. dbra. A TT-232 analdg tumorszelektiv pepiid gatolja a tumornévekedést
és apoptozist indukal
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Kimutattuk tovabba, hogy a TT-232 nem kot6dik a hipotalamuszban, a
hipofizisben, illetve a cortexben, ezzel szembenjelentés mértékben kotédik a
tumorsejtekhez, ami alatdmasztja a szelektivitasra vonatkozo kordbbi vizsgala-
tainkat. Kimutattuk azt is, hogy ez a tumorszelektiv pepiid in vivo kiillénb6z8
allatitumor-modelleken (S180 sarcoma, Colon26) jelent6sen gatolja a tumor
novekedését, és apoptozist indukal, melynek révén az allatok egy része tumor-
mentessé valt (30. abra).

A gydégyszerré valo fejlesztésre kivalasztott T T-232jel(i szomatosztatin ana-
logunk er6s antitumor-hatast mutatott szamos tovabbi tumor-sejtvonalon
(MCF-7 human eml6-, PC3 human prosztata-, ill. SW 620 és HT 29 human
colon-tumorsejteken) in vitro kisérletben is. Ez az analég a Cancer Research
Institute mérései szerint 60 human tumor-sejtvonalbél 59-en hatasosnak bizonyult.

A TT-232 tumorgéatld hatasit MDA-MB-231 huméan eml6 xenograft
modellen a 31. &bra szemlélteti.

Lathatd, hogy a 30 napon &t tarto kezelés soran tumormentessé valt allatokat lehetett
talalni, viszont az egyes egerek TT-232-vel szembeni érzékenysége nagy kii-
I6nbségeket mutatott. A szomatosztatin analéggal szemben érzékenyebb xe-
nograftos egerek esetében a tumor visszafejld'dése, illetve a tumorndvekedés 80%-0s
gatlasa a kezelések beszilintetése utan is megfigyelhet6'volt. A vegyiilet tumorgatld hatasa a
tulélés alapjan isjelentds mérték( volt a kontrollcsoporttal szemben.

A TT-232 hatdsa az MDA-MB-231 xenograftos egereken

Tumor térfogatcm3

« >
kezdete vége
PNAS, 93 (1966) 12 513.

31. abra. A TT-232 analéggal kezelt allatok egy része tumormentessé valt
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A TT-232 hatasa a PC3 xenograftos A TT-232 hatasa a Lewis-Lung-tumor
prosztatatumorokra metasztazismodellben

Tumortérfogat-ndvekedés % A metasztazisok szama

Kontroll 5mg/kg 10mg/kg  20mg/kg

m  Kontroll 0 TT-232

PNAS, 93 (19%) 12 513. B.B.R. C, 191 (1993)681.

32. é&bra. A PC3 prosztatatumoron 33. dbra. A TT-232 szignifikansan

végzett TT-232-kezelés 60%-0s gétolja a Lewis-tid6tumorsejtek
tumorgatlast eredményezett, és a transz- metasztazisat

plantalas utan 60 nappal a TT-232-vel
a tulélés 100%-os volt

PC3 prosztatatumoron TT-232-vel végzett haromhetes kezelés esetében 60%-0s
tumorgatlast tapasztaltunk (32. abra).

A transzplantalas utan 60 nappal a 20 mg/kg dézisban alkalmazott TT-232 hatasa-
ra a tulélés 100%-os volt a minddssze 20%-os tulélést mutatd kontroll allatcsoporthoz
viszonyitva.

Ez a szomatosztatin analégunk szignifikansan gatolta a tumor-metasztazis
kialakulasat Lewis-tiid6tumorsejtek lép-maj-metasztazismodelljében egere-
ken (33. abra).

A vegyilet hatdsmechanizmusanak vizsgalata soran kimutattuk, hogy en-
nek az analdégnak az igen széles korl, dozisfiiggd és erés antiproliferativ hatasa
az apoptozis - vagyis aprogramozott sejthalal - indukalésaval fligg 6ssze, és az
apoptotikus hatds medidlasdban a tirozin-kindzok géatlasanak fontos szerepe van
(34. abra).

A TT-232 jeltovabbitadsi mechanizmusainak vizsgalata soran az is kideriilt,
hogy pl. a HT-29 huméan colon-tumorsejteken a vegyilet révid tdvon a
tirozin-foszfatazok aktivitasat stimulalja, tovabba, hogy hosszl tdvon gatolja a
tirozin-kindzokat, és ez a hosszU tavu tirozin-kinaz-gatlas vezet apoptozishoz
(35. &bra).
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A TT-232 hatasa a tirozin-kinaz A TT-232 altal indukalt aktivitas
aktivitasanak dozisfiiggésére dozisfuggése
01(IM I nM 10jiM M(IM

= KONTROLL 0O TT-232 = KONTROLL 0O TT-232

PNAS, 93(1996) 12 513. Tumor Bioi., 16 (1995) 621.

34, abra. A TT-232 tumorgéatlo hatasa-  35. dbra. A TT-232 révid tavon stimu-

ban az apoptotikus hatas medidlasdban a lalja a tirozin foszfatdzok aktivitasat,

tirozin-kinazok gatlasanakfontos szerepe  hosszd tavon viszont a tirozin-kinazgatlas
van vezet apoptozishoz

Az apoptozis-indukcid idéfliggését mutatja a 36. bra.

A TT-232 erfs apoptozist indukal6 hatasat szamos huméan tumor-sejtvona-
lon kimutattuk (37. 4bra).

Jelenleg a T T-232 apreklinikai kiprébalas stddiumaban van, és gyogyszerré
valasahoz komoly reményeket flizlink.

Osszefoglalva e kutatasok jelent6ségét és a kutatocsoportunk altal elért
eredményeket, elmondhatd, hogy mig korabban a peptidhormon-szarmazé-
kok antitumor-hatasat csak a természetes hormonhatas kovetkezményeként -
mintegy nem specifikus - mellékhatasnak tekintették, addigaz altalunk kifejlesz-
tett, hormonalis hatas nélkiil haté GnRH-analdgok és az igen széles kor( antitumor- és
tirozin-kinaz-gatlé hatassal rendelkezd, de hormonhatast szintén nem mutat6 szomato-
sztatin analégok alapvetd attéréstjelentenek az antitumor peptidek kutatdsaban. Nekiink
sikerllt el6szor olyan Ujszer( peptidhormon-szarmazékokat el6allitanunk, melyek
kulénbo6z6 in vitro és in vivo modellekenjelentds antitumor-aktivitassal rendelkeznek,
minden mas endokrin hatas nélkil. Kimutattuk ugyanis, hogy az altalunk eléalli-
tott Uj peptidhormon-szarmazékok nem az endokrin hatas kozvetitésével fej-
tik ki in vivo antitumor-aktivitdsukat. Ezek a peptidek nemcsak szelektiven
gatoljak bizonyos eml8-, ill. prosztata- és vastaghél-tumorsejtek osztédasat, de
megvaltoztatjak ajeltovabbitasi mechanizmusaikat is, aminek eredményeként
aktivalodik a programozott sejthalal (az apoptozis) mechanizmusa.
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A TT-232 apoptotikus hatdsanak idéfliggése HT-29 human
colon-tumorsejtekben

Apoptotikus index

Peptides, (1996)

36. dbra. A TT-232 apoptozist indukal6 hatasa bifazikus

A TT-232 apoptozist indukalo hatasa kiillénb6z8 sejtvonalakon
a kezelést kovetden 24 6ra mulva
apoptotikus sejt % 2%

mKONTROLL O 10pg/ml TT-232 PNAS, 93 (1966) 12513.

37. &bra. A TT-232 er6s apoptozist indukal6 hatasat szamos human
tumorsejtvonalon kimutattuk

A teljesség kedvéért, de valdban csak nagyon roviden, a daganatok ellen
hasznalt gyogyszerekkel szemben kialakuld széles kor{i gyogyszer-reziszten-
cia, az tn. MDR (Multi Drug Resistance) gatlaséara kifejlesztett peptidjeinkrél
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is szeretnék egy villanasnyi képet adni, mivel ezek is nagy jelentéségliek
lehetnek.

Ismert ugyanis, hogy a rakos sejtek nagy része el6bb vagy utdbb rezisztenssé
véalik a leghatékonyabb rakellenes szerekkel szemben is. Ennek a gyogyszer-
rezisztencianak oka els6sorban az a P-glikoproteinnek nevezett membran-
fehérje, mely igen aktivan megakadalyozza az altalaban hidroféb gyogyszer-
molekuldknak a sejtekbe valo bearamlasat. Sikeriilt megfigyelni és szamos in
vitro kisérleti modellen bizonyitani, hogy az apolaris csoportokban igen gaz-
dag, polaris csoportot pedig egyaltalan nem tartalmazd kispeptidek kompetitiv
modon képesek gatolni a transzportfehérjének is nevezett P-glikoprotein
okozta rezisztenciat. Néhany hatékony analogunk képletét és két jellemz6
paraméterét a 38. dbra mutatja.

MDRI GATLO VEGYULETEK K m (nM) T rét (min)
1 [BOC-Pro-Glu(OH)] 2Lys-OMe >50000 1.1
2 (Z-Pro)2Lys-OMe 1650 1.6
3 [BOC-Pro-Pro-Glu(OBzl)]2-Lys-OMe 100 2.8
4. [BOC-Pro-Glu(OBzl)] 2Lys-OMe 40-50 3.4
5  (Boc-Glu(OBzl))2DAB-OMe 30-40 3.6
6. (Boc-Glu(OBzl))2Lys-OMe 20-30 3.9
7. Boc-Asp(OBzl)-Lys(Z)-OtBu 50 5.3
8. [BOC-Asp(OBzl)-Glu(OBzl)]2Lys-OMe 20-60 11.1
9 FMOC-GlulLys(Z)OtBu)] 2 10-20 12.5

Peptides, (1966) 234.

38. abra. Az er@sen hidrofob peptidek hatékonyan befolyasoljak a tumorgéatlo
gyogyszerek elleni rezisztenciat okoz6 M D R [ fehérje miikodését

Egyrészt szoros korrelaciét lehet megfigyelni a fenti peptidjeink hidrofdb
jellegét tiikroz6 HPLC-modszerrel meghatarozott retenciés idg, valamint a
peptidek bioldgiai hatdsat mutatd ATPaz indukcid aktivaciés konstansai ko-
z0Ott, masrészt sikerilt bebizonyitani, hogy ezek az er6sen hidroféb peptidek
hatékonyan gatoljak a gyogyszerrezisztenciat okoz6 - asejtmembranbdl kifelé
iranyulé - gyogyszer-transzportot. In vitro sejtmodelleken ugyanis sikerilt
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visszaforditani arakos sejteknek eme rezisztens hatasat, vagyis a peptidanalég-
jaink a P-glikoprotein - mas néven MDR1 fehérje - m(ikodését gatoltak, és
ezaltal lehet6vé valt atumorellenes gyogyszer, példaul avinkrisztin bejuttatasa
az egyébként vinkrisztinre rezisztens tumoros sejtekbe. Ennek kdvetkeztében
aztan azok el is pusztultak. E kisérleteket az Orszagos Haematoldgiai és
Vértranszfluziés Immunolodgiai Intézettel, valamint kanadai kutatokkal egyitt-
mikddve végeztik.

Két analogunk (a 6. és a 7. sorszamu analdg) hatdsmechanizmuséat tébb
kilonb6z6 modszerrel részletesen vizsgaltuk in vitro kérilmények kdzott, de
ezeket az eredményeinket nincs id6 részletesen ismertetni.

MDR-ellenes anyagaink in vivo vizsgalatai is elkezd6dtek, és az el6kisérle-
tek szerint a peptidek 6nmagukban nem mutatkoztak toxikusnak, tovabba az
N IH Cancer Research Institute kutatdi altal elvégzett kisérletekben a rezisz-
tens daganatot hordozé egerekjelentds tulélését idézték eld.

0 0
I I
Boc —NH— CH —C —NH—CH—C — O-

(CHih (CH2)4
l I
Cc —oBzl NH— C — CH— NH— Boc
I I |
© ° (CH22
|
REVERSIN 205 C — OBzl
0]

Hung. Pat. AppL, No. P 9603123 (1996)

39. abra. A Reversin 205jel( tripeptid tizszer aktivabb in vitro, mint a hasonl6 célra
kifejlesztett i 1 aminosavat tartalmaz6 CIKLOSPORI1N

A 39. abran lathatd6 REVERSIN 205 jel( tripeptidszarmazékunk az in vitro
tesztekben 1-2 nagysagrenddel aktivabbnak bizonyult, mint a gyogyszer-
rezisztencia ellen kifejlesztett és a klinikai kiprébalas stddiuméban levg 11
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aminosavbol allo6 CIKLOSPORIN-analdg. Ez indokolta szabadalmaztatasu-
kat, mivel jogosan feltételezhetjik, hogy ajove igéretes gyodgyszerjeldltjeinek
tekinthet6k ezek a vegyiletek.

Es most szeretnék visszatérni a cimben emlitett ,,Remények - realitasok”
széparra. Mit is akartam ezzel kifejezni?

Szerettem volna kinyilvanitani azt a meggy6z6désemet, hogy a kutaté min-
denitt avilagon arrdl ismerhet6 fel, hogy:

- hisz abban, amit csinal,

- reméli, hogy kutatasai soran eredményeket ér el,

- s6t a merészebbek (vagy az elvetemiiltebbek) még azt is remélik, hogy
kutatasaik eredményei kézzelfoghato gyakorlati haszonnal isjarnak.

Ez utobbi reményeknek a legtébb esetben a realitasok szabnak hatart vagy
allitanak lektzdhetetlen akadalyokat. A realitasoknak két fajtaja van:

- az egyik, amelynek a megjelenését a k6kemény objektiv okok, mint pl. a
fejlesztéshez sziikséges pénzigyi hattér hianya motivalja,

- a masik, amelyet er6sen szubjektiv okok irdnyitanak, nevezetesen az
érdekellentét vagy éppen az érdekeltség hidnya motival.

Mindkett6 sulyos tiinet, de a kettd egyltt végzetes lehet a kutatasi eredmé-
nyek gyakorlati hasznositdsa szempontjabol.

Kutatécsoportunk ebb6l a szempontbél nem tartozik a legszerencsésebbek
kozé, voltak ugyan kudarcaink, de azért megtanultuk a realitasokat tisztelni. E
tisztelet mellett areményeinket ajovében sem adjuk fel. Es ezt tudom ajanlani
minden kutato kollégamnak.

Ugy gondolom, ajelenlévék el6tt teljesen nyilvanvald, hogy egy ilyen hatal-
mas munkat, amelyrél az elmalt egy dra alatt széltam, és amelynek az id6korlat
miatt csak a feluletén, a legfels6 rétegen tudtam kalandozni, kizarolag egy
hosszU id6n at egyitt dolgozo, jol dsszeszokott, kivald kutatokbol allé team
képes elvégezni. Eppen ezért el6szér kdzvetlen munkatarsaimnak szeretném
megkdszonni kdzremiikodésiiket, munkajukat. Koziilik hdrom munkatéarsa-
mat szeretném név szerint és kiilén is emliteni: dr. Kéri Gydrgy a tudomany
doktora, dr. Mez6 Imre, dr. Sepr6diJanos Attila fémunkatarsak, akiket nem-
csak kdszonet illet, hanem annak a ténynek a kozlése is, hogy nélkiliuk ez a
munka nem készilhetett volna el.

Gondolom, az is nyilvanvalo, és erre el6addsom soran tdbbszor is utaltam,
hogy egy ilyen széles kérii kutatasi aktivitast és egymastol tavol es6é kutatasi
tevékenységet igényld munkat csakjol 6sszehangolt egyuttm(ikdodés keretében
lehet megvalodsitani, hiszen a bemutatott eredmények eléréséhez - mint azt
lathattuk - sziikséges volt apolimer kémiatdl az endokrinologiai kutatasokig, a
jelzéstechnikatdl a tumorbioldgiai kutatdsokig szdmos kutatasi tertilet egytt-
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mikddése. Szerencsésnek mondhatjuk magunkat, mert mindig sikerilt a leg-
jobb partnert megtaladlnunk a nélkilozhetetlen egylttmiikodéshez. Szeret-
ném nekik is megkdszénni munkajukat, kézrem(kodésiiket. Ugyszintén a
kalfoldi egylttm(kod6 partnereket is kdszonet illeti.

S végiil, de nem utolsosorban szeretnék kdszonetét mondani a Magyar
Tudoméanyos Akadémianak, ezen belll is els6sorban aBiologiai Tudomanyok
Osztalyanak, amiért érdemesnek tartott arra, hogy tagjai kdzé vélasszon.
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