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1. Bevezetés

A sziv- ¢és érrendszeri megbetegedések mellett a daganatos
megbetegedések jelentik a legfobb haldlokot a fejlett
orszagokban. Annak ellenére, hogy a betegség gyogyitasaban
legaltalanosabban  alkalmazott sebészeti modszerek,
sugarkezelések ¢és kemoterdpids gyogymodok jelentdsen
fejlodtek az utobbi iddben, a rak lekiizdése mind a mai napig
nagy kihivast jelent a kutatok és az orvosok szdmara. A
jelenleg alkalmazott kemoterapids kezelések hatranyai koz¢é
sorolhatok az alkalmazott gyodgyszerek szelektivitdsanak
hidnya, a szervezetbdl torténé gyors kiliriilésik és a
hatéanyagok ellen kialakulé multidrog rezisztencia.

A modern gyogyszerkutatasnak két fo iranyat figyelhetjiik
meg a tumor kemoterapia hatékonysaganak ndvelésére.
Az egyik még hatékonyabb és szelektivebb hatéanyagok
kifejlesztését tiizi ki célként, mig a masik a mar ismert hatasu
gyogyszermolekuldk tumorsejt specifitdsanak novelésére
tesz kisérletet megfeleld biokonjugatumok eldallitasaval.
A hatéanyagok tumorspecifitas novelésének alapfeltétele,
hogy minél jobban megismerjikk azokat a szerkezeti és
funkcionalis eltéréseket, amelyek megkiilonboztetik a rdkos
sejteket az egészségesektdl. Ezek ismeretében tudunk olyan
kombinacidkat kialakitani, amelyek nagy szelektivitassal
képesek a gyogyszermolekulékat a tumorsejtekbe szallitani.
Igy hatasukat csak a beteg sejteken fejtik ki, és ez altal
a normalisan mikodd sejtek megkimélhetok, vagyis a
gyogyszerek mellékhatasai 1ényegesen csokkenthetok.
Kutatocsoportunk  olyan oligopeptid- és  polipeptid-
hatéanyag konjugdtumok tervezésével, szintézisével ¢&s
vizsgalataval foglalkozik, amelyek a fenti cél eléréséhez
vezethetnek.

2. Hatéanyagok célba juttatisa peptideket felismeré
receptorokon keresztiil

Az egyik jelentds kiilonbség a tumoros és az egészséges
sejtek, szovetek kozott, hogy a sejtek felszinén
részben eltérd tipusu receptorok/struktirak talalhatok
(tumorspecifikus receptorok/struktirak), masrészt bizonyos
receptorok jelentdsen nagyobb szamban jelenhetnek meg
a tumorsejteken. Ez utobbira példa tobb peptidhormon
(gonadotropin-releasing hormon (GnRH), szomatosztatin,
bombezin, stb) receptora, illetve az érképzddésben
fontos szerepet jatszo peptidek receptorai (pl. VEGF-
R, neuropilin-1, integrin receptorok, aminopeptidaz-N
(CD13)). Amennyiben olyan peptidekhez kapcsolunk
gyogyszermolekulat, amelyek nagy hatékonysaggal
felismerik ezeket a receptorokat, azokhoz nagy affinitassal
kotoédnek, akkor elérhetjitk, hogy a konjugatum receptor-
kozvetitett endocitozissal a sejtbe juttassa a hatéanyagot,
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ahol a hatdanyag, vagy annak aktiv metabolitja felszabadul
és kifejtheti tumorellenes hatasat.!

Munkank soran olyan peptideket valasztottunk iranyito
molekuldknak, amelyek a receptorhoz kotédés utan
kiilonb6z6 szignal utvonalakon keresztiil dnmagukban is
képesek a tumor novekedést gatolni. Igy a hozzajuk kovalens
kotéssel kapesolt hatdanyaggal egyiitt felerdsithetik egymas
hatasat. Legrészletesebben a GnRH peptid analdégokat
vizsgaltuk, mint potencidlis irdnyitd molekuldkat. Ezek
kozil is foleg a tengeri ingolabol izolalt GnRH-III (Glp-
His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,, ahol a Glp
piroglutaminsavat jelent) dekapeptidet tanulményoztuk,
mivel ennek az analognak a hormonalis mellékhatasa
emlosokben elhanyagolhatd, igy szelektiv tumorellenes
hatas érhetd el az alkalmazasuk esetén (1. dbra).
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1. Abra. GnRH-III — antraciklin konjugatumok szerkezete és in vitro
citosztatikus hatdsa MCF-7 human eml6é és HT-29 human vastagbél
tumorsejt vonalakon, ahol Dau.= daunomicin, Dox = doxorubicin.

cpey

fontos szerepet a receptorkotddésben ¢€s a biologiai
aktivitdsban. A lizin oldallancdnak e-aminocsoportja
megfeleld konjugalasi hely a hatéanyagok kapcsolasara.”
Hatéanyagként a klinikumban gyakran alkalmazott
daunorubicint (daunomicin, Dau) vagy doxorubicint
(adriamicin, Dox) alkalmaztuk, amelyeket kiilonb6zd
kovalens kémiai kotéssel (pl. oxim, hidrazon, észter)
kapcsoltuk peptidekhez.® Vizsgaltuk, hogy a kotések
milyensége hogyan befolyasolja a konjugatumok stabilitasat
humén szérumban, lizoszoma preparatumban és kiilonbozo
enzimek jelenlétében, és hogy ez miként befolyasolja
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a konjugatumok tumorndvekedést gatld hatasat human
eml6, vastagbél és prosztata tumorsejtvonalakon. Az
eredmények azt mutattdk, hogy néhany vegyilet mind
in vitro, mind in vivo korilmények kozott jelentOsen
gatolta a tumorndvekedést. Azt figyeltiik meg, hogy a
konjugatumok periférias toxicitasa lényegesen kisebb volt
a kisérleti allatokon, mint a szabad hatéanyagé a hatasos
dézisban. Tovabb lehetett fokozni a hatast, ha a GnRH-III
oligopeptidben a 4-es helyzetben talalhatd szerint lizinre,
vagy az oldallancaban acetilezett lizinre cseréltik.* A
masodik lizin beépitése a szekvencidba modot adott arra
is, hogy az oldallancén keresztiil egy masodik hatdanyag
molekulat (Dau, vagy metotrexat) is kapcsoljunk a GnRH
szarmazékhoz.’ Ez a megoldas fontos lehet, mivel a sejteken
megjelend receptorok szama korlatozott, igy ha egy peptid
segitségével tobb hatéanyagot tudunk a tumorsejtekbe
juttatni, akkor a hatds novelhet6. A hatds fokozott lehet
akkor is, ha kétféle, kiilonb6z6 mechanizmus szerint
mik6dé hatéanyagot alkalmazunk. A két hatdanyagot
tartalmazo6 vegyiiletek esetében sajat vizsgalataink is a hatas
szignifikans javulasat mutattak egyes tumorsejteken.

Kutatasaink azonban nem korlatozodnak a GnRH analog
— hatéanyag biokonjugatumok szintézisére és vizsgalatra.
Iranyito molekulakéntalkalmaztunk mas, tumorellenes hatasu
hormon peptideket (pl. szomatosztatin analégokat), integrin-
¢s tirozinkinaz receptorokat felismerd peptidszekvenciakat,
valamint tuftsin és oligotuftsin szdrmazékokat, amelyek
az irdnyitason kivil immunstimuldlé hatassal s
rendelkeznek, igy kompenzalhatjdk a gyogyszermolekuldk
immunszupressziv hatasat®. Uj, Erb2 receptor ligandum
oligopeptidet és antraciklint (Dau) tartalmazo konjugatum
hatasanak Osszehasonlito tanulmanyozésa soran
megfigyeltik, hogy a receptort jelentds mértékben
tartalmazé HL-60 human leukémia sejtek protein expresszios
profilja eltérd lehet. A proteomikai kisérletek vildgosan
kimutattak, hogy a konjugdtummal vagy szabad Dau-nel
kezelt sejtek kiilonbozo fehérjéket méas-mas mennyiségben
szintetizalnak. A kezelt sejtek fehérje mintazata nemcsak a
kezeletlen sejtekétdl, de egymastdl is jelentds mértékben
kiilonbozik. Ez a megfigyelés lehet6séget ad 1j fehérje
célpontok, valamint 0j bioszintetikus utak, mechanizmusok
feldezésére.”

3. Hatéanyagok célba juttatisa eligazdé lancu polimer
polipeptidekkel

A tumorsejtek egy masik, az egészséges sejtektdl eltérd
tulajdonsaga, hogy fokozottan képesek endocitézissal
felvenni makromolekuldkat, még akkor is, ha azok nem
tartalmaznak felismerdé egységet. Kutatdcsoportunkban
régota foglalkozunk polilizin gerincti elagazé lancu
polimer polipeptidek szintézisével, kémiai és biologiai
jellemzésével, és kiillonbozo teriileteken — makromolekularis
hordozdként — torténd felhasznalasaval. Ezek a vegyiiletek
egy atlagosan 100-150 lizin egységbdl 4llo polimer gerincet
tartalmaznak, amelyek a lizin egységek e-aminocsoportjan
egy rovid, 3-4 aminosavat tartalmaz6 oligo-DL-alanin
lancot és egy optikailag aktiv aminosavat foglal magaban
(poli[Lys(X-DL-Ala )], ahol m = 3-4). Az dltalunk
eldallitott polimerek tobbsége polikationos karakterd,
mivel az elagazasok végén szabad aminocsoport talalhato.

Azonban, ha az X aminosav glutaminsav, akkor amfoter
polimerhez juthatunk, ha pedig ennek a glutaminsavnak
az aminocsoportjat acetilezziik vagy szukcinilezziik, akkor
polianionos vegyiileteket kapunk. Az elagazasok végén
talalhatd6 X aminosav jelentdsen befolyasolja a polimer
biologiai viselkedését, példaul a szervezetbeni eloszlasat és
kitiriilésének sebességét. Megallapitasaink szerint az amfoter
¢s polianionos polimerek (poli[Lys(Y-Glu-DL-Ala )], ahol
Y =H (EAK) vagy Ac (Ac-EAK)) iiriilnek ki leglassabban a
vérbol. A polikationos polimerek koziil a szerint tartalmazo
polihidroxil-tipustt polimer (poli[Lys(Ser-DL-Ala,_)], SAK)
tartozkodik legtovabb a vérdramban. A hosszabb jelenlét
a vérkeringésben, a szervezetben kozrejatszik abban is,
hogy ezek a polimerek — szerkezetiikt6l fiiggd mértékben -
képesek leginkabb feldusulni a szilard (,,solid”’) tumorokban.
Ezért ezeket a polimereket alkalmaztuk — tobbek kozott
— daunorubicinnel (Dau) késziilt konjugatumok eléallitasara.
A hatdanyag cisz-akonitsavval képzett szarmazékat (cAD)
kapcsoltuk az amfoter (EAK) illetve polikationos (SAK)
polimer hordozoéhoz. Ez a kapcsolo egység a sejtbe keriilve
a lizoszoéma savas koriilményei kdzott igy bomlik el, hogy
szabad hatéanyag (Dau) szabadul fel. Megallapitottuk, hogy
a polikationos konjugatummal szemben (cAD-SAK), az
amfoter polipeptidet tartalmazo konjugatum (cAD-EAK)
leukémias egerek teljes gyogyulasat eredményezte.?

Az elagazd lancu polimer polipeptidek sejtbe jutdsanak
mechanizmusat tanulmanyozva az is vildgossa valt, hogy
az oldallanconként két negativ toltést hordozé polianionos
szukcinilezett EAK (Succ-EAK) polimer azért tril ki
gyorsabban a vérarambol, mint az amfoter EAK vagy az
oldallanconként csupan egy negativ toltést hordozo, ezért
,.kevésbe” polianionos Ac-EAK polimer, mert a makrofagok
kiilondsen nagymértékben veszik fel. Elsoként irtuk le
az irodalomban, hogy e polimer polipeptidek felvétele a
,scavenger A” receptoron keresztiil torténik, és a sejtbejutas
mértéke fligg a sejt tipusatdl is.’ Ez a megfigyelés hozzajarult
ahhoz, hogy hatéanyagokat nagy szelektivitassal juttassunk
makrofagokba, amelynek nemcsak a tumor terapiaban lehet
jelentésége, hanem mas a makrofagokban talélé korokozok
(pl. Leishmania donovani, M. tuberculosis) elpusztitadsaban
is.!

Nagy érdeklodésre tarthat szamot az a polimer vegyiilet is,
amelyben apolilizin gerinc e-aminocsoportjaihoz kozvetleniil
kapcsolodik leucin, majd ehhez kotddik az oligo-DL-Ala
lanc (poli[Lys(DL-Ala_-Leu) (ALK). Megfigyeltiik, hogy ez
a polimer polipeptid a 1épben akkumulalédik, tehat alkalmas
olyan biokonjugatumok eldallitdsara, amelyek a Iépben
eléforduld tumorok vagy a Iépben megtelepedd korokozok'®
kemoterapidval torténd kezelését teszik lehetove.

4. Hatoanyag célba juttatasa sejtpenetralé peptidekkel

Az utdbbi idében eldtérbe keriiltek a sejtpenetrald
oligopeptidek 1)  gyogyszermolekula  konjugatumok
eldallitasara, hatdanyagok szallitasara. A természetes eredetii
(pl. HIV Tat-fehérjéje, penetratin) és a de novo szintetikus
(pl. oligoarginin) sejtpenetrald peptidek még nem teljesen
tisztazott modon (pl. makropinocitozis) konnyen jutnak at
a sejtmembranon, esetenként a hozzajuk kovalens kotéssel
kapcsolt molekulaval egyiitt. Segitségiikkel ezaltal novelhetd
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a diffaziora sem képes vegyiletek célsejtbe juttatdsa.
Igy 1j, eddig a terapiaban nem alkalmazott vegyiiletek is

srer

Kutatasaink soran kiilonboz6 hossziisagu oligoarginin
— tumorellenes szer (pl. Dau, vinblasztin, pemetrexed,
ferrocén szarmazék) konjugatumokat allitottunk eld.
Vizsgaltuk a szerkezet — hatds Osszefiiggéseket, kiilonos
tekintettel az oligoarginin lanc hosszara ¢s a hatéanyag és a
hordoz6 k6zotti kémiai kotés tipusara. A kiilonbozo kovalens
kotést (oxim, hidrazon, szukcinil vagy négyszogsavdiamid)
tartalmazé  daunomicin-konjugatumcsalad  segitségével
megallapitottuk, hogy e vegyiiletek stabilitdsa, in vitro
citotoxicitdsa illetve a sejtfelvétel kinetikaja a kotés
savérzékenységétol, az oligoarginin lanc hosszatol ¢és
jelentés mértékben a sejt tipusatol fiigg."

Megfigyeltiik, hogy az 0j vinblasztin szdrmazék (16-os
pozicioban Trp) oligoarginin peptiddel torténd kapcsolasa
soran két izomer konjugatum keletkezik. Az NMR
spektroszkopiai modszerekkel azonositott izomerek kozott
lényeges kiillonbség volt a tubulin polimerizaciora, valamint
a mitotikus orsoéra gyakorolt in vitro és in vivo hatasban.
Az L-Trp tartalmu konjugatum kiemelkedd szelektivitast
mutatott.'?

Eldallitottunk olyan 0j antimetabolit tipusi tumorellenes
szer (pemetrexed) peptid konjugatumokat is, amelyekben
egyidejiileg van jelen — tandem topografia szerint
— sejtpenetrald sajatsdgu  oktaarginin és  bizonyos
metasztazisok kialakulasban szerepet jatszo E/P-selectin
specifikus oligopeptid. Megallapitottuk, hogy a ,hibrid”
peptidhordozat tartalmazo konjugatum in vitro koriilmények
kozott jelentOs citotoxikus hatast mutat NCI-H358 human
tiidokarcindma sejteken. Ez a stratégia illetve kombinacio
lehetdséget adhat a sejtpenetrald peptidek tumorsejt
specifitasanak novelésére is.'?
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