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A magas mortalitdsti tumorok esetében hatékony gydgymad
hidnyaban szlikség van Uj, innovativ gyogyitasi eljarasokra.
Ezen a teriileten jelentds attorést hozhat a célzott tumor-
terapia, amely azon alapul, hogy a hatékony tumorellenes
szert olyan irdnyitdmolekuldhoz (pl. peptidhez) kapcsoljuk,
amely nagy szelektivitassal ismeri fel a tumorspecifikus vagy
atumorsejteken nagy mennyiségben megjelend receptorokat/
antigéneket. Egy ilyen konjugatum hatékonysagat szamos
paraméter befolyasolja. igy az iranyitémolekula szerkezete,
a kapcsoldédo hatdéanyag tipusa, szama, a konjugatumban
elfoglalt helyzete és a hatéanyag kémiai kapcsolédasanak
moédja az irdnyitomolekuldhoz mind olyan tulajdonsagok,
amelyek befolyasoljak a receptorkotédést és a sejtbejutast,
tovabba a szabad hatdanyag, vagy aktiv metabolitjanak fel-
szabadulasat és lokalizaciéjat a sejtekben. Az NVKP_16-
1-2016-0036 palyazat keretében végzett munkank soran
a magas mortalitdsu tumorok ellen prébalunk kifejleszteni
megfelelé konjugadtumokat. Az itt kozolt néhany példan ke-
resztil mutatjuk be azt a kutatasi folyamatot, amelynek
soran az egyes konjugatumokat optimalizaljuk a minél ha-
tékonyabb gydgyszerjeldltek eléallitasa érdekében. Magy
Onkol 63:290-300, 2019

Kulcsszavak: gyogyszer célba juttatasa, célzott molekula-
terapia, peptidkonyvtar, vastagbél-neoplazia, glioblasztoma
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In case of cancers with high mortality rate and lacking effi-
cient medication there is a huge need of new, innovative
treatments. Targeted tumor therapy, a real breakthrough in
this field, is based on the concept that the antitumor agent
is linked to a targeting molecule [e.g. peptide] specifically
recognizing receptors or antigens that are tumor specific
or overexpressed by tumor cells. The efficiency of this con-
jugate can be influenced by several factors. Among these,
the structure of the targeting device, the type and number
of the antitumor drug, its position in the conjugate and the
chemical bonding of the drug to the targeting molecule are
all important features that can determine receptor affinity
and cellular uptake, and also the release and the cellular
localization of the free drug or its active metabolite. Our goal
in the framework of the grant NVKP_16-1-2016-0036 was
to generate conjugates against cancers with high mortality
rate. Through the below described studies, we introduce the
course of the research process through which conjugates are
optimized in order to develop more efficient drug candidates.

Mezé G, Biri-Kovacs B, Pethd L, Schuster S, Kiss K, Olahné
Szabd R, Randelovic |, Tovari J. Optimization of peptide-drug
conjugates for targeted tumor therapy. Magy Onkol 63:290-
300, 2019

Keywords: drug delivery systems, molecular targeted therapy,
peptide library, colonic neoplasms, glioblastoma



BEVEZETES
Magyarorszagon, hasonléan a fejlett orszagokhoz, a ma-
sodik vezet6 halalok a rak. Hatékony gyégymaod hianyaban
a magas mortalitdsi tumorok esetében szlikség van Uj,
innovativ gyégyitasi eljarasokra. Ezen a teriileten jelentds
attérést hozhat a célzott tumorterapia. Ennek lényege, hogy
a gyogyszert egy, a tumorsejteket nagy szelektivitassal fel-
ismerd komponens segitségével juttatjuk a sejtekbe, igy az
egészséges szovetek megkimélhetdk, és a mellékhatasok
visszaszoritasaval a beteg életminGsége kevésbé romlik
a kezelés soran. A célzott terapiara alkalmazott konstrukciok
tobbsége 3 komponensbdl all: a hatéanyagbol, az irdnyito-
molekuldbol és az ezeket sszekapcsold egységbél (1, 2).
A klinikumban eddig bevezetett gydgyszerekben mestersé-
ges ellenanyagokat alkalmaznak a tumorellenes hatéanyag
szallitasara és célba juttatdsara. Ezek az ellenanyag-hatd-
anyag konjugatumok (Antibody Drug Conjugates; ADCs) nagy
specifitdssal ismerik fel az adott tumorsejteket, és hosszl
ideig, akar egy-két hétig is kimutathatéak a véraramban.
Azonban a pozitiv hatdsaik mellett e készitmények gyenge
pontja, hogy a tumorszovetben kedvezétlen a penetraciojuk,
esetleg nem kivant immunvalaszt valthatnak ki, és nagyon
magas az el6allitasi koltségiik. Tovabbi probléma, hogy vi-
szonylag kevés drogmolekula (tlagban 2-4) kapcsolhatd egy
ellenanyag-molekuldhoz, ami nem mindig elég a megfeleld
tumorellenes hatas kivaltasahoz. Az ezzel kapcsolatos jelen-
leg folyd kutatasok egyik f6 torekvése, hogy miként lehetne
tobb hatéanyag-molekulat kapcsolni az ellenanyagokhoz (3).
Mindezeket figyelembe véve egyre nagyobb figyelem irdnyul
a peptidalapu irdnyitémolekuldkra, amelyek képesek nagy
specifitdssal kétédni a tumorsejteken lévd receptorokhoz.
Akismolekula-hatéanyag konjugatumokhoz hasonléan (Small
Molecule Drug Conjugates; SMDCs) a peptidhordozé-haté-
anyag konjugatumokkal végzett kisérletek is biztatéak (4).
Azonban a tumorsejteken lévd receptorok korlatozott szama
miatt (altaldban néhany szaz fmol/cm?), az egyetlen konju-
gatummal végzett kezelés nem mindig vezet eredményre.
Ezért - hasonléan a kemoterapidhoz - kombinalt kezelés lehet
amegoldas. Ebben az esetben ez azt jelenti, hogy kiilonb6z6
receptorokat felismeré irdnyitémolekuldkhoz kiilénboz6
hatdanyagokat (lehetdleg kiilonb6zé hatdsmechanizmussal
rendelkez8 gydgyszereket) kapcsolunk, és a veliik végzett
kombinalt kezeléssel prébaljuk meg a hatast fokozni (5, é).
A Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal
(NKFIH) 2016-ban kiirt ,Nemzeti versenyképességi és ki-
valdsagi program” (NVKP_16) palyazat keretében jelentls
osszeggel tdmogatott olyan innovativ megoldasokat ered-
ményez6 kutatdsokat, amelyek a . Kiemelkedd halalozasi
kockazattal jaré betegségek gyogyitasanak eredményességét
lényegesen javité nemzeti program” céljainak megfelelden,
e betegségcsoportok gyégyitasaban hozhatnak meghata-
rozé Uj eredményeket. Az Edtvds Lorand Tudomanyegyetem
(ELTE) Kémiai Intézete és az ott m{ikodé MTA-ELTE Peptid-
kémiai Kutatdcsoport Dr. Mez6 Gabor tudomanyos tanacsado
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vezetésével létrehozott egy konzorciumot, amelynek tagja
a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbiolé-
giai Intézete (Dr. K6hidai Laszl6 vezetésével) és a ComInnex
Kutatds Fejlesztési Zrt. (Dr. Berték Béla vezetésével), akik
sikeresen palyaztak a tdmogatasra (NVKP_16-1-2016-0036)
(7). Akonzorcium arra vallalkozott, hogy harom olyan vegy-
lettarat allit eld (1. tumorellenes hatéanyagok; 2. irdnyitémo-
lekulak; 3. az el6z6 kettét 6sszekapcsold bifunkcids linkerek),
amelyek nagy variabilitassal kapcsolhatok egymashoz, igy
akar 100 kiilonboz6 gydgyszerjeldlt molekulat is konnyen eld
lehet allitani. Ezek a gyogyszerjeldltek alkalmasak lehetnek
a magas mortalitdsu tumorok hatékony, személyre szabott,
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1. ABRA. A tumorspecifikus peptidhordozé-hatéanyag konjugatumok
felépitésének és lehetséges hatdsmechanizmusanak sematikus abra-
zolasa. A peptidhordozd specifikusan kotédik a tumorsejtek felszinén
megtalalhaté receptorhoz. A receptor és a ligandum (konjugatum)
endocitézissal internalizalddik a sejtekbe, a lizoszémakba kerdilve a bi-
funkcids linker enzimek és a savas kézeg hatasara elbomlik, a hato-
anyag felszabadul és kifejti hatasat

Tekintettel arra, hogy szdmos tumortipus kezelését kell
igy megoldani, érdemes nagyszamu kombinaciot kialakitani.
Kutatasunkban tehat arra tesziink kisérletet, hogy olyan ve-
gyllettarakat hozzunk létre, amelyekben az elemek sokféle
kombinaciéban kapcsolhatok egymashoz, novelve a célzott
tumorterapiara alkalmas konjugatumok tarhazat. Az elsé
tdr a mar ismert és Gjonnan altalunk kifejleszteni kivant
hatdanyagokat tartalmazza (ez utébbiak szabadalmi szem-
pontok miatt itt nem keriilnek publikalasral, a masodik tar
a bifunkcios linkerek csoportja lesz, amelyek a kapcsola-
tot biztositjak a hatéanyag és az iranyitomolekuldk kozott,
a harmadikba pedig a vizsgalni kivant tumorsejtek felszinén
levé receptorokat felismerd, peptidalapt irdnyitdmolekulak
tartoznak. Ezen elemekbdl kivanunk szamos konjugatumot
létrehozni és tumorellenes hatasukat vizsgalni.

Avegyiiletek tervezésénél figyelembe kell venni, hogy egy
ilyen konjugatum tumorellenes hatdsa szamos tényez6tél
fiigg. Ezért a kdvetkez6 szempontokat érdemes szem elétt
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tartani. Az egyik legfontosabb, de persze nem elégséges
feltétel, hogy az iranyitémolekula nagy szelektivitadssal és
affinitadssal kotédjon a tumorsejtek felszinén megjelend,
tumorspecifikus vagy taltermelddott receptorokhoz, és az igy
kialakult konjugadtum-receptor komplex hatékonyan interna-
lizélodjon a sejtekbe (sejtbejutasi képesség). Ezt a kotédést
befolyasolhatja a peptid szekvenciaja/szerkezete, a hozza
kapcsolédo linker és drog tipusa, szama és helyzete. Fontos,
hogy a konjugatum a keringésben lehetéleg stabil legyen,
ugyanakkor a sejtbe jutva a lizoszdmakban degradalédjon
és a megfeleld szabad hatdanyag vagy annak aktiv metabo-
litja szabaduljon fel. A keletkezd termék szerkezete szintén
befolydsolhatja a hatéanyag lokalizaci¢jat a sejtben, ami
szintén hathat a konjugatum aktivitasara. Mindezek alapjan
az el6allitott konjugatumokat nagyon sokféle vizsgalatnak
kell alavetni. igy példaul vizsgaljuk a tumorsejtek receptor-
készletét (Western-blot), a konjugatumok in vitro citotoxici-
tasat (sejt-életképességi esszékl, sejtbe jutdsukat (dramlasi
citometria, konfokalis mikroszképial, plazmastabilitasukat
és lizoszomalis lebomlasukat, a keletkezd termékek szerke-
zetét ([HPLC-MS]), valamint a hatékony anyagok in vivo akut
és kronikus toxicitdsat, tumorellenes hatasukat egereken,
illetve kiilonb6z6 szerveken megfigyelt toxicitasukat, érkép-
z6dést és metasztazist gatlo hatasukat. Egy-egy kiragadott
példan keresztiil szeretnénk a kovetkezékben bemutatni ezt
a sokrét( kutatasi folyamatot.

AZ IRANYITOPEPTID KIVALASZTASA
A tumorsejtek felszinén talalhaté receptorok egy részérdl,
illetve azok funkciéjarél szdmos ismerettel rendelkeziink.
igy példaul tobb peptidhormon receptorarél kimutattak, hogy
atumorsejtekben nagyobb mértékben expresszalédnak, mint
normalis sejtekben, igy ezek alkalmasak lehetnek az adott
peptidhormonhoz kapcsolt hatdanyag nagy szelektivitassal
torténd tumorsejtbe juttatdsara. Ilyen peptidhormonok le-
hetnek pl. a gonadotropin-releasing hormon (GnRH), a szo-
matosztatin, a bombezin, a melanocitastimulalé hormon
(a-MSH) vagy a neurotenzin. Tumortipustél és a tumor recep-
torkészletétdl fiiggéen egyik vagy masik alkalmazasa lehet
elényos. E hormonok egy része (pl. GnRH és szomatosztatin)
dénmagaban is tumorndvekedést gatlé hatassal rendelkezik.
Mésok esetében olyan antagonista hatasu szarmazékokat kell
eléallitani, amelyek a nativ hormonnal ellentétben gatoljak
a tumorndvekedést. Elsésorban a gatlo hatasu peptidek le-
hetnek alkalmas hordozok a hatéanyagok célba juttatasara,
kiilonosen a hormonfiiggetlen szolid tumorok esetén. Ezek
a peptidek a tumorterapia szempontjabol elég jol feltérké-
pezettek és sok peptid-hatdanyag konjugatumot készitettek
belélik, amelyek egy részét mar klinikai vizsgalatok vala-
melyik fazisaban is tesztelték. Ugyanakkor még mindig van
lehetdség ennélis hatékonyabb variansok el8allitasara (5, 6).
Egy masik lehet6ség a tumorsejteken lévé célpontok és
ligandumaik feltérképezésére az irdnyitott evolucid egyik faj-
taja, az (n. fagbemutatasos technika. Az eljaras lényege, hogy
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a vizsgalni kivant peptidszekvencidkat kddolé gént a peptid
kifejezésére hasznalt bakteriofag génjéhez illesztik, igy ez
a peptidszakasz kifejez6dik a bakteriofag burokfehérjéjében.
Minden egyes fag egy peptidet fog kifejezni, és a fagban talal-
hato 6rokitanyag tartalmazni fogja az adott peptidet kddold
nukleinsavat. A felsziniikon kiilonb6z6 peptideket megjelenité
fagok kozil szelekcids eljarassal lehet a legmegfelel6b-
beket kivalasztani, ami altalaban kotédési teszten alapul.
A megfelel6 szelekcidhoz egy adott irdnyitopeptidet kifejez6
fagbol kb. 100 kopiat hasznalnak, igy egy hét aminosavat
prezentald fagkonyvtar, figyelembe véve a 20 természetes
aminosav maximalis szamu variacioit, 10" fagbol allhat.
Minél tobb szelekcios lépést hajtanak végre, annal nagyobb
a valészinlisége annak, hogy a legjobban k6t6d6 peptideket
lehet kivalasztani. Természetesen a szelekcio sikeressége
fligghet attdlis, hogy az dsszes lépést in vitrovégzik sejteken,
vagy kombinaljak az in vitro, ex vivo és in vivo kérilménye-
ket. Az utébbiak bonyolultabb és dragabb, de megbizhatdbb
eredményt szolgaltato eljarasok. A megfeleld irdnyitomole-
kuldk kivalasztasahoz hasznalhatnak hosszabb vagy rovidebb
peptideket bemutaté fagokat (8). A médszerrel szamos olyan
peptidet sikerdlt kifejleszteni, amelyek nagyon hatékonyan
tudnak a tumorsejtek felszinén évé molekulakhoz kot6dni.
E molekuldk egy részérél igazoltak, hogy mely fehérjék ezek,
mas esetekben ez még nem sikerdilt. Egy azonban tény, hogy
a legtobb, irodalomban publikalt, fagkonyvtar segitségével
kivalasztott peptidszekvencia szerkezetének optimalizalasara
nem kerilt sor, noha a médszer nem garantalja, hogy a leg-
megfelelbb peptid keriil szelektalasra. Ezért ezek a peptidek
kiilonb6z6 mddszerekkel (aminosavcsere, lancrovidités vagy
éppen -hosszabbitas, ciklizalas stb.) modosithatok egy még
hatékonyabb szerkezet elérése érdekében. Munkank egyik
lényeges pontja, hogy ilyen, az irodalomban leirt peptidek
szerkezetmddositasaval még hatékonyabb irdnyitémoleku-
lakat allitsunk el6.

A GNRH-HORDOZO PEPTID SZERKEZETENEK
OPTIMALIZALASA

A human gonadotropin-releasing hormon a hipotalamuszban
termeldd6 dekapeptid, amelynek a szekvenciaja Glp-His-Trp-
Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, (ahol a Glp piroglutamin-
savat jelent], és elsédleges funkcidja a reprodukciéban részt
vevé mas hormonok szekrécidjanak a szabalyozasa. Mivel
azonban a tumorsejtek az egészséges sejtekhez és szervek-
hez képest jelentésen nagyobb mennyiségben expresszaljak
a GnRH-receptorokat, a GnRH-analdégok hatékony iranyito-
molekulédk lehetnek. Szamos GnRH-analdégnak (agonistak
és antagonistak) onmagaban is jelentds proliferacidégatlo
hatasa van (9, 10). A szekvenciaban a Gly cseréje nagy tér-
kitoltés( apolaros oldallancot tartalmazé D-aminosavakra
(pl. D-Leu [leuprolid], D-Trp [triptorelin]) szuperagonista
vegylleteket eredményez (11). Amennyiben tumorellenes
hatdanyagot akarnak kapcsolni a GnRH-hoz, akkor a 6-os
pozicidban a Gly-t D-lizinre cserélik (zoptarelin), igy annak



oldallanc-aminocsoportja konjugacios helyként alkalmas
a drog kapcsolasara egy megfeleld linkeren keresztil. Az
eddig legsikeresebb konjugatumban a doxorubicint kap-
csoltdk egy glutarsav linkeren keresztiil a [D-Lys¢]-GnRH
peptidhez (12). A zoptarelin-doxorubicin eljutott a klinikai
[ll. fazisba, azonban itt megszakadtak a kisérletek, mert
nem tapasztaltak hatdsnovekedést és egyéb pozitiv hatast
a szabad hatéanyaghoz képest (13). Ennek oka lehet, hogy
ebben a vegyliletben a doxorubicin és a glutarsavlinker kézott
észterkotés talalhatd, ami a véraramban lévé észterazok
hatasara is bomolhat, igy még a célsejtekbe jutas elétt a kon-
jugatum jelentds része komponenseire eshet szét. Ezért a mi
kisérleteinkben Uj megkozelitést alkalmaztunk.

Az elsé fontos valtoztatds az volt, hogy a human GnRH
(hGnRH vagy GnRH-1) helyett egy masik természetes
GnRH-izoformat, a nagy tengeri ingolabdl (sea lamprey)
izolalt GnRH-II (LGnRH-I11) peptidet alkalmaztuk (14). Ennek
a peptidnek a szekvenciaja csak négy aminosavban tér el
Pro-Gly-NH,), tehat a receptorkétédéshez fontos terminalis
aminosavak azonosak. Ennek megfeleléen hatékonyan ko-
tédnek a GnRH-receptorokhoz, ugyanakkor hormonhata-
suk emlésokben elhanyagolhaté. Ez fontos szempont, mert
igy a hormonalis mellékhatasok elkeriilhet6k a tumorok
kezelésénél, ami kiilénésen a hormonfliggetlen tumorok
gyogyitasanal lehet elényds. A szekvencia 8-as poziciéjaban
talalhato Lys alkalmas konjugalasi hely, igy a hatdanyag
kapcsolasdhoz nincs sziikség Ujabb aminosavcserére (15).
A masodik lényeges valtoztatasunk az volt, hogy a véraramban
instabil észterkotés helyett oximkotést vezettiink be, és ennek
segitségével kapcsoltunk daunorubicint a funkcionalizalt
(aminooxiacetil-csoporttal médositott) GnRH-11I-hoz (Glp-
His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoal)-Pro-Gly-NH,, ahol
az Aoa aminooxiacetil-csoportot, a Dau daunorubicint jelent)
(16). Kimutattuk, hogy ez a konjugatum a vérplazmaban akar
24 6raig is stabil, ellenben lizoszdma-homogenatumban
gyorsan felszabadul a legkisebb hatéanyagot tartalmazé
metabolit, a H-Lys(Dau=Aoa)-0OH, amely vizsgalataink sze-
rint kisebb affinitdssal, mint a daunorubicin, de hatékonyan
kotédik a DNS-hez. Az igy eldallitott konjugatum tumorel-
lenes hatésa azonban két nagysagrenddel kisebb volt, mint
a zoptarelin-doxorubicin aktivitasa. Ezért a GnRH-IIl peptid
szerkezetét Ugy probaltuk mddositani, hogy jelentds hatas-
novekedést érjiink el.

Nem részletezve a valtoztatasokkal elgallitott kb. 40
vegytletet, a két legaktivabb szarmazékot mutatnank be.
A legnagyobb lépést azzal értiik el, hogy a 4-es helyzetbe az
oldallancan vajsavval acilezett lizint (-Lys(Bu)-) épitettiink be
(Glp-His-Trp-Lys(Bul-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-
NH,), ami kézel egy nagysagrenddel novelte a konjugatum
tumorellenes hatasat HT-29 human vastagbéltumorsejteken
és valamivel kisebb mértékben MCF-7 human emlétumor-
sejteken (17). Ez elsGsorban a nagyobb sejtbejutasi képes-
séggel volt magyarazhaté. Erdemes megjegyezni, hogy ez
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a hatasnovekedés akkor volt jelent8s, ha viszonylag révid
(6 6ra) kezelést alkalmaztunk, majd a konjugatum sejtekrél
torténd lemosdasa utan tovabbi 66 orat inkubaltuk a sejteket
friss médiumban. Azonban, ha a kezelést 24 drara noveltik,
akkor ez a kiilonbség jelentésen csokkent, igazolva azt, hogy
az eredeti konjugatum lassabban jut be a sejtbe, de egy bizo-
nyos id6 utan eléri a sejtben a megfeleld hatashoz sziikséges
koncentraciot. A Lys(Bu) egységgel mddositott konjugatum
esetén a kezelésiid6 novelésével mar nem lehetett jelentls
hatdsndvekedést elérni.

A kovetkez6 jelentds hatékonysagjavulast egy olyan kon-
jugdtummal sikerilt elérni, amelyben a GnRH-analdg 3-as
D-Tic (Tic: 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav) nem
természetes aminosavra cseréltiik, és egyben a 2-es helyzet(
hisztidint elhagytuk (18). A kapott konjugatumot (Glp-D-Tic-
Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,) 23 kiilon-
b6z6 tumortipust vizsgalva (MTT-teszt) és 6sszehasonlitva
a Lys(Bu) egységgel médositott GnRH-IlI-konjugatummal
kijelenthetd, hogy valamennyi vizsgalt tumortipuson altala-
ban 3-5-szoros hatékonysagnovekedést értiink el. A D-Tic
aminosavat tartalmazé konjugdtum valamennyi altalunk
vizsgalt tumorsejten (emlé-, prosztata-, ovarium-, fej-nyaki
és tidétumorok, illetve glioblasztdma- és melandmasejtek]
- kivéve a Panc-1 hasnyalmirigytumor és az MRC-5 normalis
fibroblaszt kontroll sejteket - 1-10 pM koz6tti IC,,-értékeket
eredményezett. Mar a korabbi vezérmolekulank (Lys(Bu]-t
tartalmazé, tovabbiakban 1-gyel jeldlt) is hatékonyabban
jutott be a tumorsejtekbe (dramlasi citometridval mérve),
mint a nativ GnRH-III szekvenciat tartalmazd konjugatum,
de ez tovabb fokozddott a D-Tic-tartalmu konjugatum esetén
(2), kiilonosen az alacsony koncentracioknal (3,125-12,500
pM). Ez azért jelentds, mert megfigyeléseink alapjana 10 pM
feletti koncentraciok esetén né a nem specifikus sejtbejutas
mértéke. Az MCF-7 human emlétumor- és HT-29 human
vastagbéltumor-sejteken végzett citotoxicitasi és sejtbejutasi
vizsgalatok eredményei a 2. dbran lathatdak.

Korabban mar kimutattuk in vivo vizsgalatokban, hogy
a 4-es helyzetben Ser helyett rovid szénlancu zsirsavval
acilezett Lys beépitése fokozta a tumorndvekedés-gatlast
ortotopikusan egerekbe bedltetett HT-29 human vastag-
béltumorsejtek esetében (~30%-kal nagyobb tumorndve-
kedés-gatlas) (19). A mostani kisérleteinkben a koradbban
legjobbnak talalt Lys(Bul-t tartalmazé konjugatumot (1)
hasonlitottuk dssze a D-Tic-tartalmd konjugatummal (2)
azonos in vivo rendszerben. Az Uj konjugatum sem mutatott
akut (1x50 mg Dau-tartalom/ttkg), illetve kronikus toxicitast
(5x15 mg Dau-tartalom/ttkg). A SCID egereket a tumorbeiil-
tetést kovetd 7. napon kezdtiik el kezelni a konjugatumokkal
és a szabad daunorubicinnel. A konjugatumokkal 6sszesen 7
kezelést végeztiink (10 mg Dau-tartalom/ttkg) 3-4 naponta,
mig a szabad hatéanyaggal heti egyszer, 6sszesen 3 keze-
lést tudtunk elvégezni (1 mg/ttkg) a toxikus mellékhatasok
elkeriilése érdekében. Ennek ellenére az egerek sulya a 15.
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2. ABRA. GnRH-lll-konjugatumok (1: Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH, és 2: Glp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-
Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,) citotoxicitasi és sejtbejutasi vizsgalata MCF-7 human emlé- és HT-29 human vastagbéltumor-sejteken. a, b) Cito-
toxicitasi vizsgalatok (MTT-teszt) soran kapott ICy-értékek a konjugatumokkal torténd 24 6ras inkubacid (+48 ora) utan, illetve a konjugatumok
sejtbejutdsanak osszehasonlitdsa dramlasi citometria segitségével (6 6ras inkubacidt kovetSen). c) A 2-es szamu konjugatum sejtbejutasat az idé
fliggvényében konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A daunorubicinnel (Dau) konjugalt peptid pirossal, a sejtmagfestés (DAPI) kék szinnel lathaté.

Avonalas mérték 20 um-t jelol

naptdl kezdve jelentésen csokkent, igy a kisérleteket a 30.
napon be kellett fejezniink. A konjugatumokkal kezelt egerek
sulya lényegesen nem valtozott a kisérlet ideje alatt.
Atumorok kioperaldsa utan valamennyi kezelt allat ese-
tében jelentés tumorndvekedés-gatlast figyelhettlink meg.
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A szabad Dau esetén atlagban 84,3%, a Lys(Bul-t tartalmazé
konjugatummal (1) 80,8%-0s, mig a D-Tic-et tartalmazé
konjugadtummal (2) 87,1%-0s gatlast detektaltunk. Tehat az
Uj konjugatum még a szabad hatéanyagnal is hatékonyabban
tudta gatolni a tumorndvekedést az adott alkalmazhaté



dézisok mellett. Tovdbba amig a konjugatumokkal kezelt
allatokban 5-8%-kal nagyobb volt a maj tomege a kezeletlen
kontrollhoz képest, addig a szabad daunorubicinnel kezelt
allatoknal jelentds, atlagban 32,8%-0s majtomegcsokkenést
figyeltink meg (1. tabldzat). Mindezek alapjan elmondhat-
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hogy a Val, a Leu és a Tyr aminosavak alaninra térténd cse-
réje a tumorellenes hatas jelentds csokkenéséhez vezet.

Ala-ra (Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH,; ICy;: 24,1£1,6 pM),
kétszer olyan aktiv konjugdtumhoz jutottunk, mint a kiindulasi

1. TABLAZAT. GnRH-IlI-konjugatumok (1: Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-
NH, és 2: Glp-D-Tic-Lys(Bul-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,) és daunorubicin (Dau) hatasa
ortotopikusan egerekbe (n=6/csoport) lltetett HT-29 human vastagbéltumorsejtek vizsgélata soran

Kontroll
Testtomeg (g, 7. nap) 24,48+2,36
Testtémeg (g, végsa) 18,97+2,44

Tumortémeg (g) 0,2442+ 0,194

Majtsmeg (g) 0,81240,132

Méj-testtomeg arany (%) 4,25+0,18

Dau 1 2
24,33+0,61 23,58+1,44 24,98+1,04
18,15+1,22 20,75+2,54 22,80£1,18
0,038+0,030 0,047+0,017 0,032+0,019
0,546+0,110 0,879+0,161 0,857+0,116
340,52 4,22+0,44 3,78+0,43

A kezelés a tumortranszplantacict kévetd 7. napon kezdddétt 10 mg/ttkg Dau-tartalom (1-es és
2-es konjugatumok) vagy 1 mg/ttkg (Dau] adagoldséval. A kisérletet termindlni kellett a 23. (Dau-
csoport] vagy a 30. napon (1-es és 2-es konjugatumokkal kezelt csoportok esetén). Ezt kovette

a tumorok és a méj témegének mérése, illetve a proliferacios index [Ki-67 alapjan] meghatarozasa

juk, hogy a GnRH-Ill-analégokkal készitett konjugatumok
kevesebb mellékhatas mellett a szabad hatdanyaggal Gssze-
mérhetd tumornovekedés-gatlé hatassal rendelkeznek (20).
Egyben ez a kisérletsorozat arra is jo példa, hogy érdemes
a mar sokrétlien vizsgalt hormonpeptidek mddositasaval
foglalkozni, még hatékonyabb célzé molekulak eldallitasa
érdekében.

FAGKONYVTARBOL KIVALASZTOTT IRANYITOPEPTID
SZERKEZETENEK OPTIMALIZALASA

Zhang és munkatarsai 10" fag felhasznalasaval szelektaltak
olyan heptapeptideket, amelyek hatékonyan kotédtek HT-
29 human vastagbéltumorsejtekhez. A harom szelekcids
lépés utan random maédon valasztottak ki 50 fagot, amelyek
vizsgalatabol a VHLGYAT heptapeptid mutatta a leghatéko-
nyabb kotddést a tumorsejtekhez (21). Véleménylink szerint
a harom szelekcios lépés és a random kivalasztott 50 fag
ebben az esetben kevésnek bizonyulhat, és ezaltal akar
hatékonyabb molekulak is elkeriilhetik a kutatok figyelmét.
Ezért vizsgaltuk az egyes aminosavak fontossagat a bio-
légiai hatasban. Az elsd kdrben minden egyes aminosavat
egyenként alaninra cseréltiink (Ala-scan eljaras). Az iranyi-
t6-heptapeptidek N-termindlisara minden esetben egy LRRY,
katepszin B lizoszomalis enzimre hasadé és az oldékonysagot
novel6 tetrapeptid-spaceren keresztiil kapcsoltuk a dauno-
rubicint oximkétéssel. Az egységes spacer alkalmazasat
az is indokolta, hogy igy minden esetben azonos metabolit
(Dau=Aoa-Leu-0H) szabadult fel kozel azonos sebességgel
a konjugatumokbdl patkanylizoszéma-preparatumban, igy
ez nem befolydsolhatta a tumorellenes hatds mértékét. In
vitro sejtéletképességi vizsgalattal (MTT-teszt) kimutattuk,

vegyllet volt (Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH,; ICy,: 46,9+9,4
pM]. A konjugatumok sejtéletképességre gyakorolt hatasa
egyértelmdlen Osszefliggott a konjugatumok sejtbejutasi
képességével. Az aramlasi citométerrel mért adatok alap-
jan a Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH, konjugatum jutott be
leghatékonyabban a tumorsejtekbe.

Mivel Ugy tlint, hogy a 4-es poziciéban a valtoztatds meg-
engedett, a tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy milyen amino-
savak beépitése jar hatasnovekedéssel ebben a pozicidban.
Az eredmények azt mutattak, hogy a nagyméret( apolaris
oldallancot tartalmazé természetes és nem természetes
aminosavak beépitése tovabb noveli a konjugatumok tu-
morellenes hatdsat (a Leu, Phe, Cpa [p-klér-fenilalanin)
cserével késziilt konjugatumok IC.,-értékei sorban: 7,5+3,5
UM, 6,6£2,9 uM, illetve 3,6+0,1 pM). Ezzel szemben a Lys és
Pro beépitése kifejezetten csokkentette a hatast (>50 uM),
a tobbivizsgalt, féleg polaris aminosavak nem eredményeztek
lényeges hatasvaltozast (3. dbra).
talalhato, ezt értelemszerlen nem cseréltik ki az Ala-
scan vizsgalat soran. Azonban vizsgalni akartuk, hogy en-
nek az aminosavnak a valtoztatdsa hogyan befolyasolja
a konjugatumok tumorellenes hatasat. Megallapitottuk,
hogy ennek a poziciénak a valtoztatdsa kisebb hatassal
van a konjugatum hatékonysagara. Itt is a nagy apolaris
oldallanc a kedvezd (Dau=LRRY-VHLFYLT-NH,; 3,20,1
pM), mig a savas karakter( glutaminsav jelenléte rontja
a hatést (>50 pM). Mivel a kétszeres aminosavcserét tar-
talmazo peptid hatékonysaga nem volt jelentdsen jobb,
mint a kordbbi szarmazékok, viszont a konjugatum ol-
dékonysaga jelentésen romlott, a tovabbi 6sszehasonlitd
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3. ABRA. Fagbemutatas technikajaval kivalasztott peptidbél szarmazé konjugatumok (Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH,
és variansai) optimalizaldsanak hatdsa HT-29 vastagbéltumorsejtekbe térténd bejutasra. A sejtbejutas mérése 3 6ra
inkubacios id6 elteltével tortént dramlasi citometria segitségével

in vitro és in vivo vizsgalatokhoz az eredeti és a Phe-nal
moédositott konjugatumokat (Dau=LRRY-VHLGYAT-NH, és
Dau=LRRY-VHLFYAT-NH,) hasznaltuk.

A két hatoanyag-iranyitopeptid konjugatum sejtéletképes-
ségre gyakorolt hatasat megvizsgaltuk tovabbi 21 kiilonb6z6
eredet( tumorsejtvonalon és kontrollként normalis fibro-
blasztokon (MRC-5). Azt tapasztaltuk, hogy a konjugatumok
toxikusabbak voltak a tumorsejteken, és minden esetben
a Phe-t tartalmazé konjugatumnak volt nagyobb tumorel-
lenes hatasa, amely sejttipustdl fliggéen 1,5-5-szordse volt
az eredeti konjugatumnak. Kilénésen tidétumor- (A549,
H1650, H1975), prosztata- (DU145, PC-3) és melanémasej-
teken (A2058, M24, WM983B, B16) mutattak a konjugatumok
kiemelkedd hatast, mig a HT-29 vastagbéltumorsejteken,
amire eredetileg kifejlesztették az irdnyitopeptidet, kzepes
aktivitast mutattak (22).

Ez a széles spektrumu hatékonysag a kiilonboz6 tipusu
tumorsejteken arra 6sztokélt minket, hogy kideritsik, milyen
receptort ismer fel az irdnyitopeptid, hiszen eddig ezt még
nem vizsgaltak. Affinitdskromatografia és LC-MS segitsé-
gével, fehérje-adatbazisokat felhasznalva az egyik legva-
l6szinlibb fehérje a membrankststt Hsp70 (hésokkprotein
70], amely jelentdsen taltermelddik szamos tumortipusban
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és jelentds szerepe van a tumorsejtek elleni immunvalasz
kivaltdsaban. Bar tovabbivizsgalatok szlikségesek a feltéte-
lezéslink pontosabb igazolasara, az mindenesetre figyelemre
érdemes, hogy korabban leirtak olyan peptideket, amelyek
kotédni képesek a Hsp70-hez, és nagyfokd homoldgiat mu-
tatnak a miiranyitopeptidjeinkkel (A6R: [ASHLGLAR] és HbS:
[VHLTPVEK]).

Az in vivovizsgalatokat SCID egerekbe ortotopikusan be-
ultetett HT-29 tumormodellen végeztiik. A két konjugatum és
a nem kezelt kontrollcsoport mellett szabad daunorubicinnel
kezelt csoportot is vizsgaltunk (8-8 egér/csoport). A kezelést
a tumortranszplantaciot kovetd 13. napon kezdtiik. A szabad
Dau-t 1 mg/ttkg (MTD] dézisban adtuk kétszer (13. és 20.
nap). Ezzel a csoporttal a kisérleteket a 23. napon le kellett
allitani az egerek jelentds sulyvesztése miatt. A tébbi csoport
terminalasat a 30. napon végeztiik. A konjugatumokbél 10
mg/ttkg Dau-tartalmd dézist adtunk (36,6, illetve 38,3 mg/
ttkg konjugatum) a 13., 16., 20., 23. és 27. napokon). Az egerek
ennél nagyobb dézisokat is elviselnek a konjugatumokbol
komolyabb toxikus mellékhatéds nélkil. Az eredmények azt
mutattak, hogy az eredeti konjugatum 65%-os, mig a Phe-t
tartalmazé konjugatum 89%-os tumorndvekedés-gatlast
eredményezett. Ez utobbi meghaladta a szabad Dau hatékony-
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4. ABRA. Fagbemutatas technikajaval kivalasztott peptidbél szarmazé
két konjugatum (Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, és Dau=Aoa-LRRY-VHL-
FYAT-NH,), illetve szabad daunorubicin (Dau) hatdsa ortotopikusan ege-
rekbe (n=8/csoport) iltetett HT-29 human vastagbéltumor progresszid-
jara. A kezelés a tumortranszplantaciot kovet6 13. napon kezd6dott 10
mg/ttkg Dau-tartalom (1-es és 2-es konjugatumok) vagy 1 mg/ttkg (Dau)
adagoldsaval. A kisérletet terminalni kellett a 23. (Dau) vagy a 30. napon
(1-es és 2-es konjugatumok) esetén. Ezt kovette a tumorok és a maj to-
megének mérése, illetve a proliferaciés index (Ki-67 alapjan) meghataro-
zasa. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (Mann-Whitney-teszt)
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sagat is, mikozben a majra gyakorolt toxikus mellékhatasa
sokkal kisebb volt, mint a szabad hatéanyagé. A kiemelkedd
tumorellenes hatas dsszefligghet azzal, hogy a Phe-tartalmu
konjugatum jelentds proliferaciogatlast mutat a szabad Dau-
hoz és az eredeti konjugatumoz képest (proliferacids index:
58%, 94% és 86% egyenként) (4. dbra) (22).

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a faghemutatasos
eljarassal kivalasztott tumorfelismerd iranyitopeptidek esetén
lehetséges a szerkezetiik optimalizalasaval még hatékonyabb
konjugatumokat eléallitani.

A HATOANYAG SZAMANAK ES KONJUGACI0S HELYENEK
MEGVALASZTASA

Az Angiopep-2 elnevezés(, 19 aminosavat tartalmazé pep-
tidet (H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-0H) kézel szaz peptid
vizsgalata utan valasztottak ki mint olyan peptidet, amely
hatékonyan tud két6dni az LRP1 (alacsony slr(iségd lipo-
proteinreceptor-kapcsolt fehérje 1) receptorhoz, amely
részben megtalalhaté a vér-agy gat (BBB) apikalis oldalan,
masrészt tulexpresszalodik bizonyos tipusd tumorsejte-
ken (23). igy a beldle készitett tumorellenes hatéanyagot
tartalmazo konjugatum elészor atjuthat a vér-agy gaton
receptormedialt transzcitdzissal, majd ott szelektiven bejut-
hat a tumorsejtekbe receptormedialt endocitozissal. Ezért
ez az iranyitomolekula kett6s funkciéjaval alkalmas lehet
A peptidben két lizin talalhato, igy az N-terminalis amino-
csoporttal egyiitt harom lehetséges konjugalasi helyet is
vizsgaltunk a molekulaban. Az Angiopep-2 felhasznalasaval
mar tobb, gydgyszermolekulat tartalmazé konjugatumot
eléallitottak, amelyekben pl. paklitaxelt (24) vagy doxo-
rubicint (25) kapcsoltak mindharom konjugécids helyhez
észterkotés kialakitasaval. Kémiai szintézis szempontjabdl
egyszeribb mindharom csoporthoz kapcsolni a hatéanyagot,
mint szelektiven egyik vagy masik csoporthoz. Masrészt az
esetek tobbségében tébb hatdanyag egy irdnyitémolekulan
nagyobb tumorellenes hatast eredményezhet, ha a kapcsolt
drogmolekuldk nem befolydsoljak a receptorkotédést. Ezt
azonban a korabbi munkakban nem vizsgaltadk. Tovabba
visszautalnank a korabban leirtakra, hogy az észterkotés sok
esetben nem elég stabil ahhoz, hogy a célsejteket bomlas
nélkil elérje a konjugatum. Ezért ebben a kisérletsorozat-
ban azt vizsgaltuk, hogy az Angiopep-2 peptidhez kapcsolt
hatdanyagok szama és pozicidja hogyan befolyasolja a kon-
jugdtumok bioldgiai aktivitasat. Elséként a daunorubicint, az
elézéekben leirtaknak megfelelden oximkotés kialakitasaval
kapcsoltuk a megfeleld funkcios helyekre. ElGallitottuk
az 0sszes egy, két, illetve harom hatdéanyagot tartalmazé
varianst (0sszesen 7 konjugatum).

Az U87 human glioblasztémasejteken végzett in vitro
citosztazisvizsgalatok (MTT-teszt) azt mutattak, hogy ha
a Dau a C-terminalisdhoz kozelebbi lizinhez kapcsoladik,
akkor nagyobb IC,,-értékeket kapunk (>30 pM), mintha
az az N-terminalishoz vagy az N-terminéalishoz kdzelebbi
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5. ABRA. Angiopep-2 konjugatumok sejtbejutasi vizsgalata U87 human glioblasztémasejteken. A sejtbejutds mérése 1 6ra inkubécids id6 utan

tortént dramlasi citometria segitségével

lizin oldallancahoz kapcsolddik. A legnagyobb tumorelle-
nes hatast azok a konjugatumok mutattak, amelyekben az
N-terminalishoz kapcsolddott a Dau (<10 pM). A tébb Dau
kapcsolasa az Angiopep-2 hordozdpeptidhez nem befolya-
solta jelentésen a hatast, igy a hatads szempontjabél a drog
pozicidja volt a f6 tényez6. A harom hatéanyagot tartalmazé
konjugatumot oldékonysagi problémak miatt nem tudtuk
pontosan vizsgalni.

A kordbban bemutatott peptideknél egyértelmi dsz-
szefliggést tudtunk kimutatni a konjugatumok sejtbejutasi
képessége és a tumorellenes hatas kozott. Ezért ebben az
esetben is megvizsgaltuk, hogy milyen mértékben képesek
a konjugatumok a sejtekbe jutni. Az eredmények részben
igazoltak a mért sejtéletképességi adatokat, mert ha a Dau
a C-terminalishoz kézeli lizinhez kapcsolédott, akkor az je-
lentdsen rontotta a sejtbejutast. Feltehetdleg az Angiopep-2
peptid e részlete fontos szerepet tolthet be a receptorkoté-
désben. Ugyanakkor kimagaslé sejtbejutast tapasztaltunk
azon konjugatumnal, ahol a Dau a masik lizin oldallancahoz
kapcsolodott. Ezt a fokozott mértékd sejtbejutast viszont
a citosztazis-adatok nem tdmasztottak ala (5. dbra).

Az ellentmondas felolddsa érdekében a tovabbiakban
vizsgaltuk a konjugatumok metabolizmusat patkanymaj li-
zoszoémapreparatumban. A keletkezett termékeket LC-MS
technikaval vizsgalva bizonyitottuk, hogy az N-terminalisrol
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felszabadulé Dau=Aoa-Thr-OH és a C-terminalis lizinhez
kapcsolddd Dau esetén a H-Lys(Dau=Aoa)-OH metabolit mar
1 6ra inkubalds utan megjelenik, és 6 dra elteltével mar
ez a f6 termék. Ugyanakkor az N-terminalishoz kozeleb-
bi Lys-hez kapcsolt Dau-t tartalmazé konjugatumok ese-
tén a H-Lys(Dau=Aoa)-OH metabolit nagyon lassan jelenik
meg. Egy 6ra utdn még nem detektalhato, 6 6ra utan mar
kis mennyiségben megjelenik az elegyben, de még 72 dra
elteltével sem ez a Dau-t tartalmazd fragmensek koziil a f6
termék. A dominans fragmensek a H-GK(Dau=Aoa)R-0H és
H-GK(Dau=Aoa)-0H metabolitok. Ez a megfigyelés magyaraz-
hatja azt, hogy a hatékonyabb sejtbejutas ellenére miért kisebb
e konjugatum tumorellenes hatéasa (2. tablazat). Egyben arra
is figyelmeztetnek az eredmények, hogy abban az esetben,
ha nem hasad¢ linkeren keresztil kapcsoljuk a hatdanyagot,
vagyis nem torténik meg a szabad hatéanyag felszabadulasa,
akkor kiilonos tekintettel kell lenni a konjugaciés hely megva-
lasztasara, mert a konjugatum lebomlasanak mechanizmusa
jelentésen befolyasolhatja annak bioldgiai hatasat.

0SSZEGZES

A célzott tumorterapia jelentds attorést hozhat a személyre
szabott rakgydgyitasban. Az eljaras segitségével a hatékony
tumorellenes szereket nagyobb szelektivitassal tudjuk a tu-
morsejtekbe juttatni, igy a nem kivant mellékhatasok visz-



TUMOROK CELKERESZTBEN 299

2. TABLAZAT. Angiopep-2 konjugatumok (patkanymaj) lizoszomalis emésztése soran kapott
legkisebb aktiv metabolitok és U87 sejteken végzett citotoxicitasi esszé (MTT-teszt) soran

kapott ICy,-értékek 6sszehasonlitdsa

Szerkezet

g +o4 Wil
H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH

Dau=Aoa

il 1 L1
Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH

Wl il 1l
H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH

Dau=Aoa

szaszorithatok és ezaltal a beteg életmindsége sem romlik
nagy mértékben, amelynek mind tarsadalmi, mind gazdasagi
hasznossaga megkérddjelezhetetlen. A médszer sikeréhez
a hatékony drogmolekulak mellett nagyon fontos, hogy olyan
megfeleld irdnyitomolekulakat fejlessziink ki, amelyek spe-
cifikusan felismerik azokat a tumorsejtfelszini molekulakat,
amelyek altal megkiilonboztethetéek lesznek az egészséges
sejtekt6l. Az NVKP-palyazat keretében az itt bemutatott
irdnyitopeptidek mellett eléallitott tobb mint szaz peptid
és konjugatum segitségével fontos informacidkat nyertlink
arrél, hogy milyen paraméterek milyen mértékben képesek
befolyasolni egy-egy konjugatum hatékonysagat. Ramutattunk
arra, hogy ismert tumorellenes hatdst hormonpeptidek vagy
faghemutatasos technikaval kivalasztott iranyitopeptidek
szerkezete optimalizalhaté aminosavcserével, a ldnchossz
valtoztatasaval, sejtbejutast fokozd anyagok (zsirsavak, sejt-
penetralé peptidek) kapcsoldsaval stb., a hatas fokozasa
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