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1. BEVEZETES

1.1.  Sejtélettani folyamatok

A sejt és kornyezete kozott fenndlld allando kommunikacidés kapcsolat
végeredményben a sejtek, ligand-receptor kolcsonhatason alapuld, fiziologias
folyamatainak megvaltozasaban realizalodik. Az egysejtii életforma megjelenésének
kezdeteitdl a kiilonboz6 kornyezeti ingerek hatasa az eukariota sejt igen sokrétli élettani
reakcidjaban nyilvanulhat meg. Megvaltozhat példdul a sejt hormonszintézise,
metabolikus aktivitdsa, osztédasa vagy egy kémiai inger a sejtek elmozdulasat
indukalhatja. A magasabb rendiiek életében a sejtek elmozduldsa, a hozzd kot6do
tarsjelenségekkel (adhézio, fagocitozis) egyiitt, szdmos végrehajtdé mechanizmus
kozponti eleme. A  szignalizdcid6 molekularis evoluciojaban  (Lenhoff-féle
szignalszelekcids elmélet) is jelentds szerepet tulajdonitanak ezeknek a sejtfiziologiai
jelenségeknek. A szignalmolekuldk és receptoraik kialakuldsa azon taplalékmolekuldk
szelekcios folyamataként értelmezhetd, melyek specifikus sejtélettani folyamatok (pl.
kemotaxis, proliferacid, hormon szintézis) modulalasara is képesek voltak [1].

A sejtélettani folyamatok, elsdsorban a sejtadhézido és migracid szerkezeti és
funkcionalis megismerése elengedhetetlen az ecukaridta sejtek mukodésének és
szabalyozé folyamatainak minél részletesebb megértéséhez [2]. A sejtmigracido egy
univerzalis folyamat. A legtobb sejt az élete soran egy adott idOpontban jelenlévd
specifikus ingerre irdnyitott elmozdulédssal vélaszol, értve ez alatt a primitiv prokaridta
vagy eukariota egysejtli €¢lolények fény és taplalékkeres6 mozgdsat ugyantigy, mint a
vagy patologias folyamatok soran (pl. metasztazisképzés) [3]. A migracid 1étrejottének,
a sejtek szoveti szintll szervezddésének ¢és a sejt-sejt és sejt-kornyezet kozotti
kommunikécids halozatok szervezddésének (sejt belseje felé irdnyuld és az ellenkezd
iranyt kémiai/mechanikus szignalok kozvetitése — integrinek; masodlagos hirvivok
passziv diffuzidja — réskapcsolat) elengedhetetlen feltétele a sejtadhézio, a sejtek

egymashoz és az extracellularis matrix (ECM) elemeihez vald kapcsolodasa [2, 4].
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1.1.1. Sejt — extracellularis matrix adhézio

A dinamikusan valtozé sejt — extracelluldris matrix kapcsolat kialakitdsdban, az
ECM komponensei (pl. kollagén rostok, proteoglikdnok, fibronektin, laminin), a
plazmamembranhoz asszocialt sejtfelszini adhézios proteinek, valamint a citoszkeleton
elemeit a membran-fehérjékhez horgonyzé kapcsolofehérjék vesznek részt [5].

Az o és B lancbol felépiild integrinek a sejtfelszini ECM komponenseket kot
adhézids fehérjék koziil a legjelentdsebb csoportot képviselik. A heterodimer felépitésii
transzmembran fehérjék tobbsége az extracellularis doménjeik révén, bivalens kationok
jelenlétében, képes az RGD (argininil-glicil-aszparatat) aminosav-szekvenciat
tartalmaz6 ECM makromolekuldk (pl. kollagén, laminin, fibronektin, vitronektin),
szolubilis plazmafehérjék (pl. szolubilis fibronektin, fibrinogén), valamint sejtfelszini
receptorok (ndvekedési faktorok, matrix bontd enzimek receptorai) felismerésére ¢€s
kotésére [2, 5, 6]. Az ECM-fehérje kotését kovetben az integrin molekulak
citoplazmatikus doménjei adaptor fehérjék kozvetitésével (vinkulin, paxilin, a-aktinin)
az aktin filamentunokhoz kapcsolodnak. Az igy kialakult — valdjdban tobb mint 150
fehérjét tartalmazd — multimolekularis komplexet nevezziik fokélis kontaktusnak, vagy
fokalis adhézionak [4]. Az integrinek, a fokalis adhézidé részeként, azon tul, hogy
biztositjadk a sejt szamara a fizikai horgonyt az extracellularis makromolekuldk és az
aktin filamentumok ko6zott, fontos szerepet jatszanak a mechanikai és kémiai szignalok
kétiranyl kozvetitésében. A sejtek kitapaddsa soran az extracellularis térbdl a sejt
belseje felé iranyulo jelek (outside-in signaling) az integrinek intracellularis egységéhez
kapcsolodo jelatviteli enzimek (pl. fokalis adhézids kinaz - FAK) aktivacidja révén a
citoszkeletalis atrendezddésben és kovetkezményesen a sejtmozgés szabalyozdsaban
jatszanak szerepet. A citoplazmabdl a sejten kiviili térbe iranyul6 szignalok (inside-out
fehérje kotddés dinamikus Ossze- ¢€s szétkapcsoldsan keresztiil befolyasolhatjdk a

kialakult adhézio erGsségét a sejt aktualis allapotanak megfeleléen [2, 4-6].

1.1.2. Sejt migracié — kemotaxis
A kornyezetben jelenlévé kémiai stimulusok alapvetéen két modon
befolyasolhatjak a sejtek motilitasat. A kemokinetikus reakcié soran a sejtek random,

nem iranyitott modon valtoztatjadk mozgasi jellemzodiket (Sebesség, iranyvaltasok
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frekvencidja) valaszolva az egyenletes koncentracioban jelenlévé kémiai szignalra.
Koncentraciéo gradiens mentén haté kémia anyagok a sejtek irdnyitott mozgasat,
kemotaxisat valtjak ki. Ha az indukalt vektorialis mozgas a ndvekvd gradiens irdanyaba
mutat, akkor un. kemoattraktans hatasu anyagrol beszéliink, mig ellenkezd esetben, a
gradiens csokkenésének iranyaba torténdé migraciot kemorepellens valasznak nevezziik.
Kemotaxisrol sziikebb értelemben akkor beszéliink, ha a kemotaktikus ligand oldott
allapotban van jelen, ¢és ez hoz létre koncentracid gradienst a sejteket koriilvevo
folyékony kozegben. A tobbsejtii szervezetekben a szabadon elmozdulni képes sejtek
gradiens létrehozasara (pl. erekben a véraramlas ritmusosan valtakozd sebességl,
elmosé hatasa miatt). Ilyenkor a migracid iranyat meghatarozé kémiai stimulusok
valamilyen felszinhez (pl. érfalak endotéljének membranja) kototten tudnak kialakitani
hosszl ideig fennmarado gradienst. A sejtek, e kotott gradiens mentén torténd
elmozdulasa a haptotaxis [3, 7, 8]. A sejtek elmozdulasanak inicidlasahoz sziikséges,
hogy az adott kémiai ligand kotddjon a receptordhoz, és a kiils6 kémiai inger
intracellularis tovabbitasa is megtorténjen, ami végeredményben a mozgas
kivitelezéséért felelés apparatusok aktivalodasahoz vezet [7]. A migracios valaszt
indukalo ligandok és felismerésiikre, intracelluldris kozvetitésiikre képes apparatusok
(receptorok és jelatviteli utvonalak) igen altalanosnak tekinthet6k. A professzionalis,
kemotaxis kivaltasara szelektadlodott molekulacsalddok (pl. bakteridlis tripeptidek,
arachidonsav metabolitok, kemokinek) mellett szamos, alapvetéen nem a sejtek
mozgasanak modulalasara specializalddott hormonrdl (pl. inzulin, hipofizis hormonok)
¢s szigndlmolekularol (pl. neurotranszmitterek, aminosavak, biogén aminok)
beigazolodott, hogy rendelkezik kemotaktikus aktivitassal is. Az els6dleges
kemotaktikus  hatdssal rendelkez6 molekuldk esetén is megfigyelhetd a
,keresztszabalyozas™ jelensége, miszerint egy kemoattraktans anyag képes a sejtek
kemotaktikus valaszanak kivaltasan til befolyasolni a sejtek mozgasidhoz tartozo egyéb
funkciokat is, mint példaul a sejtek letapadasat, a fagocitézist, egyes autokrin/parakrin
legalapvetobb, vélhetden a filogenezis korai szakaszaban megjelend fiziologiai
reakcioknak. A migracié szempontjabol fontos ligand csalddok szelekcidjaval

parhuzamosan az Oket kotni tudd receptorok is elkiiloniiltek. Szamos, a migracioban
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szerepet jatszd receptor- és jelatviteli fehérjét azonositottak, és az elvégzett biokémiai
vizsgalatok tantsaga szerint azok a mechanizmusok, amelyekkel az eukaridta sejtek
érzékelik a kemoattraktans ligandokat nagyon hasonléak a hormonok vagy
neurotranszmitterek  transzdrukciojaban  szereplé  fehérjékhez,  hirvivokhoz.
Filogenetikai szempontbdl is kiemelendd ez a hasonlosag; a Dictyostelium discoideum
amoOba cAMP receptora nagyfoku homologiat mutat az eml6soknél ismert B-adrenerg
receptorokkal [10]. A kemotaktikus hatasu vegyiiletek kotésére képes receptorok
alapvetden két nagy — a 7-transmembran tipusi G protein kapcsolt, és a membrant
egyszer atéro tirozin kinaz aktivitassal rendelkezd — receptorcsaladba tartoznak [11].

A sejtek tényleges elmozdulasa a kemotaxis végrehajtdé mechanizmusanak
tekinthetd, amelynek két f6 formdja ismert a sejtfelszinhez kotott, adhéziofiiggd,
valamint a szabadon sz0 sejtek csillés-ostoros mozgasa [7]. A szovetekbe rendez6dott
sejtek mozgasanak feltétele a sejtadhézid 1étrejotte és a sejtek kihorgonyzodasabol eredd
jel hatdsara a sejtvaz atrendezddése. Az adhézid6 medidlt sejtmozgést tovabbi
alcsoportokra, (i) amoboid, (i1) mezenchimalis és (iii) kollektiv formakra Iehet osztani.
A fenti mozgésformak szabdlyozdsdban és kivitelezésében a kovetkezd molekula
csoportok jatszanak kitlintetett szerepet: ECM-koté adhézios fehérjék (integrinek),
ECM-bont6 enzimek (pl. matrix metalloprotiendzok), sejt-sejt kapcsolat kialakitasaban
az adhézios és kommunikaciés fehérjék és komplexek (pl. kadherinek, rés kapcsolat), a
sejtvaz atrendez6dés szabalyozasaban a kis G-fehérjék (pl. Rho) [12, 13].

Az iranyitott vektoridlis mozgas alapja a polarizalt sejtalak létrejotte, a vezetd él
(pszeudopodium, lamellopddium) és az elmaradd vég (uropddium) kialakuldsa. A
kemokinezis €s a kemotaxis kozti alapvetd kiilonbség, a mozgas iranyultsagaban van, a
kemokinezist végzd sejt polarizalt alakvaltozasa nem jellemz6. A vektorialis mozgas
egy tobblépcsds ciklikusan ismétlddd folyamatsor, a fent felsorolt adhézi6 medialt
mozgasformak a fobb migracids Iépések tekintetében tobbé-kevésbé megegyeznek.
Kemotaktikus inger hatdsdra a kérgi aktin halozat atrendezddése, polimerizacidja
kovetkeztében kialakul a polarizalt sejtalak, és a vezetd élen megjelenik a koncentraciod
gradiens iranydba mutatd pszeudopddium. Az elérenyuld 4llab integrin adhézids
receptorai kapcsolodnak az ECM fehérjékhez, ezzel egy idoben adaptor fehérjék révén
az integrinek intracellularis része az aktin filamentum hal6zathoz csatlakozik, ennek

eredményeként kialakulnak a fokalis adhéziok és a sejtnytlvany az ECM-hoz rogziil. A
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fokalis kontaktus szervezOdésében részt vevd jeldtviteli, valamint aktin filamentum
asszocialt és motor fehérjék (pl. alfa aktinin, filamin, illetve miozinok) az aktin hal6zat
keresztkotésével a mikrofilamentum rendszer stressz szalakka szervez6dését és az aktin-
miozin komplex kialakulasat vezérlik. Az aktomiozin szalak 6sszehuzodasabol és sejtek
kihorgonyz6dasabdl eredd huzoderd hatasara a citoplazma kérgi allomany alatti, nagyobb
fluiditasu bels6 része az elmaradd vég feldl a vezetd él iranyaba aramlik. A sejt farki
részén pedig felbomlanak az adhézios horgonyok €s a sejt maga utdn ,huzza” az
elmarad6 véget [12]. A kiilonb6z6 sejttipusok a fenti folyamattol tobbé-kevésbé eltérd
migracids stratégidk szerint valtoztatjdk a helyliket a szoveti kornyezetben. A
mezenchimalis sejtmozgasra jellemz6é a stabil adhézids kontaktusok és a 1étrejovo
huzoerd altal meghatirozott elnytlt polarizélt sejtforma, valamint az extracellularis
protedzok termelése (pl. matrix metalloproteinaz). Ez utdbbiak a kdrnyezeti vazelemek
bontasaval biztositjak az utat a mozgod sejt szdmara. Mezenchimalis mozgas jellemzo pl.
a fibroblasztokra, keratinocitdkra, valamint bizonyos daganatsejt tipusokra. Ettdl
eltéréen, az amdboid mozgis sordn a sejtek rovid ideig fenndlld gyenge adhézids
kapcsolatokat alakitanak ki, és az extracelluldris vaz emésztése sem jatszik jelentds
szerepet. Az amdboid mozgassal mozgo sejtek, pl. az egysejti Dictyostelium discodium
¢s a magasabb rendii szervezetek fehérvérsejtjei dinamikus alakvaltozasuk révén,
amelyben a kortikalis aktin hald atrendezddésének van kitlintetett jelentdsége, mintegy
atkusznak az extracelluldris halozat elemei kozott, ahelyett, hogy lebontanak azokat. Az
amdboid mozgas, a stabil fokalis kontaktusok hidnyaban, viszonylag gyors és hatékony
formanak tekinthetd. Az utobbi években leirt mozgasforma az Un. kollektiv migracio,
melyben a sejtkapcsold struktirak (dezmoszomak, rés-kapcsolatok) altal Gsszetartott
sejtek egyiittes menetelése figyelheté meg. Az epitél sejtek ilyen kohorszban torténd
vandorlasa jellemz0 a sebgyogyulas és a metasztazisképzés soran [4, 12-14].

Egy kémiai inger nemcsak a sejtek térbeli elmozduldsat indukalhatja, hanem a
sejtek Un. ,,micromotion”-szerli helyzetvaltozatd mozgasat is befolyasolhatja [15]. A
micromotion abbol adodik, hogy a kitapadt sejtek folyamatosan valtoztatjak
morfologiajukat (sejtvazatrendezddés). A sejt-ECM adhézids kontaktusok 4allando
atalakulasban vannak — felbomlanak és 0j kapcsolatok alakulnak ki — mikdzben a sejt
kis poziciondlo (rezgésszerli, rotacids) mozgast végezve valtoztatja helyzetét. Egy

bioaktiv anyag migraciora kifejtett hatdsat az alapjan is osztalyozhatjuk, hogy milyen

11



DOI: 10.14753/SE.2013.1836

valtozast idéz el a sejtek lokomocidos mozgédsdban; fokozhatja, vagy csokkentheti
/gatolhatja a sejtek alakvaltozasat és a kis rezgésszert, rotacios mozgasat [15, 16].

Az eukaridtékra jellemz6 masik migraciés mechanizmus a csillds-ostoros mozgas.
A csillokkal tortén6 mozgéas elemei a filogenezis kiilonbozo szintjét képviseld
szervezetek esetén megtalalhat6. Az eukariota egysejtii Tetrahymena pyriformis csillok
segitségével valtoztatja helyét, mig a magasabb rendi szervezetekben a szabadon
elmozdulni képes sejtek koziil a spermiumokra jellemz06 az ostorral térténd haladés. Az
adhéziofliiggd migracio 1étrejottében az aktin sejtvazelemek atrendezddése, mig a csillok
/ostorok felépitésében €s a mozgas koordindlasban a mikrotubulus fehérjék (tubulin) és
szdmos mikrotubulus asszocidlt fehérje (pl. dinein, nexin) vesz részt. A csillok és
ostorok mozgasa az Gn. axonéma (csill6 test) elhajlasabol, csapasabol eredd erd hatasara
kovetkezik be. Az axonéma szerkezetét tekintve 9, kdrben elhelyezkedd mikrotubulus
par vesz koriil 2 centralis mikrotubulust, kialakitva a 9x2+2 elrendezddést. A csilld
alapjanal talalhato bazalis test felépitése a csillo testéhez hasonld, 9x3-as szerkezet
figyelhetd meg. A bazdlis test, illetve a bazdlis testek membran alatti halozattal
Osszekotott rendszere a mozgas sejtszintil iranyitdja. A csapast kivalto ingerek ugyanis e
henger alaki képletek fel6l érkeznek a csillo testébe. A csilldo hajlasa a kiilsé
mikrotubulus-parokhoz kapcsolodo dinein motorfehérjék segitségével torténik. A dinein
karok hidat képeznek két mikrotubulus dimer kozott, és aktivaciojuk (konforméacid
valtozasuk) kovetkezménye a sliding, a két mikrotubulus par elcstuszésa. A kiillok és a
nexin molekuldk 0Osszekapcsoljak a periférids mikrotubulus parokat a centralis
mikrotubulus parral és egymassal is, ezért az elcstiszds mértéke igen csekély, helyette
elhajlas (csapas) kovetkezik be. A csillok segitségével mozgd sejtek gyorsabb

kemotaktikus valaszra képesek, mint az amdboid mozgast végzo tarsaik [6, 9].

1.1.2.1. Adhézio és kemotaxis bioldgiai és klinikai jelentésége

Az egysejtii €letforma megjelenésének kezdeteitdl a kemotaxisnak alapvetd szerepe
van a taplalék molekuldk fellelésében és megkdzelitésében, valamint a sejt szdmara
toxikus anyagok elkeriilésében. Vélheten a sejtek kemotaktikus valaszkészsége nagyban
hozzajarulhatott a ma ismert ligandcsaladok és receptorainak szelekcidjahoz is [9]. A
magasabb rendii szervezetek legtobb sejtje fejlodésiik, adott 1épcsdjén, rendelkezik

migracids (kemotaktikus) aktivitdssal, mig a végdifferencialt sejtek csak kis csoportja (pl.
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fibroblasztok, leukocitak) 6rzi meg kemotaktikus hajlamat [3]. Az egyedfejlodés kezdeti
1épésének tekinthetd megtermékenyités soran is a himivarsejt kemotaxis révén talalja meg
a petesejtet. Az embriogenezis soran az adhézid és kemotaxis egyarant nélkiilozhetetlen
az egyes sejtek, sejtcsoportok megfeleld helyre térténd vandorlasaban és szoveti szerkezet
felépitésében [4]. A kozponti idegrendszer kialakulasakor az idegsejt prekurzorok
irdnyitott migracioja figyelhet6 meg. A szervezddd szinaptikus kapcsolatok
stabilizalasaban az integrinek (pl. B1, B3, a2) jatszanak fontos szerepet. Az érrendszer
fejlodésében, és a felndtt szervezetre jellemzd érhaldzat integritasanak fenntartasdban
szamos integrin (pl. aSP1, a9P1) jelentdségét igazoltak [17].

A hatékony immunvalasz feltétele, hogy a védekezésben szerepet jatszod
fehérvérsejtek a megfeleld iddben a megfeleld helyen legyenek. Az immunsejtek
differencidlodésanak és aktivacidjanak a legtobb 1épése a leukocitdk immunszervekbe
és egyéb periférias szovetekbe torténd migracidjatol fligg. A timuszban torténd T
limfocita ontogenezis soran a sejtek kéregallomanybol a veléallomany felé torténd
vandorldsadt professziondlis kemoattraktdns anyagok (kemokinek) vezérlik. A
nyirokcsomodkban sejt-sejt interakciok sorozata vezet el a naiv T sejtek aktivaciojahoz.
Az integrin medialt sejtmozgasnak kétségteleniil az egyik legjelentdsebb szerepe az
immunvédekezésben a leukocitadk homingjanak, jarérozésének biztositasa, mely sordn a
sejtek elhagyva az érpalyat a masodlagos nyirokszervekbe, vagy a gyulladas (sériilés)
legfontosabb molekuléris szereplék a szelektinek, a kemokinek és az integrinek,
amelyek az érfalon torténd atjutds harom {6 1€pését (rolling, aktivacio, szoros adhézid)
kozvetitik. A szelektinek, szénhidrat kotd receptoroknak is felfoghatd adhézids
molekulak, az endotél (P- és E-szelektin) és leukocita (L-szelektin) sejtek felszinén. Az
extravazacio kezdeti 1épésében az endotél sejteken expresszalodo szelektinek laza kotést
létesitenck a fehérvérsejtek glikoprotein komponenseivel (P-szelektin glikoprotein
ligand-1 — PSGL-1). A [étrejové kotés nem tartods, de a véraramlas ellenére a sejtek
lelassulnak, és az érfal mentén gordiilve haladnak tovabb, ezt nevezziik rollingnak.
Masodik 1épésben, a gyulladas hatdsara aktivalodott endotél sejtek adhézios molekula
expresszidja (CAM — cell adhesion molecules, immunglobulin-szerii adhézios
molekuldk) fokozddik és kemotaktikus hatasu citokinek (kemokinek), lipid természeti

kemoattraktansok szintézise is megfigyelhetd, amelyek a koncentracio gradiensiik révén
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srer

felszinén megtalalhaté receptorukhoz (G protein kapcsolt receptor), aktivaljak az
integrineket (inside-out jelatvitel), konformaciojukat egy nagy affinitast kotésre
alkalmas allapotba hozzak, és egyben csoportokba (klaszterekbe) szervezik oket A
fehérvérsejtek felszinén 1évd, immar aktivalodott integrinek (pl. LFAL: aM — CD11b és
B2 — CDI18, VLA4: a4 — CD49 ¢s Bl — CD29) szoros kotéseket 1étesitenek az érfal
felszinét boritd sejtek adhéziés molekulaival (ICAM-1 — CD54; CD-106) (firm
adhesion). A nagy affinitdsu k6todés a leukocitak alakvaltozasat és az un. crawling-jat
(ktszésat) indukdlja (outside-in szignalizacid), ami sziikséges az érfalon torténd
atjutashoz, a diapedezishez. A aM — ICAM-1 interakcié segit a kuszo leukocitdknak
(crawling) megtaldlni az atjutds helyét az endotél sejtek kozott (paracelluléris
transzmigracid), vagy transzcelluldris Ut esetén az endotél sejteken keresztiil. Az endotél
sejtek kozott torténd athaladas soran az endotél sejtek kozott meglévo intercelluléris
adhéziés kapcsolatok felszakadnak (VE-kadherin), és a junkcionalis adhézios
molekulak (PECAM, JAM-A, CD-99), amik leukocita-liganddal rendelkeznek (LFA-1,
PECAM, CD99), az intercellularis rések felé, ill. azokon keresztiil vezetik a
fehérvérsejteket haptotaxis révén. Az endotél sejtek sejttestjén torténd athaladas kevésbé
jellemzd, és csak bizonyos helyeken figyelheté meg (pl. kozponti idegrendszer). A
transzcelluldris athaladdsban az un. vezikulo-vakuolaris organellumok jatszanak
kitlintetett szerepet, amelyek jaratokat alakitanak ki a sejt két felszine kozott. A sejtek
athaladasat az aktin, vimentin sejtvazfehérjék és a kaveolaris transzport elemeinek
kozremiikodésével kialakuld jaratokon at az ICAM-1 irdnyitja. Az endotél sejtsoron
atjutott leukocitdknak at kell hatolni a bazalis laminan és a pericitak rétegén is. A sejtek
athaladasa leginkdbb azokon a terlileteken torténik meg ahol a bazalis lamina
ateresztObb (alacsonyabb laminin és magasabb heparanszulfat tartalom), és egyben a
pericitdk kozott is rések talalhatok. A folyamat teljes részletességgel nem ismert, de a
PECAMI, a hatisara termel6dé laminin kotd integrinek (pl. a6PB1) és matrix-bontod
enzimek (MMP, elasztaz) szerepét mar igazoltak [17, 19-21].

A gyulladasos teriileteken az aktivalt immunsejtek extravazacidja klinikai
szempontbol a kemotaktikus valaszkészség egyik legfontosabb megjelenési formaja. A
fehérvérsejtek fokozott migracioja a gyulladasos teriiletekre, szdvetkarosoddshoz és

kronikus gyulladdsos korképek kialakuldsdhoz vezethet. Ilyen, kronikus gyulladassal és
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fokozatosan progredialé nehézlégzéssel jard korkép példdul a kronikus obstruktiv
tiildébetegség (COPD), ahol a makrofagok és citotoxikus T sejtek tilzott migracidja
figyelheté meg a légutak falaba [22]. Egyre tobb adat igazolja az adhézi6 és kemotaxis
szerepét a kozponti idegrendszert érintd gyulladasos (szkerdzis multiplex), valamint a
neurodegenerativ korképek (Alzheimer-kor, Parkinson-kor) patogenezisében is. A
neurodegenerativ  kérképek kialakuldsa részben visszavezetheté a neuronalis
differenciacio és a felndtt kori neurogenezis zavarara. Ennek a két folyamatnak az
iranyitasaban az adhézié és a migracio fontos szereppel bir [17, 23]. Feltételezik, hogy a
kozponti  idegrendszerbe  vandorld  periférias makrofagoknak, fagocitotikus
aktivitasuknak koszonhetden, szerepiik lehet az Alzheimer-koérban kimutathatd f-
amiloid plakkok eltavolitasaban [24, 25].

A sejtmigracié kritikus szerepe az egyes élettani folyamatokban leginkébb akkor
valik nyilvanvaléva, amikor a folyamat valamely eleme meghibasodik. A leukocita
adhézios deficiencia (LAD) egy oOrokletes, sulyos, visszatérd fertdzésekkel, elégtelen
sebgyogyulassal, csokkent gennyképzddéssel jard korkép. A betegség leggyakoribb
formajaban a P, integrin alegység ¢érintett, amely szerepet jatszik példaul a

fagocitozisban és a T-sejtek aktivacidjaban [3, 17].

1.1.2.1.1. Adhézié és kemotaxis tumorprogresszioban betoltott szerepe

A tumorsejtek adhéziés kapcsolatainak atalakuldsa, megsziinése ¢és ezzel
parhuzamosan a sejtek motilis fenotipusanak kialakuldsa korreldl a daganat attétképzo
hajlamaval. A tumorsejtek megvaltozott adhéziés ¢és migracios viselkedése
megtapadasahoz [26, 27]. A metasztazisképzés egy soklépcsos folyamat (1. dbra): (i) a
tumorsejtek leszakadnak a tumormasszardl és bontva az ECM-t, kiilonb6zd altaluk
termelt extracelluldris protedzok segitségével, a kornyezd szovetekbe véandorolnak
(invazio); (i1) a protedzok kozremiikodhetnek a bazalis membranon és az érfalon toérténd
atjutasban, mely sordn az elszabadult tumorsejtek a véraramba, vagy a nyirokkeringésbe
keriilnek (intravazacid); (iii) amennyiben a sejtek a keringésben tilélnek a kovetkezd
1épésként (iv) megtorténik az elszabadult tumorsejtek kitapadasa és extravazicidja a
szOovetkozti térbe, valamint (v) egy Uj szoveti térben torténd sikeres megtapadasukat

kovetden osztodni kezdenek kialakitva a masodlagos daganatot (metasztazis) [28].
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1. abra: Metasztazisképzés folyamata

A tumorprogresszio folyaman a sejtek egymassal és a matrix elemeivel kialakitott
kapcsolatai meggyengiilnek, aminek kovetkeztében a sejtek levalnak a primer tumorrol
¢s visszanyerik migracios képességiiket. A leszakadt daganatsejtek elkeriilve az
apoptdzist, — ez a normal sejtekre jellemzo az Oket koriilvevd matrix elemekkel valo
kapcsolatok elvesztésekor — a normal sejtekhez hasonlé migraciés mechanizmusok
(mezenchimalis, améboid és kollektiv migracios forma) segitségével terjednek [29]. A
daganatsejtek szoroddsa kordn megindul, a leszakadt tumorsejtek aktiv moddon,
intravazacié soran jutnak keresztiil az érfalon és keriilnek a vér- vagy nyirokkeringésbe.
Az elszabadult daganatsejtek migraciojat - invazidjat és véraramba keriilését a
daganatsejt adhézios fehérje expresszidja mellett, kiilonb6zé szdveti ndvekedési
faktorok és kemokinek vezérlik. A primer daganat a ndvekedése sordn nem nélkiilozheti
a sejtek muikodéséhez sziikséges oxigént és tapanyagokat, ezért amikor térfogata
meghaladja azt a kritikus méretet (@=1cm ~ 10° sejt), ami mar egyszeri diffiziéval nem
fedezhetd, 1j erek képzddése indukélodik (angiogenezis). A tumort infiltralo erek fala
kevéssé intakt, nem alakulnak ki szoros sejt-sejt adhéziok az endotél sejtek kozott, igy a
daganatsejtek passziv moédon is bekeriilhetnek a véraramba tovabb ndvelve ezzel az
attétek szamat [27, 28]. A malignus sejtek extravazacidja hasonld folyamatok sorozatan
keresztiil valosul meg, mint a leukocitak toborzasa a gyulladas alkalméval. A kilépés
helyét, azt hogy mely szovetekben képezzenek 4ttétet, a szovetek kemokin expresszidja

¢s a tumorsejtek felszini kemokin receptor mintazata szabja meg [24].

1.2.  Bioaktiv anyagok — extracellularis szignalmolekulak

A sejt-sejt, valamint sejt és kornyezete kozotti informacidcsere, leggyakrabban
kémiai szignalok kiildésén és fogaddsdn keresztiil valosul meg. A sejtek kozotti
kommunikacié tobb mint egy kémiai ligand atadasa az egyik sejttél a masikig.

Egymasra épiild extra- és intracellularis mechanizmusok sorozata vezérli egy adott

16



DOI: 10.14753/SE.2013.1836

kémiai szignal idébeli és térbeli felszabadulasat, azt hogy a célsejt, megfeleld jelfogd
apparatusan (receptor) keresztiil, észlelni €s értelmezni tudja (intracellularis jelatviteli
folyamatok), valamint képes legyen felhasznalni kiilonb6z6 élettani folyamatainak a
szabalyozasara [6, 30, 31]. A magasabb rendii szervezetek sejtjei extracellularis
jelmolekulak szazainak felhasznaldsaval kommunikalnak egymassal, befolyésoljak
egymads ¢lettani folyamatait példaul a szoveti fejlodés vagy a homeosztazis fenntartasa
soran. Az extracellularis ligandok csoportositasa kiilonbozo elvek szerint torténhet. A
jelmolekulak kémiai természetiik alapjan lehetnek proteinek (inzulin), kis peptidek
(gonadotropin-felszabadito6 hormon — GnRH), aminosavak (glutamat), nukleotidok
(ATP), szteroidok (Osztrogén), zsirsavszarmazékok (leukotriének), vagy akar gazok
(NO) is. A jelmolekuldk egy csoportja membran kotott formaban taldlhato, és a
szomszédos sejtek kozotti informacidcsere kozvetitéi. Ilyen, Gn. juxtrakrin hatdsu
molekulak példaul a korabbi fejezetekben megismert adhézios fehérjék, amik példaul a
morfogenezisben, vagy immunfunkciokban jatszanak kitiintetett szerepet. A legtobb
esetben a sejtekbdl szekrécid (ritkabb esetben egyszerli diffuzid) révén felszabaduld
ligandok a szovetkozti térbe keriilve lokalisan fejtik ki hatasukat, visszahathatnak a
termel0 sejtre (autokrin hatas) vagy diffuzié utjan jutnak el a célsejthez (parakrin hatas).
A parakrin/autokrin hatdsu extracellularis mediatorok kozé tartoznak a nodvekedési
faktorok, citokinek, valamint a professzionalis kemotaktikus molekulak: a Kis
komplement fehérjék, arachidonsav metabolitok vagy kemokinek. A nagy
hatotavolsagli extracellularis hirvivé molekuldk a magasabb rendli szervezetek
mikodésének szabalyozasaban nélkiilozhetetlen résztvevok. Kiilonbozd stratégiak é€s
sejtek alakultak ki az evolicioé soran a hossza tava kommunikacid biztositasara. Az
endokrin sejtekbdl felszabaduld hormonok (pl. inzulin) a véraram utjan jutnak el a tavoli
célsejtekhez (pl. izom-, zsirsejt), mig a neurondlis transzmisszié soran a neuronok az
axonok segitségével érik el a célsejtet, €s szinapszisokbdl az idegingeriilet hatisara
felszabadul6 neurotranszmitterek (szerotonin, adrenalin) kozvetitik a kémiai informaciot.
Az extracellularis hirvivé molekulak a kémiai jelen tal, idébeli és térbeli informaciot is
kozvetitenek. A morfogenezis soran egyes jelmolekuldk idébeli megjelenése és eltlinése
kritikus tényez0 az adott fejlédési 1épés megfeleld lezajlasahoz. A  kemotaxis

szempontjabol az extracellularis ligand térbeli elhelyezkedése a meghatarozd, hiszen a
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ligand a koncentracié gradiens mentén hatva képes kivaltani a sejtek iranyitott
vektorialis mozgasat [31].

Az egyedfejlodés soran és a felnott szervezetben az endogén extracelluléris hirvivok
altal szabalyozott folyamatok karosodasa betegségek kialakulasdhoz vezet. A betegségek
kezelésére adott, kiilonbozé gyogyszermolekulak felfoghatok exogén jelmolekuldknak,

amelyek a karosodott kommunikécios kapcsolatokat helyredllitasara hivatottak.

1.2.1. Emlésokre jellemzo szignal molekulak jelentosége egysejtii szinten

A magasabb rendiiek élettani folyamatainak szabalyzasaban részt vevd kémiai
kommunikécios halozat elemei nagy hasonldsagot mutatnak az egysejtii szervezetekre
jellemz6 hirvivé molekulak altal kozvetitett informacio-atviteli folyamatokkal. A sejtek
kozotti jelatvitelben szerepet jatszo jelmolekuldkat, a felismerésiikre képes receptorokat,
¢s az extracelluldris inger sejten beliili kozvetitéséért felelos komponenseket nagyfoku
filogenetikai konzervaltsdg jellemzi. Az evolicié kiilonbozdé szintjét képviseld
szervezetek gyakran ugyanazokat, vagy legalabbis kozel hasonld6 mechanizmusokat és
hirvivé apparatusokat hasznaljak ugyanazon folyamataik szabalyozasahoz [6, 31, 32].
Az inzulin jelenlétét kimutattak egysejtii organizmusokban (Tetrahymena pyriformis,
Neurospora crassa), igazoltdk, hogy rendelkeznek inzulin kotéhellyel, amelyen
keresztiil a hormon a sejtek gliilkdz anyagcseréjének szabalyozaséban jatszik szerepet
[33-35]. A koncentracio gradiens mentén hato jelmolekulak a sejtek egyes folyamataira,
példaul osztddasara vagy kemotaktikus aktivitasara kifejtett hatdsdnak megértése, és a
folyamatok molekularis biologiai alapjainak minél részletesebb megismerése is két
egysejti  organizmus (Saccharomyces cerevisiae, Dictyostelium  discoideum)

vizsgalataval valt lehetségessé [30, 36].

1.2.1.1. Tetrahymena pyriformis

Az 1970-es évek kozepétdl Csaba Gyorgy és munkatarsainak megfigyelései szerint
a csillosok torzsébe tartozo Tetrahymena pyriformis rendelkezik a magasabb rendiiekre
jellemzd szignal molekulak felismerésére képes kotdhelyekkel [37]. Ezen vizsgalatok
folytatasaként igazolodott a kotdhelyek receptor jellege €s nagyfoku hasonlosdga az
emldsokben leirt receptorokkal [33, 38]. Az egysejtii kommunikacios folyamatainak

egyre részletesebb vizsgalata soran kidertilt, hogy a jelatviteli tvonalak egyes 1épcsoi is
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jelen vannak, megtaldlhatok a cAMP, cGMP ¢és az inositol-foszfolipid masodlagos
hirvivék mellett a jeltovabbitasban fontos szerepet jatszo6 molekuldk is (pl. Ca?*-
kalmodulin komplex) [39-42]. A magasabb rendiick hormonjainak hatisa a
Tetrahymena fizioldgids paramétereire (pl. EGF — epidermalis ndvekedési faktor —
sejtosztodast befolyasold hatdsa, hisztamin fagocitézist indukalé aktivitdsa) is
Osszevethetd az emldsokben leirt funkciokkal [43, 44]. Mindezek mellett
Tetrahymenaban szamos hormon ¢és jelmolekula, ugymint ACTH, inzulin, szerotonin,
hisztamin, EGF, funkcionalis jelenlétét kimutattak, igazolva azt, hogy a sejt képes ezen
parakrin és autokrin szabalyozo folyamatai révén a szecernalt anyagokkal képes mas
sejtek vagy a sajat folyamatait (pl. hormon szintézisét), befolydsolni, szabalyozni. A
Tetrahymenaban, tehat nemcsak az endokrin rendszer szamos képviseldje, de az azok
mikddéséhez sziikséges elemek is (receptor és szignal transzdukcid) jelen vannak, a
hormonalis interakciokkal egyetemben [47].

A Tetrahymena egyik alapvetd sajatossdga a kemotaxis, s kemotaktikus aktivitasa
jo mutatd lehet egyes kisérleti rendszerekben. Szamos, az emlds szervezetben leirt
molekulaval (peptid hormonok, citokinek — IL-8, RANTES, lektinek), illetve azok
kompetitiv agonistaival és antagonistaival, lehet kemotaxist kivaltani/gatolni e sejteken,
mely a megfeleld receptorok funkcionalis jelenlétét bizonyitja [48, 49]. A sejt csillos
jellegéhez és életformajahoz szorosan kapcsolodod kemotaktikus aktivitas sok esetben
érzékenyebb a ligandok szerkezetbeli kiilonbségeire, tehat jobban valogat, mint a
magasabb rendli sejtek. Erre utal, hogy ez az egysejtli eukariota érzékeli a klinikai
gyakorlatban is alkalmazott és mindGssze fizikokémiai tulajdonsagaikban eltérd
kristalyos vagy amorf inzulinok kozotti eltéréseket [50]. Kemotaktikus valaszkészsége
szamos magasabb rendlieckben megtalalhatd szignalmolekula esetében (pl. citokinek)
ugyanabban a koncentracid tartomanyban volt hatasos, mint amiben ezek a gerinces
vagy emberi szervezetben megtalalhatok [48].

Fentiekben emlitett molekularis szintli hasonldsdgok, homologiak is hozzajarultak
ahhoz, hogy a Tetrahymenat a sejtfiziologia terén és a szignalmolekulak kutatasa mellett

szamos terlileten, igy a kemotaxis vizsgalatokban is eldszeretettel alkalmazzak.
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1.2.2. Az adhézi6 és kemotaxis gyogyszeres befolyasolasanak lehetéségei

A sejtadhézid és kemotaxis szamos klinikai szempontbol is fontos folyamat
kulcsszerepl6i. A kronikus gyulladasos megbetegedések (pl. Crohn-betegség, szklerozis
multiplex), az allergias és autoimmun folyamatok (pl. asztma, reumatoid artritisz), a
véralvadasi zavarok (pl. trombocita aggregacid hibaja), a neurodegenerativ korképek
(pl. Alzheimer-kor, Parkinson-kor) kialakulasaban, vagy a daganatok attétképzése soran
a kemotaxis ¢és az adhézido koros elvaltozasa mutathato ki. A fent felsorolt
megbetegedések korszerli kezelésére iranyuld gyogyszerfejlesztések célpontjai olyan
fehérjék, amelyek az adhézid és kemotaxis kivaltasaért, szabalyozasaért, vagy €ppen
kivitelezéséért felelosek [22, 24].

Annak ellenére, hogy a sejtek megvaltozott adhézios és kemotaktikus viselkedése
szamos betegségben igéretes terapids célpontnak szamit, kevés olyan gyodgyszer van
forgalomban, amely célzottan e folyamatok befolyasolasan keresztiil fejtené ki hatasat.
A koronaria szindréma és a miokardialis infarktus kezelésében forgalomban 1évo
vérlemezke-aggregéciot gatld gyogyszerek egy csoportja a trombocitdk membranjaban
1évd auipPs integrin, vagy mas néven Gpllb/Illa antagonistdi. A trombocita-aktivacid
soran GPIIb/Ila fehérjekomplex konformacio valtozasa kovetkezik be, ami mar képes a

fibrinogént az RGD motivumon keresztiil megkotni és ily médon hidat képezve a

crer

crer

gyulladdsos korképek kialakulasdhoz. A gyulladdsgatld gyogyszerek egy uj ¢és
kiilondsen jelentds csoportjat alkotjak azok, a tobbnyire még kisérleti fazisban 1évo
hatdoanyagok, amelyek szelektiven a sejtek megvaltozott (fokozott) migracios
aktivitasara fejtik hatasukat. Az els6 jovahagyott migracio gatld gyogyszer egy integrin
(04) ellenes monoklonalis ellenanyag a natalizumab, amely a T limfocitdk gyulladdsos
tertiletekre torténd vandorlasanak gatlasan keresztiil fejti ki a hatdsat olyan kronikus
gyulladdsos autoimmun folyamatokban, mint a Crohn-betegség, vagy a szklerozis
multiplex [22]. A migracio gatlasanak egy masik kézenfekvo lehetésége a kemotaxis-
receptorok, példaul G protein kapcsolt kemokin-, vagy komplement-receptorok
blokkolasa. Szamos kemokinreceptor antagonista van klinikai kiprobalas alatt kiilonb6z6

gyulladasos (pl. reumatiod artritisz) és allergias (pl. asztma) korképek kezelésében [22].
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A daganatos megbetegedések kezelésére alkalmazott radikalis gyogyszeres terapiak
¢s a sebészi beavatkozasok ellenére a daganat szorddasanak veszélye, vagy a kialakult
attétek kezelése még mindig megoldatlan probléma. A daganatsejtek motilitasanak
gyogyszeres kezelése 0j terapias stratégianak szamit, amely azon til, hogy csokkenti a
primer tumorrdl a daganatsejtek levalasanak esélyét, jol kiegészithetné a konzervativ
daganat terapiaban adott gyogyszerek skalajat, segitségével csokkentheté lenne azok
dozisa és igy egyes sulyos mellékhatasok is mérsékelhetéek lennének [27]. A migraciot
célzo terapias probalkozasok a mozgasi mechanizmus tobb pontjanak befolydsolasan —
nem mindenesetben gatlasan — keresztiil gatolndk a daganatok metasztatizalodasat.

A tumorsejt-migracié iranyitéinak szamitd, kiilonbozé szolubilis mediatorok
receptoranak (kemokin receptorok — CXCR4, CCR7, vagy ndvekedési faktor
receptorok) blokkolasan keresztiil, a daganatsejteknek a kornyezd szovetekbe, vagy
tavoli szervekbe torténd vandorlasa lenne gatolhaté [27]. A tumorsejtek kemokin
receptor mintdzata €s az egyes szovetek kemokin termelése alapvetden meghatarozza,
hogy a daganat mely szovetbe adjon attétet [22, 24].

A tumorsejtek adhézids kapcesolatainak megvaltozasa lényeges hatassal van a sejtek
migracios és attétképzé képességére. Az E-kadherin sejt-sejt adhéziés molekula
expresszidjanak csokkenése volt kimutathatdo szamos epitelidlis daganat invazivva
valasa soran [26, 52]. Az immunglobulin tipusu adhézios molekula csalad (CAM) tagjai
koziil is egyesek (ICAM, EpCAM, L1ICAM), mint szdvet specifikus addresszinek
megszabjak a tumorsejt attétképzésének helyét. A sejt-sejt adhézids kapcsolatok
helyreallitasa (E-kadherin), valamint gatlasa (EpCAM ellenes monoklonalis ellenanyag)
egyarant eredményes terapias eljarasnak tekintheté [27, 52, 53]. Hasonloan kétarct a
kép az integrinek tekintetében is. Egyes integrinek (pl. a2f1) gatld hatéast fejtenek ki a
fokozott expresszid volt megfigyelhetd, ami egyenes ardnyban van a daganatok
invazivitasaval [27]. Az utobbi esetben az integrinek gatlasa kismolekulakkal, vagy
monoklonalis antitestekkel sem minden esetben véltotta be a hozzajuk fliz6tt reményt.
Integrin antagonistaval torténd kezelés mellett fokozott tumorsejt-migracid volt
detektalhatd. Tobb elképzelés is sziiletett ennek magyarazatara. Egyrészt a szolubilis

RGD antagonista vegyiilet mintegy meggyorsitja a migracios folyamatot azaltal, hogy a

------
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valoésziniibb, a sejt mintegy alkalmazkodva, hogy elvesztette adhézios kapcsolatait a
matrix elemekkel, atvaltott egy masik, a szoros sejt-ECM kdlcsonhatast nem vagy csak
kismértékben feltételez6 migracios formara az amoboid mozgasra, amely révén a sejtek
gyorsabb migraciora képesek [12, 55].

Fenti példakbol is adodik, hogy minden olyan terapias eljaras soran, amely sejtek

........

crcr

hassunk anélkiil, hogy a mnormal fiziologias folyamatokban (sebgyogyulas,
Immunvédekezés) betoltott funkcidjukat karositanank [27].

A sejtek migracios képességére épiild terapids probalkozasok sem 1) keletiiek a
kutatdsban. Az Alzheimer-korra jellemzd f-amiloid lerakdddsok és az elpusztult
idegsejtek eltakaritdsdban a csontveld eredeti makrofigoknak egyre nagyobb
stratégianak szamit olyan kismolekulak alkalmazasa, amelyek a periférids fagocita
sejtek mozgodsitasa révén az agyba torténd akkumuléaciojukat és kdvetkezményesen a -
amiloid plakkok fagocitozisat idézhetik el6 [25]. A sejtmigracié indukalasa a cél példaul
a szovetbarat implantatumok fejlesztése soran is, ahol a sejtek implantatum felszinére
torténd vandorlasa és kitapadasa biztositand az alkalmazott biopolimer vaz (porc-,

csontszovet potlasa, vagy stent beiiltetés) sejtekkel torténd benovését [56].

1.2.3. Célzott terapia

A hagyomanyos gyodgyszeres terapia hatékonysagat alapvetéen befolydsolja a
szelektivitds hianyabol adodo, esetenként stlyos mellékhatdsok megjelenése, a
gyogyszer rezisztencia kialakuldsa, valamint a hatéanyag stabilitasa és farmakokinetikai
sajatsagai. Tobb korkép esetén, a daganatos betegségekkel az élen, nem rendelkeziink
kellden szelektiv €és hatékony terapias eszkozokkel. A konzervativ tumorterdpiaban
alkalmazott nagy dozisu, és sokszor kombindlt citosztatikus kezelések ellenére sem
sikeriil kivédeni a rezisztencia kialakuldsat, a hatdanyagok gyors eliminéciojat, és elérni
az optimalis lokalis koncentraciot. A hatéanyagok célsejt szelektivitadsanak novelése egy
értékes terapias megoldas, kiilondsen olyan gydgyszerek esetén, mint a tumorok
kezelésében alkalmazott alacsony terapids indexi hatdanyagok, amelyek

felhasznalasanak legfébb korlatja az egészséges szovetek karosodasabol adodod sulyos
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mellékhatasok kialakulasa [57-59]. A tumorellenes gyogyszerkutatasok homlokterébe
olyan stratégiak keriiltek, amelyek képesek (1) direkten az adott daganat tipusra
jellemzé és a malignus transzformacioban kritikus szerepet jatszé molekularis
hibat/hibakat célozni, ezzel oki terapiat megvalositani, vagy (2) amelyek képesek egy
citotoxikus hatdanyagot szelektiven, a hatdshoz sziikséges koncentracioban a
daganatsejthez juttatni az egészséges sejtek karositasa nélkiil [60].

Napjainkban a célzott daganatterapia soran alkalmazott monoklonalis antitestek,
vagy kismolekuldak a daganat kialakulasa, novekedése, vagy szérodasa szempontjabol
meghataroz6, hibds — rendszerint tultermelddd, vagy fokozottan aktiv -
szabalyozd/jelatviteli elem gatlasan keresztiil fejtik ki tumorellenes hatdsukat.
Célpontjuk olyan fehérjék, amelyek az egészséges sejtekbdl gyakorlatilag hianyoznak,
vagy kis mértékben fejezOdnek ki, ezéltal biztositjdk a terdpia szelektivitasat. Az
azonositott és mar terapids célpontként bevezetett onkogének nagy részét a receptor
tirozin kinadz molekulacsalad adja (pl. epidermalis novekedési faktor receptor csalad —
trastuzumab) [61]. A monoamin-oxidaz enzim taltermelddését is tobb daganattipus
(vese-, prosztata-, agydaganat) esetén kimutattak [62-64]. Az enzim egyrészt fontos
szerepet jatszik a mitokondrium medialt apoptozis szabalyozasiaban, masrészt a
miikddése (biogén aminok oxidativ deaminacidja) soran fokozott mértékben termelddo
hidrogén-peroxid hozzajarulhat a tumoros transzformacié hatterében all6 génhibak
kialakulasahoz [64]. A enzim, igéretes terapids célpont lehet egyes prosztata
karcinoméak esetén, ugyanis gatldsdval in vitro és in vivo modellben egyarant
szignifikans tumorellenes hatast sikeriilt elérni [62] (2. dbra).

A tumorellenes gyodgyszerek daganatsejt szelektivitasdra egy masik lehetdség,
olyan hatéanyag-szallito rendszerek kidolgozasa, ahol a gyogyszermolekula valamilyen
vektorhoz, hordozohoz kapcsoltan helyezkedik el. Vektorként szerepelhetnek a
daganatsejtekben specifikus kotohellyel rendelkez6 monoklonalis antitestek, proteinek
(pl. lektin), peptidek [58, 59]. A gyogyszer-célbajuttatast biztositd technikak nagy része
a tumorsejtek felszinén szelektiven, vagy az egészséges sejtekhez képest nagyobb
mértékben kifejez0dd hormon receptorok (gonadotropin-felszabadité hormon - GnRH,
szomatosztatin, vazoaktiv peptid receptorok) elérésén alapul [58, 65] (2. abra). A peptid
hormonok, iranyit6 hatdsi hordozdként torténd felhaszndldsa szamos elonnyel jar. A

peptidek jol penetralnak a szoveteken €s barriereken keresztiil, nem immunogének, nagy
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affinitassal kotddnek a sejtfelszini receptorukhoz, és nem utols6 sorban konnyen
eléallithatok és modosithatok [60, 66]. A megfigyelések szerint, abban az esetben, ha a
tumorellenes agens peptid hordozohoz kototten, receptor medialt endocitdzis révén jut a
sejt citoplazmajaba, a multidrug rezisztencia kialakulasaval sem kell szamolni [66].
Egyetlen hatranyuk, hogy proteolitikus enzimek hatdsira gyorsan degradaldédnak a
szérumban, azonban stabilabb peptid derivatumok allithatok eld D-aminosav, vagy N-
metil-aminosav beépitésével [66, 67]. Diagnosztikus és terapias célokra egyarant
alkalmas jeloltek a peptid hordozok. A tumor terapidban alkalmazni kivant, hatéanyag-
tartalmi peptid konjugatumnak szamos kovetelménynek kell megfelelnie: (i)
biztositania kell, hogy a hatdéanyag szelektiven a célsejtekhez jusson, (ii) képes legyen
bejutni a sejtbe (receptor medialt endocitdzis), (iii) lehetdvé kell tennie a hatéanyag

felszabadulasat, hogy az kifejthesse a ra jellemz6 farmakologiai hatast [58, 66].

Tumor sejt Normal sejt
Monoamin-oxidaz (MAO)

Gonadotropin-releasing
) hormon (GnRH) receptor
.

A

MAO inhibitor:
R-deprenvl és
szarmazékai

"“*\\ GnRH receptor:
Gvogyszer-célbajuttatasra
tervezett GnRH-III szarmazékok

hatéanyag—s
GnRH-III—

Szabad hatéoanyag

Targetialo GnRH-III peptidek Hatéanyag-GnRH-III konjugiatumok

2. d@bra: Célzott tumorterdpia a gonadotropin-releasing hormon receptor agonista GnRH-
111 alapu peptidek és a MAO-gatlo R-deprenyl és szarmazékainak felhasznalasaval

1.2.4. R-deprenyl és szarmazékai

1.2.4.1. R-deprenyl farmakologiai hatasai

Az R-deprenyl (selegiline, phenyl-isopropyl-methyl-propargylamine), a Parkinson-
kor kezelésében évtizedek ota eredményesen alkalmazott gyogyszer [68], a monoamin-
oxidaz B (MAO-B) irreverzibilis gatloszere [69-71]. Az R-deprenyl kedvezd hatasat mas
neurodegenerativ korképben (pl. Alzheimer-kor) is megerdsitették [72]. Birkmayer és
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munkatarsainak vizsgélatai nyoman, mint neuroprotektiv hatasi gyogyszer vonult be az
irodalomba [68]. Kés6bb Tatton és munkatarsai kimutattak az R-deprenyl antiapoptotikus
hatdsat neuronalis modell-rendszerben [73]. Az R-deprenyl citoprotektiv hatasat a
kozponti idegrendszeren kiviil is bizonyitottak, ami felveti annak lehetdségét, hogy az R-

deprenyl a kozponti idegrendszert érintd korképek mellett pl. az ateroszklerozis, az

ey ey

1.2.4.1.1. Monoamin-oxidaz B gatlé hatas

A mitokondrium kiils6 membranjaban talalhat6 MAO enzimnek két izotipusa
ismert, az A és a B, amelyek szoveti lokalizacidjukban és szubsztratspecificitasukban
kiilonboznek egymastol. A gasztrointesztinalis traktusra jellemz6 MAO-A a szerotonin
¢és noradrenalin szelektiv oxidativ deamindldsat végzi. A fenil-etilamin és a benzilamin
oxidaciojaért a kdzponti idegrendszerben elhelyezked6 MAO-B izotipus felelds, mig a
tiramin és a dopamin a két enzim kozos szubsztratjanak tekintheté [76]. A MAO-B
enzim gatldsa a Parkinson-kor kezelésében tobb szempontbol is hatékony terapids
megoldas. A Parkinson-kérban megjelend tiinetek a dopamin szint csdkkenésére
vezethetok vissza. Az R-deprenyl, az enzim gatlasa révén fokozza a dopamin
mennyiségét a nigrostriatalis rendszerben [77, 78]. A neurodegenerativ megbetegedések
kialakulasdhoz vezet6 folyamatban, az egyes neuron csoportok progressziv
pusztulasaban fontos koroki tényezd az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén gyokok
fokozott termelddése. Az R-deprenyl a biogén aminok metabolizmusanak gatlasaval,
egyben a normal folyamat soran keletkez6 hidrogén-peroxid (H20) szintjét is csokkenti
[77, 79]. Vizsgalatok szerint az R-deprenyl képes mérsékelni az idéskori MAO-B
aktivitas fokozodasat is [80, 81].

1.2.4.1.2. R-deprenyl kézponti idegrendszeri hatasai — ,,neuro rescue” hatas

A neurodegenerativ folyamatok hatterében all6 oxidativ reakciokra az R-deprenyl
két irdnybdl is hat, egyrészt gatolja a reaktiv oxigén gyokok keletkezését, masrészt a
semlegesitésiikért felelds antioxidans enzimek (szuperoxid dizmutaz, katalaz)
expresszidjat fokozza [82]. Az ,,oxidativ stressz elmélet” mellett, feltételezhetéen az
idegsejtek fokozott apoptozisa is hozzajarulhat a neurodegenerativ koérképek

kialakulasahoz. Ezen feltevések nyoman Tatton és munkatarsai igazoltak az R-deprenyl

25



DOI: 10.14753/SE.2013.1836

antiapoptotikus hatasat feokromocitoma sejtjeibdl izolalt, PC-12 sejtvonalon [73]. Ezek
a vizsgalatok mutattak ra arra is, hogy az antioxidéans, antiapoptotikus hatdsok a MAO-
B enzim gatlaséhoz sziikséges koncentracional kisebb tartomanyban (10° M) is
megmutatkoznak, tehat a MAO-B enzimtdl fliggetlenek [73, 82]. A hatasok hatterében
allé pontos mechanizmusok felderitésére iranyul6 vizsgalatok sordn kideriilt, hogy az R-
deprenyl egyes fehérjék szintézisének befolyasolasan keresztiil fejti ki kedvezd ,,neuro-
rescue” hatasat. A proapoptotikus fehérjék (BAX, BAD) szintézisének csokkenése és
fokozott termelése figyelhetd meg az R-deprenyl kezelés hatasara [83].

Az R-deprenyl kozponti idegrendszeri hatdsai, mint ahogy eddig is lathatd volt
meglehetdsen Osszetettek. Ezt tdmasztjdk ald a vegylilet neurondlis (dopamin)
transzmissziora kifejtett hatasairdl szoldé kozlemények. A Parkinson-koér kezelésében
kiilonosen elényos, dopamin potencirozd aktivitasa abbol ered, hogy fokozza a dopamin
szintézisét, gatolja a dopamin visszavételért felelds mechanizmusokat és érzékenyiti a

dopamin receptorokat [70, 79, 84].

1.2.4.1.3. R-deprenyl periférias hatasai

Az R-deprenyl neurodegenerativ folyamatokban betoltott védd szerepérdl sok
ismeretanyag gyilt 6ssze, azonban a vegyiilet altalanos citoprotektiv jellege a kozponti
idegrendszeren kiviill is megmutatkozik [85]. Az R-deprenyl MAO-B fiiggetlen
antiapoptotikus hatasat nem neuronalis modell-rendszerekben is megerdsitették [86].
Patkany kisérletekben az R-deprenyl kivédte a renalis epitélium sejtek apoptotikus
karosodasat atmeneti iszkémia-reperfuziot kovetden [87]. Az R-deprenyl uj
hatdsmechanizmusara vilagitottak ra Thomas és munkatarsai. Az R-deprenyl a NO
(nitrogén-monoxid) szintézis fokozasdn keresztiil gyors vazodilatator hatassal
rendelkezik a cerebralis és periférias erekben egyarant. A csokkent NO termelést tobbek
kozott Osszefliggésbe hoztdk az Alzheimer-koérra jellemzé csokkent memoria
funkcidkkal és az agyi véraramlas elégtelenségével, valamint szamos egyéb érrendszeri
megbetegedéssel (pl. ateroszklerozis). Ezek alapjan felmeriilt a vegyiilet alkalmazasa a
kor eldrehaladtaval megjelend demencidk (pl. Alzheimer-koér) vagy az endotél

diszfunkciora visszavezethetd vaszkularis problémak gyogyitasaban [88]. Az

crer
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eredmény is, amelyben kimutattdk, hogy a vegyiilet ismert antioxidans hatdsa révén
képes gatolni az LDL (low density — alacsony siiriségii — lipoprotein) oxidaciojat [75].

ThyagaRajan €s munkatarsai az R-deprenyl tumorellenes hatasardl is beszamoltak.
A kezelés hatdsara csokkent a spontan indukaldédd, valamint karcinogén hatdsra
kialakulé emlétumorok szama ill. mérete az egerekben. Elméletiik szerint az R-deprenyl
indirekt uton fejti ki daganatgatld hatdsat. A prolaktinszint csokkentd hatasa révén emeli
a centralis ¢és periférias katekolaminerg aktivitast, ami végeredményben, neuroendokrin
hatasként stimulalja az immunrendszert, fokozza az NK sejtek funkciojat valamint az
IL-2 és az IFNy termelddést a 1épben [89, 90].

A neurodegenerativ korképek kialakuldsaban, és a tumorprogresszié soran a
sejtvazelemek és egyes sejtadhézidos molekuldk lehetséges szerepének egyre nagyobb
jelentOséget tulajdonitanak. Jenei és munkatarsai kimutatattak, hogy az R-deprenyl a fent
felsorolt hatasain til, koncentraciofiiggdé moddon fokozza a neuronalis modellnek
tekinthetd PC-12 sejtekben ¢s tumorsejteket reprezentald NIH 3T3 sejtvonalban a sejt-sejt
adhéziot [23]. A Parkinson-kor esetén kimutattak, hogy a dopamin visszavételéért felelds
transzporter transzlokacioja 0sszefliggésbe hozhaté a sejt-sejt adhézio karosodasaval [91].
Elképzelhetd, hogy az R-deprenyl sejt-sejt adhéziot fokozo hatasa révén csokkenti a
dopamin visszavételét (dopamin potencirozd), a dopamin lebontasabdl szarmazo oxidativ

gyokok mennyiségét, és kovetkezményesen a dopaminerg neuronok pusztulasat [23, 92].

1.2.4.2. R-deprenyl metabolizmusa

Az R-deprenyl féléletideje 1gen rovid a keringésben a gyors szoveti eloszlasanak €s
jelentds first pass metabolizmusanak (a hatéoanyag lebomldsa, ami a majon at torténd
elsd athaladasa soran kovetkezik be) koszonhetden. Két 6 metabolikus utvonal ismert,
a CYP450 (citokrom P450) enzimcsaldd medialta dezalkilacié és az FMO (flavin
tartalma oxigendz) altal torténd N-oxidacio (3. dbra). A dezalkilacid tekinthetd a f6
lebontési folyamatnak, mely soran metamfetamin, amfetamin (N-depropargilacio) és
dezmetildeprenyl (N-demetilacio) keletkezik [93, 94]. A dezalkilalt metabolitok tovabbi
atalakulasa soran, a benzol gylirlin para-hidroxilalt szarmazékok keletkeznek, amelyek
gliikuronsavval torténd konjugacido utdn {riilnek a szervezetb6l. A metabolikus
atalakulds sztereoszelektiv, a metabolitok megtartjdk az R-konfiguraciot, ami a

képzodott metabolitok farmakologiai hatasat alapvetéen meghatarozza [95]. A
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dezalkilacio mellett Wu és Ichikawa altal azonositott masik metabolikus utvonal az N-
oxidacio, amely soran egy Uj kiralitdsi centrummal és pozitiv toltéssel rendelkezd

kvaterner deprenyl-N-oxid keletkezik [96].

R-deprenyl

()//\Nl://
Citokrom % %viﬂ-t{ll‘t{llﬁll'l monooxigends

-

R-metamfetamin R-dezmetildeprenyl OH
\ / R-deprenyl-N-oxid

T

2
R-amfetamin

\

p-hidroxi-R-metamfetamin p-hidroxi-R-dezmetildeprenyl

Vd roxi-R-nmfetuV

Glitkuronsavval torténd konjugacio

3. dabra: R-deprenyl metabolikus datalakulasa

1.2.4.2.1. Az R-deprenyl metabolitjainak farmakologiai hatasai

A metabolikus atalakulds (dezalkilacid) sztereoszelektiv tulajdonsidga folytan
keletkez6 R-amfetamin, R-metafetamin gyengébb, pszichostimulans (katekolamin
visszavétel gatld és felszabaditd) hatassal rendelkezik, Osszehasonlitva az
enantiomerjeikkel, igy az R-deprenyl terapias dozisa mellett gyakorlatilag nem kell
szamolni a sztereotip viselkedés, vagy a fliggéség kialakulasaval [77].

Az R-deprenyl jelentds metabolikus atalakuldsa alapjan feltételezték, hogy a
keletkezd metabolitok is hozzéjarulhatnak az alap vegyiilet farmakoldgiai hatdsaihoz. A
dezalkilacios folyamat gatlasaval igazolddott, hogy az R-deprenyl felelés a MAO-B
gatlasért [97]. Az R-amfetamin és R-metamfetamin csak tobb nagysagrenddel nagyobb
koncentracioban és reverzibilis modon gatolja az enzimet, mig a dezmetildeprenyl
irreverzibilis hatast, de gatld hatasa 60-szor gyengébb, mint az R-deprenylé.

Amennyiben gatoltdk a CYP-450 enzimek altal kdzvetitett metabolikus tvonalat,
az részben megsziintette az R-deprenyl neuroprotektiv és antiapoptotikus hatasat;
azonban a f0 metabolitok (R-metamfetamin, R-amfetamin) Onmagukban nem

rendelkeztek ilyen kedvezO hatasokkal [86, 98]. Tatton és munkatarsai mutattak ki
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elészor PC-12 sejtvonalon, hogy az R-dezmetildeprenyl lehet az antiapoptotikus hatast
kozvetité aktiv metabolit [83]. Késobb tanulmanyok a R-dezmetildeprenyl mellett az R-
deprenyl-N-oxid in vitro, mind in vivo antiapoptotikus hatasat is igazoltak [99, 100].
Tobb vizsgalat is megerdsiti azt a feltevést, hogy az R-deprenyl-N-oxid részben
hozzéjarulhat az R-deprenyl kedvezd farmakologiai hatasaihoz. Az N-oxidalt metabolit
kivédte a szelektiv, noradrenerg neurotoxin, a DSP-4 (N-(2-kloroetil)-N-etil-2-
bromobenzil-amin) hatasat egér hippocampusban, és egyediil ez a metabolit volt képes
fokozni a sejt-sejt adhéziot PC-12 sejtvonalon [23, 77]. Az R-deprenyl és két aktiv
metabolitjanak (R-dezmetildeprenyl és R-deprenyl-N-oxid) szerkezet-hatas vizsgalata
alapjan meger6sitést nyert Youdim €s munkatarsainak teoéridja, amely kimondja, hogy a

neuroprotektiv és antiapoptotikus hatas feltétele a propargil csoport jelenléte [101].

1.2.4.3. Szintetikus szarmazékok

A kezdeti vizsgalatokban még a racém deprenyl hatdsit tanulmanyoztak.
Hamarosan bebizonyosodott, hogy a vegyiilet R-izomerje, enantiomer parjanal (S-
deprenyl) majd 150-szer nagyobb MAO-B enzim gatld hatassal rendelkezik [71]. A
propargil csoport sztereokémidja meghataroz6 az R-deprenyl MAO-B gatlastol
fiiggetlen hatasai szempontjabdl is. A neuroprotektiv és antiapoptotikus hatasok jelentds
sztereoszelektivitast mutattak, az S-deprenyl hatastalannak bizonyult a PC-12 és A2058
sejtvonalanokon az MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro-piridin) vagy a szérum
megvonas hatasara indukalt apoptozis kivédésében [73, 98]. Az S-deprenyl
hatékonysdga a sejt-sejt adhézidra kifejtett hatds szempontjabdl is messze alulmaradt
antipoddjanak mindkét sejtvonalon mért hatasatol [23].

Az R-deprenyl metabolitjainak ¢és enantiomerjének vizsgalata soran nyert
eredmények igazoltdk, hogy a szerkezeti jellemzdknek (konfiguracid, propargil csoport
jelenléte) fontos szerepe van a farmakologiailag fontos hatasok elérésében. Az
Osszegyllt adatok birtokaban szamos Ujabb propargilamin szadrmazék szintézisére €s
vizsgalatara keriilt sor (4. dbra). Az R-deprenylben a C1 szénatomhoz kapcsolodo metil
oldallanc hosszabbitdsa metil (R-metildeprenyl), vagy két gemindlis helyzetl
metilcsoport (R-dimetildeprenyl) szubsztituciojaval a MAO-B gatlo aktivitast a tizedére,

ill. a szazadara csokkentette.
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Oldallancban modositott szarmazakok

Para fluorozott 1

szarmazékok 4

Metabolitok
4, abra: R-deprenyl szerkezete és fobb szerkezeti modositdasok tipusai

A benzol gylrit érinté valtozasok koziil, a para helyzetli fluoro csoport
szubsztitiicidja bizonyult eredményesnek [98, 102, 103]. Az p-fluoro-R-deprenyl, az R-
deprenylhez hasonld mértékii, irreverzibilis MAO-B gatlo hatassal rendelkezett [102].
Annak ismeretében, hogy az R-deprenyl értékes neuroprotektiv hatasa nagyobb részben
fiiggetlen a MAO-B enzim gatlo hatasatol, a cél olyan kovetd molekuldk szintézise volt,
amelyek szintén rendelkeznek az R-deprenylre jellemzd citoprotektiv hatdssal annak
ellenére, hogy esetleg nincs MAO-B blokkolé hatasuk. A p-fluoro-R-deprenyl a
citoprotektiv hatds szempontjabol is igéretes jelolt, koszonhetéen annak, hogy
hatékonyabb az MPTP és DSP-4 neurotoxikus hatdsdnak kivédésében, mint az anya
vegyiilet [102]. A metabolizmusa soran keletkez6 para-fluoro-metabolitok hosszabb
ideig vannak jelen a szérumban, amihez hozzaadodik, hogy fokozottabb reuptake gatld
hatassal is rendelkeznek, mint az R-deprenyl metabolitjai [104]. A p-fluoro szarmazék
az R-deprenyl kezeléshez hasonldan csokkentette az atmeneti globalis agyi iszkémiat

kovet6 idegsejt karosodast in vivo allat-modellben [105].

1.2.5. GnRH-III molekulacsalad

1.2.5.1. Természetes GnRH analogok

A gonadotropin felszabadité hormon (gonadotropin releasing hormon, GnRH) a
kozponti idegrendszerben, a hipotalamuszban termelédik és a hipofizisben a
follikuluszstimulaldé hormon (FSH) és luteinizald hormon (LH) szintézisét ¢és
gametogenezisének €s nemi hormon szintézisének kozponti szabalyozdja. Szamos
GnRH izoforma alakult ki az evolticid sordn a gerinces €lovilagban, amelyek legalabb
50%-o0s szekvencia homologiat mutatd, 10 aminosav hosszusagu peptidek, és altaldban
a hormon két izoformajanak egyiittes jelenléte jellemz6 az egyes fajokra [106, 107]. Az
elsé azonositott analog a GnRH-I (emlds vagy human GnRH, Glp-His-Trp-Ser-Tyr-
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Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,, ahol a Glp piroglutaminsavat jelent), amely az emberi
szervezetben is megtalalhatd. A masodik human hormon a GnRH-II (Glp-His-Trp-Ser-
His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH;), amelyet el6szor a  csirkébdl — izolaltak — és
filogenetikailag a legkonzervaltabb analdgnak tekinthetd, a porcos halaktdl egészen a
huméan szervezetig valtozatlan szekvencidval és szerkezettel megtalalhatd. Az
azonositott 23 hormonvarians harom f6 tipusba sorolhatdo génjeik szekvencia-
homlégiaja alapjan. A harmadik f6 hormontipus a GnRH-I11 (Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-
Trp-Lys-Pro-Gly-NH,), amelyet ezidaig nem sikeriilt kimutatni az emberi szervezetben
[108, 109]. A hormonok jelenlétét a kozponti idegrendszeren kiviil, a periférias
szovetekben is igazoltdk. Neuroendokrin hatasuk mellett, mint parakrin/autokrin
regulatorok kozvetlen modon befolyasoljak nemcsak a nemiszervek (ovarium,
miometrium), hanem egyes nemihormon fiiggetlen szovetek vagy sejtek (csontveld,
gyomor-bél rendszer, T-limfocita) mikodését is [110, 111].

A hormonok N- (Glp'-His?-Trp*-Ser*) és C-termindlisanak (Pro®-Gly™*-NH,)
aminosav sorrendje valtozatlan maradt az evolucios fejlddés sordn. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ezeknek a régioknak kitiintetett szerepe van a receptorkotésben €s
részben a receptor aktivalasban. A kdzponti, 5.-8. pozicidban 1évé aminosavakban
talalhat6 eltérés felelés vélhetben az egyes izoformdk hatasbeli és aktivitasbeli
kiilonbségeiért. A centralis régioban 1évé aminosavak alapvetéen meghatarozzak a
kivaltasanak elengedhetetlen feltétele a GnRH-l-re jellemzd f-II’ turn bioaktiv
konformacié (a kis térkitoltést Gly6 koriil meghajlott szerkezet), amely nagy affinitasa
beépitésre a B-1I” turn szerkezet stabilizaldsa, és egyben hatékonysag novelése érhetd el.

Az igy kapott szuperagonista analdgok nagyobb receptor affinitassal rendelkeznek [112].

1.2.5.2. GnRH receptorok

A GnRH-I és GnRH-II egyiittes jelenléte az emberi szervezetben két funkcioképes
receptor meglétére utal. A GnRH-I tipusu receptor (GnRH-IR) a 7TM, G-protein
kapcsolt receptorcsaladba tartozik. Egyediilalld tulajdonsaga, hogy hianyzik a
citoplazmatikus C-terminalis régidja, amely Onmagaban felelés lenne a receptor

internalizacidjaért. Tartds agonista kezelés hatidsara a C-termindlis régié hianyaban a
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receptorok lassu down-regulacidja figyelheté meg. A szintén G-protein kapcsolt
receptorok kozé sorolhatd huméan GnRH-II tipust receptor (GnRH-IIR) mRNS
expresszioja megfigyelhetd kiilonb6zo szovetekben, azonban a teljes hosszusaga
receptorproteint fehérjeszinten még nem sikeriilt azonositani. A GnRH-I a B-II’ turn
ellenére, hogy a GnRH-II, szerkezetébdl adoddan kisebb affinitast mutat a GnRH-IR
irant, feltételezhetd, hogy hatasait is ez a receptor kozvetiti [107, 108, 113]. A GnRH
analogok extrahipofizealis expresszidja mellett a receptoruk jelenlétét is kimutattak
szamos periférids szovetben. A periférias GnRH receptorokon keresztiil megvaldsuld
autokrin/parakrin hatasok, fontos szerepet jatszanak az ovarium normalis fejloddésében,
a menstruacids ciklus szabdlyozdsidban, a terhesség korai szakaszdban az embrid
beagyazddasaban, valamint a megtermékenyitésben is. A GnRH varidnsok sokféle, a
nemiszervek milkddésének befolyasolasatol fiiggetlen funkcigjat is leirtdk. Az
immunmodulans hatdsukra utal, hogy mind a hormonok, mind a GnRH-IR jelenlétét
kimutattak a normal T limfocitakban [111, 114].

A filogenezis alacsonyabb szintjén allo él6lényekben (Drosophila melanogasterben
¢és Caenorhabditis elegansban), ahol még nem alakult ki a klasszikus értelemben vett
endokrin rendszer, szintén megtaldlhaté a GnRH receptor. Ez a GnRH receptoron
keresztiil megvaldsuld autokrin/parakrin szabalyozas a kommunikacids kapcsolatok

evoluciods jelentdségét latszik alatamasztani [108].

1.2.5.2.1. GnRH peptidek tumorellenes hatasa

Egészséges koriilmények kozott a GnRH felszabadulédsa a hipotalamuszbdl ritmikus
modon kovetkezik be. Amennyiben ettdl eltéréen a GnRH-t vagy agonista szarmazékat
folyamatosan nagy dozisban adagoljak, az a hipofizedlis receptorok internalizacidjat,
végeredményben a gonddok atr6fidjdhoz, a nemi hormonok szintézisének ledllasahoz
vezet. Ez a terapias protokoll a nemi hormon fliggd daganatok kezelésében széles
korben elfogadott és alkalmazott [108].

A szakirodalmi adatok szerint a daganatsejtek is termelnek GnRH hormonokat,
valamint membranjukban a GnRH-IR jelenléte is kimutathato volt. Osszehasonlitva a

periférids, egészséges sejtekkel, a tumorsejtek felszinén nagyobb szdmban fejezédnek ki

32



DOI: 10.14753/SE.2013.1836

ezek a receptorok [111, 115]. Kevés adat all rendelkezésre, ami magyarazatot adhatna a
GnRH — GnRH receptor jelatviteli rendszer pontos szerepére a tumoros
transzforméacioban, vagy progresszidban. Ugyanakkor, a GnRH szarmazékok kozvetlen
antiproliferativ hatdsat kimutattdk GnRH-IR taltermeld emld, ovarium és endometrium
daganatok esetén [116]. A nativ GnRH hormonok és analogjaik tumorgatld hatasa
azonban nem szoritkozik csak a gonadokat érinté daganatos -elvaltozasokra.
Melanomak, limfémak, hasnyalmirigy-, vastagbéldaganatok nagy szazalékara jellemzo
a GnRH receptor pozitivitas, és a kiilonb6z6 GnRH szarmazékok eredményesen
gatoltak ezeknek a daganatoknak a novekedését is [66, 117-119]. A tumorsejtekben
Kimutatott receptorok mRNS szekvencidjuk és a fehérje szerkezetiik alapjan a
klasszikus, hipofizisben expresszalddod receptorokkal feleltethetdek meg, azonban t6bb
szempontbol kiilonboznek is egymastol [115]. A tumorsejteken a GnRH kotohelyek
kisebb szamban vannak jelen, mint a hipofizisben. Ezzel az expresszidbeli kiilonbséggel
magyarazhat6 szdmos GnRH analdgra jellemz6 endokrin mellékhatas. A masik fontos
kiilonbség, hogy a kdzponti idegrendszeri receptorok (GnRH-IR) nagy affinitassal kotik
a GnRH-I hormont, mig a tumorsejtek felszinén, tipustol fiiggden, alacsony vagy nagy
affinitasi receptorokat, vagy ezek egyiittes jelenlétét irtak le. [116] A hipofizealis
receptorok esetében tapasztalt agonista és antagonista felosztas a tumorsejtek felszinén
1évé receptorokra nem érvényes, az antagonista GnRH szarmazékok is antiproliferativ
hatdsinak bizonyultak. A farmakoldgiai hatasbeli eltérések (hipofizisben hormon
szintézis és  szekrécio  indukcid, daganatsejteken  antiproliferativ  hatés)
visszavezethetdek arra, hogy GnRH-IR 4altal kozvetitett szignaltranszdukcios
mechanizmusok is masok a tumorsejtekben, mint a hipofizisben [115, 120, 121].

A kiilonb6z6 daganat tipusokban tapasztalt tumorellenes hatds hatterében kiilonb6z6
mechanizmusok 4llhatnak: novekedési faktor (EGF, IGF) receptorok kifejezddésének,
vagy a tirozin kinaz aktivitasanak gatlasa (ovarium, prosztata karcinoma), az apoptotikus
folyamatok beinditdsa kaszpaz kaszkad aktivacid, vagy fokozott Fas ligand expressziod
révén (prosztata és endometrium daganatban) [116]. A GNRH szarmazékok azon tul, hogy
gatoljak a daganat novekedését, antimetasztatikus hatassal is rendelkeznek. Képesek
befolyasolni a tumorsejtek adhézids és migracios viselkedését [120-122], valamint a
tumor angiogenetikus folyamatait a VEGF (vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor) és

az angiopoetin csokkentésén keresztiil [123].
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1.2.5.2.2. GnRH peptidek adhéziora és migraciora kifejtett hatasai

Melanoma sejtvonalon bizonyitottdk eldszor, hogy a GnRH agonista szdrmazék
(Zoladex) antiproliferativ hatdsa mellett, negativan hat a sejtek invazivitasara, a sejtek
kemotaktikus aktivitasanak és matrixbonté enzimek termelddésének gatlasan keresztiil
[118, 124]. Hasonlo eredményeket kozoltek prosztata karcinoma sejtvonalakon is. A
GnRH agonista és antagonista kezelés egyforman hatott, csokkentették a sejtek
adhézios molekuldk expressziojat (E-kadherin, o-katenin) [125-127]. Schubert és
kollégéi kimutattak, hogy GnRH analdgok in vivo rendszerben is képesek gatolni az
emlé daganatok csontattét képzd hatasat. Ezek az eredmények azt is jelzik, hogy a
GnRH szarmazékok nemcsak a metasztazisképzés korai eseményeit (motilis fenotipus
kialakuldsa, migracio, invazio) képesek gatolni, hanem hatdssal vannak a keringd
emlétumorsejtekre is, vélhetden indirekt modon, az oszteoblaszt eredetli kemokin (SDF-
1) és kemokin receptor rendszer gatlasan keresztiil [128, 129].

A GnRH-I és GnRH-II jelenléte normal és transzformalt T limfocitdkban arra utal,
hogy a peptidek fiziologias koriilmények kozott az immunfolyamatok, mig koros
allapotban a metasztazisképzés szabalyozasaban vesznek részt. GnRH hormonok, a

nem-integrin tipusu laminin receptor fokozott sejtfelszini megjelenésével, in vitro

crer

crer

1.2.5.3. GnNRH-III és szarmazékai

A GnRH-III, annak ellenére, hogy nem természetes ligandja a GnRH-IR-nak, képes
specifikusan k6tddni hozza [130]. A GnRH-IlI a 6-0s pozicidoban egy Asp aminosavat
tartalmaz, amely térkitoltd oldallanca révén megakadalyozza a GnRH-I analogra (°Gly)
jellemz6 B-I” turn harmadlagos szerkezet kialakulasat [108], ebbél addodoan gyenge
agonistaként viselkedik a hipofizedlis receptorokon ¢és elhanyagolhato FSH/LH
felszabadito hatassal bir. Ezzel ellentétben a GnRH-III a leghatékonyabb tumorellenes
szarmazék a természetes analogok kozott, koncentraciofiiggéd modon gatolja az emld-, a
prosztata-, a hasnyalmirigy-, és a vastagbéldaganat eredeti sejtek osztodasat [131-134].
Ezek alapjan a GnRH-IIl egy endokrin mellékhatasokt6l mentes, periférids GnRH

receptoron hat6, direkt tumorellenes hatdsu vegyiilet. Kiemelendd, hogy csak L-
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aminosavakat tartalmaz, igy a szintetikus, D-aminosav tartalmu szarmazékokra jellemzo
allergias reakciok kialakulasaval sem kell szamolni [132, 135].

Részletes szerkezet-hatas vizsgalatok adatai szerint a 8-as pozicioban talalhatd Lys
aminosav modositdsa megengedett, a tobbi aminosav (5.-7- pozicid) alaninra torténd
cseréje (Ala-scan) a receptor-koto képesség €s egyben a hatas elvesztését eredményezte
[131]. Ebb8l adoddan a Lys® oldallanca felhasznalhaté tovabbi kémiai modositasokra az
antiproliferativ hatds elvesztése nélkiil. A GnRH-III peptid polimer hordozohoz torténd
kapcsolasa Lys8 oldallancan keresztiil a vartnak megfelelden az antiproliferativ hatés
megtartasaval, sot emelkedésével, valamint a csekély endokrin hatas megsziinésével jart
[130, 136]. A tumorellenes hatas fokozasa érdekében két GnRH-IIT szarmazékot a Lys®
oldallancukon keresztiil kozvetlenill, vagy GFLG enzim labilis tavtartd szekvencia
kozbeiktatasaval diszulfid hid kiépitésével kapcsoltak 6ssze (5. dabra). Az igy kapott
szimmetrikus dimer szarmazékok az antiproliferativ jelleg szempontjabdl hatdsosabbnak
bizonyultak az MCF-7 human emld- és a HT-29 human vastagbéldaganat eredetii
sejtvonalakon, mig hormonadlis (LH-felszabaditd) hatdsuk gyengébb volt, mint az
alapmolekulaé [133, 137]. A szimmetrikus dimerek tumorsejt specificitasa a bazikus
karakter (Lys®) megsziinésének [135], mig a fokozott sejtosztodast gatlé képessége
részben a proteolitikus enzimekkel szemben mutatott nagyobb stabilitdsuknak tudhato be.
Az sem kizarhatd, hogy a dimer mindkét monomer alegysége képes egy-egy receptorhoz

crer

telitettségét és hatékonyabb sejtbejutasat [133, 137].

Glp—His-Trp-Ser—Hiss-Asp-Trp—L}l's"-Pm-Gly-NHZ X, =X, Y, =Y, Dimer
v
) 1! H - [GnRH-III(C)],
gy Ac - [GnRH-TTI(Ac-C)],
X Gy H | Gly-Phe-Leu-Gly | [GnRH-II(CGFLG)],
Y, ~
[y A Gly-Phe-Leu-Gly | [GnRH-III(Ac-CGFLG)],
Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lyss-Pro-Gly-NH, - y-Phe-TewGly | [Gn (A )l

5. abra: GnRH-III dimer szarmazékainak szerkezete
Ac: acetil-csoport

1.2.5.3.1. Tumorellenes hatéanyagot tartalmazé GnRH alapu konjugatumok

A gyogyszer-célbajuttatas alapja a tumorok felszinén szelektiven megjelend
receptorokhoz nagy affinitdssal kotddni képes hatdanyag-szallitdé rendszerek
alkalmazasa. A GnRH receptor egy, a rakos sejtek felszinén nagyszamban kifejezddo,

mig az egészséges sejtekbdl gyakorlatilag hidnyzo fehérjecélpontok koziil. A GnRH
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szarmazékok Onmagukban egyszerre biztositjak a tumorszelektivitast és a tumorellenes
hatast. A gyogyszertervezés €s célbajuttatds szempontjabol a GnRH szadrmazékok
hatékonysaga két modon fejleszthetd. Az egyik megoldas a peptid intrinsic tumorellenes
hatasanak fokozasa (dimer szarmazékképzés — GNRH-III dimer szarmazékok [133],
GnRH anal6gok polimer hordozohoz torténd kapcsolasa [130]). A masik lehetdség
citotoxikus hatéanyag GnRH szarmazékokhoz torténé kapcsoldsa (GnRH —
tumorellenes hatéanyag konjugatum) [65, 66, 137].

A GnRH peptidek iranyit6 hatdssal rendelkez6 hordozoként torténd
felhasznalasanak otlete az egyes citotoxikus hatdéanyagok célbajuttatdsara Schally és
munkacsoportjatél szarmazik [138]. Szamos GnRH — hatéanyag hibrid szarmazékot
allitottak eld, ahol az iranyitd egység szerepét legtobb esetben a szuperagonista hatast
[D-Lys]°-GnRH-I latta el, mig gyodgyszer komponensként melfalan, ciszplatin,
metotrexat fordult eld [138-140]. A vegyiiletek jo része igen hatékony tumorellenes
hatassal rendelkezett, azonban jelentés endokrin hatdsuk korlatozta a tovabbi
eredményes felhasznalasuk lehetségét. A citotoxikus GnRH szarmazékok ([D-Lys°]-
GnRH-I alapt konjugatumok) koziil a doxorubicint ill. analogjat tartalmazo rendszerek
(doxorubicin tartalmu: AN-152, 2-pirrolino-doxorubicin tartalma: AN-207) bizonyultak
a leghatékonyabbnak GnRH receptor pozitiv emlé-, ovarium-, endometrium
daganatokban, melanémaban és non-Hodgkin limféméban, in vitro és in vivo modell-
rendszerben egyarant [65, 117, 141, 142]. A doxorubicin ill. szarmazéka glutarsav
tavtartd egységen keresztiil, észterkotéssel lett a peptidhez kapcsolva. A receptor
medialt internalizacié révén bejutott citotoxikus konjugatumokbdl a hatdanyag az
észterkotést bontd karboxil-észteraz enzim hatdsara szabadul fel. A GnRH-alapu
hatéanyag-szallité rendszerek a legtobb esetben hatékonyabbnak bizonyultak, mint a
szisztémasan adott hatdanyag, azonban ezek a konjugdtumok is rendelkeztek nem
kivant, toxikus hatassal, bar ez lényegesen kisebb mértékben fordult eld, mint a
szisztémasan adott szabad hatoanyagoknal. A mellékhatasok megjelenését két tényezo
segitette eld, egyrészt az észterkotés kevéssé stabil, a szérumban megtaldlhat6 karboxil-
€szteraz enzim hatasara a hatéanyag korai felszabadulasa kovetkezett be. Masrészt a [D-
LysG]-GnRH-I, mint szuperagonista hatdsu komponens a hipofizealis receptorokhoz
kotddve endokrin hatds kialakulasat eredményezte. A GnRH-alapu konjugatumok a

hipofizealis sejtek reverzibilis karosodasat okoztdk, amely a hormondlis egyensuly
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felboruldsdhoz vezetett. Ez a hormonfiiggd daganatos megbetegedésben szenvedd
paciensek esetén még kedvezonek is bizonyult. A hormonalis mellékhatdsok azonban
visszafordithatoak voltak hormonpétld kezelés mellett [65, 137]. Mindezek alapjan az
AN-152 hatékony ¢és szelektiv tumorellenes konjugatum, és az iranyitott tumor
terapiaban torténd felhasznalasat tamogatja az a tény is, hogy sikeresen zarta az ovarium
¢s endometrium  karcinomakon  végzett klinikai  vizsgalatok II.  fazisat
[http://www.aeternazentaris.com /en/page.php?p=31&prod=16].

Az AN-152 példajat kovetve tobb, hatdanyag-tartalmi GnRH szarmazék kertilt
kidolgozéasra azzal a céllal, hogy hatékonyabb tumorellenes hatasi konjugatumot
allitsanak el6, vagy a szelektivebb targetalasnak koszonhetéen minimalisra csokkentsék
a mellékhatdsok kialakuldsdnak valoszinliségét. A célbajuttatds szelektivitadsanak
javitasara az egyik lehetdsége, olyan targetdld egységek alkalmazésa, amelyek gyenge
agonista hatassal rendelkeznek a hipofizealis receptorokon. Janaky és munkatarsai
kiilonb6z6 hosszasagh N-termindlis vég feldl roviditett GnRH fragmenst allitottak eld,
hogy megtalaljak, a szelektiv gydgyszer-célbajuttatds szempontjabol legoptimalisabb
méretli analogot. Egyes, tumorellenes hatdéanyagot is hordoz6 fragmens szdrmazékok
eredményesen gatoltdk a tumorsejtek novekedését, anélkill, hogy érdemleges LH-

felszabadito hatasukat ki lehetett volna mutatni [143].

1.2.5.3.2. Citotoxikus GnRH-III konjugatumok

A GnRH-III, az emlé adenokarcindma sejteken végzett vizsgéalatok alapjan, a
leghatékonyabb tumorgatlo természetes analog, gyenge agonista hatasabol (hipofizealis
receptorokon) adédoan endokrin mellékhatasok kialakulasaval sem kell szamolni [132,
135]. A GnRH-IIL, mint célzd egység szerepel Mez6 és munkatarsai altal tervezett és
kifejlesztett doxorubicin/daunorubicin tartalma hatéanyag-szallitd rendszerekben [137].
A korabbi szerkezet-hatds vizsgalatok eredményei szerint a LyS8 oldallanca
felhasznalhaté tumorellenes hatéanyagok konjugaldsara, a receptorkotdédés ¢és a
tumorellenes hatas elvesztése nélkiil [131, 137]. Abbdl kiindulva, hogy egy hatékony
konjugatumnak biztositania kell a hatdanyag célsejthez torténd jutasat (kello stabilitas),
a célsejt altali felvételét (internalizacio), és a célsejtben a hatdanyag felszabadulasat
(intracelluléaris degradéciod), kiilonbozd dsszetétell €s szerkezetli GnRH-III konjugatum

eldallitasara keriilt sor. Emld és vastagbél adenokarcindéma sejtvonalakon végzett
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vizsgalatok eredményeibdl lathatd, hogy a hatéanyag kapcsoldsdnak modja (észter-,
hidrazon-, oximkotés) alapvetéen meghatarozza a hatéanyag felszabadulasat és ennek
kovetkeztében a tumorellenes hatast. A hatékonyagi sor a kovetkezoképpen alakult:
észter- > hidrazon- > oxim- >> amidko6tés. Az egyes kotéstipusok (oxim) kémiai
stabilitdsa miatt a hatdanyagot tartalmazo aktiv metabolit felszabadulasa érdekében a
hormon ¢és hatéanyag kozé egy, a daganatsejtben tultermelddd lizoszomalis enzim
(katepszin B) altal hasithatdé spacer szekvencia keriilt beépitésre. Az igy eldallitott
konjugatumok hatékony tumorellenes hatast fejtettek ki in vitro modell-rendszerben,
human szérumban stabilnak bizonyultak, mig katepszin B hatasara biztositott volt a
hatéanyagot tartalmazo aktiv metabolit felszabadulasa [137, 144, 145]. A modell-
sejteken leghatékonyabb szarmazékok az in vivo vizsgalatok soran toxikus
mellékhatdsoktol mentes, a toleralhato dozisban adott, szabad hatoanyagnal
(daunomicinnél) nagyobb mértékli tumorellenes hatast mutattak [144, 146]. A peptid
konjugatumok oralis adagolasanak feltétele a gyomor-bél traktus proteolitikus
enzimjeivel szembeni stabilitds. A GnRH-III alapu konjugatumok a -Trp3-Ser’- kotés
helyén a legérzékenyebbek proteolitikus hasitasra [133, 144]. A per os torténd
alkalmazas céljabol, a peptid stabilitasdnak fokozasara kiilonb6zé megoldasok (D-
aminosav, N-metil-aminosav beépitése) terjedtek el az irodalomban [66, 67]. Az N-
metil-szerin illetve az oldallancaban acetilezett lizin beépitése a daunomicint tartalmazo
GnRH-III konjugidtumba eredményesnek bizonyult a kimotripszinnel szembeni
stabilitds novelésére. Az utdbbi, 4-es pozicidban torténd cserérdl mar korabban
igazoltdk, hogy nem befolyasolja szignifikdnsan a hormon bioldgiai aktivitasat. Az
acetil-lizin beépitése a szekvenciaba novelte a daunorubicin-tartalmi konjugatum in
vitro és in vivo tumorellenes hatasat is [147]. A lizin szarmazék sikeres beépitése a 4-es
pozicidba egy ujabb lehetdséget teremtett a konjugatum daganatellenes hatdsanak
tovabbfejlesztésére. Amennyiben a [(Ac)Lys]*-GnRH-111 peptidben az acetilcsoport
helyére egy masodik hatéanyagot kapcsoltak, akkor Osszesen két hatdéanyag
konjugalaséra (Lys8 és Ac-Lys® oldallancan keresztiil) — Gn. bifunkcios konjugatumok

eléallitasara — nyilt lehetoség [148].
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2. CELKITUZESEK

A sejt kornyezetében jelenlévd kémiai, idébeli és térbeli informdaciét hordozéd
bioaktiv molekuldk, legyenek azok szecernalt endogén hirvivok, vagy szintetikus
gyogyszervegyiiletek, a sejtek €lettani folyamatainak egész sorat képesek befolyasolni.
A sejtfiziologiai reakciok sordban az adhézid, a migracio és a proliferacid
Osszerendezett mikodése szamos normal élettani folyamatban fontos szerepet jatszik,
mig miikddésiik, vagy szabalyozasuk zavara betegségek megjelenéséhez, tobbek kozott
rosszindulati daganatok kialakulasdhoz, metasztazisok képzddéséhez vezethet. A sejtek
befolyasolasa (célzott terapia) igéretes lehet példaul a tumorprogresszio lassitasa, €s
egyben az attétképzés megeldzése céljabol. A sejtek érzékeny adhézios és kemotaktikus
valaszkészsége kitlind alapot teremt egyes bioaktiv anyagok — kiilonb6zd célzott
terapias felhasznalasra szant szintetikus gyogyszerek (peptidek, kismolekuldk) vagy
endogén hormonok — kemotaktikus és adhéziot befolyasold hatasanak vizsgalatara az

evolucid alacsonyabb és magasabb szintjét képviseld modell-rendszerekben egyarant.

Doktori munkdm sordn az alapvetd sejtfiziologiai folyamatok célzott gyogyszeres
kivaltasanak és befolyasoladsanak két lehetdségét tanulmanyoztam csillos egysejtii és
magasabb rendi modell-sejteken (6. dbra). A vizsgalatok kézéppontjaban, az egyes
daganatokban szelektiven taltermelddé (1.) MAO(-B) enzim specifikus gatloszereként
ismert, és a gyogyaszatban (Parkinson-kor kezelésében) jelenleg is alkalmazott, R-
deprenyl és szarmazékai, valamint (2.) szelektiv gyogyszer-célbajuttatasra kifejlesztett

GnRH-11I molekulacsalad vizsgalata allt.

1. Munkam elsé fazisdban a deprenyl szarmazékok antimetasztatikus hatisat és a
sejtélettani hatdsok filogenetikai megdrzottségét vizsgalva a kovetkezd kérdések
megvalaszolasat tliztem ki célul.

e A MAO szubsztratok koziil a szerotonin képes-e befolydsolni a Tetrahymena
endogén hormon tartalmat, valamint el6kezelés formdjaban alkalmazva (szerotonin
imprinting) képes-e hosszll tdvon megvaltoztatni a modell-sejt fiziologiai reakcioit?

e A MAO-B gatl6 R-deprenyl milyen hatast fejt ki a Tetrahymena szerotonin tartalmara?

e Az R-deprenyl és szarmazékai képesek-e kivaltani a csillos modell-sejt kemotaktikus

reakciojat? (6. dbra)
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e Az R-deprenyl és szarmazékai rendelkeznek-¢ adhéziot befolyasold, kemotaktikus és
antiproliferativ hatdssal eltéré malignitasi tumorsejtvonalakon, ¢és ezek a hatasok
hozzéjarulhatnak-e a tumorok ndvekedésének és szorodasanak megakadalyozasahoz?

(Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhato.6. dbra)

A Tetrahymena modell-sejt
Kemotaxis Uszasi viselkedés Hormon tartalom
(kemokinezis) (autokrin/parakrin hatasok)

Y 0 0 i _at
7 >C] % - -
x @<
BT
—_— N

Adhéziés viselkedés Kemotaktikus/migircios  Sejtosztodis
aktivitas

6. abra: A két anyagcsoport hatasainak vizsgalata a két modell-rendszerben
(Az 6. dbra egyes részletei, kiilon szamozas nélkiil, az 4. Eredmények fejezet egyes
alfejezeti elején, mint magyardzo és osszefoglalo abrdk vannak ismételten feltiintetve

segitve az olvasot, hogy abban a részben milyen hatasok keriilnek targyaldsra.)

2. Munkam folytatdsaban kiilonb6z6 GnRH peptidek sejtfizioldgiai folyamatokra

kifejtett hatasat el6szor Tetrahymena pyriformis modell-sejten vizsgaltam. A GnRH-III

szarmazékok ¢és hatdanyag-tartalmii konjugatumaik magasabb rendli sejtvonalon

végzett, részletesebb in vitro vizsgalatdval az iranyitott tumorterapiaban torténd

felhasznalasuk lehetdségét tanulmanyoztam. Kisérleteink soran a kovetkezd kérdések

megvalaszolasara helyeztem a hangsulyt.

e Milyen kemotaktikus hatést fejtenek ki a GnRH szarmazékok Tetrahymena sejteken
¢és milyen szerkezet-hatas 0sszefiiggések mutathatoak ki?

e A természetes GnRH izoformdk €s szintetikus szarmazékok milyen hatassal vannak a
csillés protozoon hormon termelésére és kemokinetikus aktivitasara, 6sszehasonlitva

mas magasabb rendiiekre jellemz6é hormonok hatasaival? (6. dbra)

e Rendelkeznek-e adhéziot befolyasold és kemotaktikus hatassal az egyes GnRH-III

szarmazékok és konjugatumaik magasabb rendii modell-sejten.
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e A tumorellenes hatdéanyag tartalmi konjugatumok megtartjdk-e a szabad
gyogyszermolekulara jellemz6 antiproliferativ hatasukat?

e A gyobgyszer-célbajuttatasara tervezett GnRH-III hordozék ¢és konjugdtumaik
komplex hatasprofijuk alapjan alkalmasak-e az iranyitott tumorterapidban torténd

felhasznalasra, mint tumorellenes €s antimetasztatikus agensek? (6. dbra)

Munkdm sordn minden esetben igyekeztem Osszehasonlitani a filogenetikailag
alacsonyabb szinten allo Tetrahymena és a magasabb rendii modell-sejteken kapott
eredményeket azzal a céllal, hogy a Tetrahymena mennyiben tekinthetd adekvéat
modellnek, magasabb rendu sejteken torténd vizsgalatok bevezetdé méréseihez.

Az alabbi abra (7. dbra) disszertaci6 fobb vizsgalatait foglalja dssze.

Bioaktiv molekulak

MAO szubsztrat:
szerotonin

MAO-B gatlo:
R-deprenyl és szarmazékai

Tetralhymena
pyriforniis

Emlos
sejtvonalak

GnRH
peptidcsalad

AN

Magasabb rendilek| |
hormonjai

GnRH-II1
szarmazékok

Tetrahvmena
pyriformis

Emlés

sejtvonalak

L Hormon
Migracio
tartalom /\osztoda

Sejt-

> <:\dlle‘zid><1\[ig1‘acio><
A

Sejt- Migtacio ¥ HOMONN ¢y qhézio W Migracio .
B - tartalom i osztoda

osztoda

Sejt-

)

7. abra: Disszertacio fobb célkitiizéseit és vizsgalatait osszefoglalo abra
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3. MODSZEREK

3.1.  Felhasznalt anyagok
3.1.1. R-deprenyl és szarmazékai

A vizsgélatainkban szerepld 10 deprenyl szdrmazékot a Chinoin Gydgyszer- és
Vegyészeti Termékek Gyara, Sanofi-Aventis Zrt. (Budapest, Magyarorszag) ingyen
bocsajtotta rendelkezésiinkre, amiért itt szeretnénk koszonetiinket kifejezni. Mindegyik
vizsgalt vegylilet j6 vizoldékonysdggal rendelkezett, az in vitro vizsgalatok soran

alkalmazott koncentraciok kihigitasa a sejtek tenyésztésére hasznalt médiumban tortént.

3.1.2. Hormonok és szignal molekulak

Tetrahymena pyriformis sejtélettani folyamatainak vizsgalata soran a kovetkezo
hormonok, szignal molekuldk hatasat elemeztiik: szerotonin (Sigma-Aldrich Ltd. St.
Louis, MO, USA), gonadotropinok (Pergonal porampulla® — FSH és LH 50-50 %,
Human Gyodgyszergyartd Rt., Go6dollé, Magyarorszag), TSH (tireoidea-stimulalo
hormon, Sigma-Aldrich Ltd. St. Louis, MO, USA), GnRH szarmazékok (peptidek
szintézisét az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportja végezte, 3.1.3 fejezet).

3.1.3. GnRH szarmazékok

A gyogyszer-célbajuttatds kérdéskorben végzett kisérleteink sordn 12 GnRH-III
szarmazékot, mint irdnyitd hatdst hordozot, a munka folytatasdban pedig 16 hatéanyagot
tartalmazd GnRH-III konjugdtum hatdsat tanulmanyoztam. A disszertacidban szerepld
0sszes GnRH szarmazék szintézise, tisztitdsa €s analitikai vizsgalata az MTA-ELTE
Peptidkémiai Kutatocsoport és a Konstanzi Egyetem, Kémiai Tanszék, Analitikai Kémiai
¢s Biopolimer Szerkezetanalitikai Laboratorium kdzremiikodésével tortént.

A GnRH peptideket szilardfazisa szintézissel allitottak el6 MBHA illetve Rink-Amid
MBHA gyantakon vegyes Boc/Bzl €¢s Fmoc/tBu illetve Fmoc/tBu stratégiaval. A peptidek
dimerizacioja, illetve a hatdanyagok konjugédlasa a GnRH szdrmazékokhoz oldatban
tortént a megadott irodalmakban leirt koriilmények kozott [133, 144, 145, 147, 148]. A
nyers peptideket €és peptidkonjugatumokat félpreparativ HPLCsegitségével tisztitottak. A
tisztitott termékek analitikai jellemzésére Knaur (Knaur H., Bad Homburg, Németorszag),

vagy UltiMate 3000 system (Dionex, Idstein, Németorszég) RP-HPLC és ESI-MS Bruker
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Esquire 3000 Plus ioncsapdas tomegspektrométer (Bremen, Németorszag) alkalmaztak.
Az eldallitott peptidek jol oldodtak vizben, igy a tovabbi sejtbioldgiai vizsgalatokban

alkalmazott oldataik elkészitéséhez sejttenyészté médiumot hasznaltunk.

3.2. Modell-sejtek és tenyésztési koriilményeik
3.2.1. Tetrahymena pyriformis sejtkultira

A kisérletekhez a ndvekedés logaritmikus fazisaban 16v6 (10* sejt/ml) Tetrahymena
pyriformis GL sejtkultirat hasznaltunk. A sejteket 0,1% élesztokivonatot (Oxoid,
Basingstoke, UK) ¢és 1% Bacto tryptone-t (Difco, Detroit, MI, USA) tartalmazo
tapoldatban, 1égkori O./CO, tartalom mellett, 28°C-on tenyésztettiik.
A magasabb rendliek hormonjainak hatdsvizsgalata sordn, csak inorganikus sokat (1%
NaCl; 0.1% MqgCl,; 0.1% CaCl,; 0.1% KCI és 0.2% NaHCOs3) tartalmazo, Losina-
Losinsky (LL) oldatot hasznaltunk. Az LL puffert, a tapanyagdus médiumban 1évo
fehérjék zavard hatasnak kikiiszobolésére hasznaljak, valamint annak elkiilonitésére,
hogy a Tetrahymena megnovekedett hormonmennyisége mennyiben az endogén

szintézis eredménye, ¢s mennyiben fligg a kdrnyezetben 1év6 anyagok felvételétol.

3.2.2.  Magasabb rendiiekbél szirmazé sejtvonalak
3.2.2.1. Mono Mac 6 human monocita sejtvonal

A Mono Mac 6 (MM6) akut mieloid leukémiabol izolalt human monocita sejtvonal,
az érett monocitdkra jellemzd fenotipussal (M42, LeuM3, 63D3, Mo2, My4 ¢s CD14
sejtfelszini markerek konstitutiv expresszidja) és funkciokkal (fagocitozis, reaktiv
oxigén gyokok termelése) rendelkezik [149]. A monocita specifikus kemokinek (pl.
RANTES), amelyek az immunvalasz soran vezérlik a sejtek toborzasat a gyulladdsos
tertiltekre, in vitro kisérletek soran, hasonldéan az izoldlt normal monocita sejtekhez,
¢s a véraramlasat modellez6, dinamikus rendszerekben egyarant. [150, 151].

A MMG6 sejtvonalat 10% hdéinaktivalt, magzati borju savéot (FCS) tartalmazé RPMI
1640 médiumban (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) tartottuk fenn 37°C-on, 5% CO,
tartalom mellett. A médiumot 2mM L-glutaminnal (Gibco®/Invitrogen Corporation,
New York, USA) és 100UI/ml penicillin / 100 pg/ml streptomycin (Gibco™/Invitrogen
Corporation, New York, USA) oldattal egészitettiik ki.
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3.2.2.2. LM2 egér eml6 adenokarcinéma sejtvonal

Az LM2 egy BALB/c egér eredetii emld adenokarcindma sejtvonal. Az LM2 sejtek,
bar jellemzé rajuk az urokindz plazminogén aktivator és a MMP expresszid,
gyakorlatilag egyaltalan nem rendelkeznek metasztatikus potenciallal [152, 153].

Az LM2 eml6 adenokarcindma sejtek tenyésztése 10% hdinaktivalt FCS-t, 2mM L-
glutamint, 100UI/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint (Gibco™/Invitrogen
Corporation, New York, USA) tartalmazo F12 mediumban (Sigma Ltd. St. Luis, MO,
USA) tortént, 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett.

3.3.  Kemotaxis mérémaédszer
3.3.1. Két-kamras kapillaris kemotaxis assay

Tetrahymena pyriformis modell-sejten végzett kemotaxis vizsgalatainkhoz Leick és
Helle altal kidolgozott kapillaris assay [154] egy tovabbfejlesztett formajat alkalmaztuk
[155]. Ebben a két-kamras Osszeallitisban egy nyolc-csatornds automata pipetta,
cseré¢lhetd steril hegyei jelentik az un. belsé/felsé kamrat, amelyben a vizsgalando
lyuku lemez egyes mélyedései (welljei), ezekben talalhatok a vizsgalni kivant sejtek
(10* sejt/ml). A két kamra kozti kapesolatot a pipetta kapillaris méretli nyilasa képviseli,
ami 0,5 mm-re belemeriil a sejteket tartalmaz6 taptalajba. Az inkubacids id6 15 perc; ez
a viszonylag rovid 1d6 biztositja azt, hogy csak a koncentraciégradiens-fliggd mozgasra
képes sejtek jussanak a pipettaba, kikiiszobolve a nem vektorialis jellegli mozgas soran
torténd bejutast [156]. Az inkubacios id6 letelte utan a pozitivan valaszold (pipettaba
feljutott) sejteket 4% formalint tartalmazd PBS oldatban (0.05 M foszfat puffer,
pH=7.2) fixaltuk. A sejtszdm meghatarozasa Neubauer hemocitométerrel tortént.
Mintanként 6t parhuzamos mérést végeztiink, és kontrollként a sejtek tenyésztéséhez
hasznalt tapfolyadék szolgalt. A mérési eredmények atlagat a kontrollra normalizaltuk

(kontroll = 100%) és kemotaxis index (Ktx. ind.) formajaban fejeztiik ki [155].

3.3.2.  Moédositott Boyden-kamras kemotaxis assay
A magasabb rendii sejtek kemotaktikus valaszkészségét modositott Boyden-kamra
felhasznalasaval hataroztuk meg. A modszer elonye, hogy stabil gradiens alakithato ki

¢és gyors, egyszerre sok parhuzamos mérése valik lehetvé.
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A kétkamras rendszerben az als6 kamrat jelentd, 96 lyuk szovettenyésztd lemez
6M) egy 8 um porusatmérdjii polikarbonat filter valasztja el a sejteket (105 sejt/100 ul)
tartalmazo felsd kamratol. A sejtek méretiikb6l adodoan (15-20um), csak aktiv
migracidjuk, citoszkeletalis atrendezddés révén juthatnak &t a filter porusain, az ott
kialakul6 koncentracio gradiens hatdsara. A 3 ords inkubacid utan a filteren at, az also

kamraba vandorolt sejtek szamat MTT-teszt segitségével hataroztuk meg.

Az MTT-teszt soran alkalmazott tetrazolium vegyiiletet 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolium bromid (MTT) csak az él6 sejtekben miikodé mitokondrialis
dehidrogendz enzimek redukaljak és végeredményben oldhatatlan, lila formazan
szdrmazék képzddik. A kristalyok oldasa utan a feliiluszo folyadék fazisokban mérhetd
szinintenzitds mértéke egyenesen ardnyos a mintdban taldlhatd €16 sejtek szdmaval,
illetve azok mitokondrialis aktivitasaval.

A kemotaxis vizsgalatok kiértékelésénél az Smg/ml MTT oldatot (steril PBS-ben oldva)
1:10 térfogat aranyban adtuk hozza a pozitivan valaszol6 sejteket tartalmazéd wellekhez
(kamrékhoz). A 37°C-on torténd, 16 oras inkubécio leteltével a kialakult formazan
kristalyokat DMSO-ban oldottuk és a spektrofotometrias mérést ELISA reader-ben
(Labsystems Multiskan MS, Helsinki, Finland) 540 ¢s 620 nm hullimhosszon végeztiik.
A csak médiumot tartalmazd vak mintdk értékeinek kivondsa utin az abszorbancia
kiilonbségek aranyosak a pozitivan véalaszold sejtek szdmaval.

Koncentracionként 15 parhuzamos mérést végezziink, kontrollként tenyészté médiumot
hasznaltunk. A ligandok kemotaktikus aktivitdsanak jellemzésére a kemotaktikus index

(Ktx. ind.) szolgalt, ami a kontrollhoz (100%) viszonyitott szazalékos értek.

3.4.  Uszasi paraméterek vizsgalata (tracking analizis)

Tetrahymena pyriformis tszasi viselkedésének elemzése soran, az egyes bioaktiv
molekuldk hatdsara, a sejtek daltalanos mozgéas allapotaban (Uszdsi sebesség,
iranyvaltasok frekvencidja) bekovetkezd nem vektoridlis jellegli valtozasokat
(kemokinetikus aktivitas) kovettilk nyomon.

A kezelést kovetéen a Tetrahymena sejtek mozgdsarol, Axio Observer inverz
fénymikroszkop (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Germany) felhasznalasaval, az

AxioVision Rel 4.7.1 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Germany) program Time lapse
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modul segitségével készitettiink felvételt (5 ms idStartam, maximalis kép sebesség). A
sejtek mozgas analizisét ezt kdvetden AxioVision Rel 4.7.1. program Cell tracker
moduljanak felhasznalasaval végeztiik el. Latoterenként 25 sejt Uszasi mintdzatat
figyeltik meg, sejtenként 2 x 25 filmkockan keresztiil, mintanként négy latoteret
vizsgalva. A sejtek uszési viselkedésének jellemzésére két paramétert hasznaltunk az
atlagsebességet ¢és az utvonal tekervényességét (Tortuosity = Tort.). Ez utdbbi
mutatdszam a megtett Gt és az egyenes haladas (elmozdulas), tehat a kezd6 €s végpont
kozotti tavolsag, hanyadosaval jellemezhetd. Amennyiben a tekervényesség 1, akkor a
sejtek nyilegyenesen haladtak (megtett ut = egyenes haladas), ha ez az index 1 és 10
kozé esik, akkor a sejtek kanyargds utvonalat jartak be, ha 10-nél nagyobb, akkor a
mozgas cirkuldris jellegli és a sejtek Uszasi mintdzatdban kifejezetten a lassi

mozgaselemek (pl. creeping) dominanciaja figyelhetd meg [157] (8. abra).

Egyenes haladas Kanyargos utvonal Creeping

-
©

Tort=1 1 <Tort < 10 10 < Tort
8. dbra: Tetrahymena pyriformis modell-sejt mozgasat jellemzé tekervényesség

paraméter (Tort — Tortuosity) alapjan besorolt uszasi mintdzatok.
Creeping: a csillos egysejtiiek lasst korkoros mozgasa

3.5.  Jelatviteli utvonalak vizsgalata
3.5.1. Foszfolipaz C-y enzim aktivaci6 vizsgalata

A PLC-y enzim részvételét a GnRH szarmazékok altal kivaltott pozitiv
kemotaktikus reakcidoban, direkt immuncitokémiai jelolést kovetden 4aramlasi
citométerben hataroztuk meg. A PLC aktivitalt, foszforilalt formajat felismeré6 PLC
anti-phospho-PLC-yl monoklonalis ellenanyagot (BD Biosciences Pharmingen, San
Jose, CA, USA) hasznaltunk méréseink soran.
Modell-sejtjeinket (Tetrahymena pyriformis és MM6) a kemoattraktans GnRH ligandok
tapfolyadékban (Tetrahymena: Bacto tryptone, MM6: RPMI 1640) oldott, hatasos
(kemoattraktans) koncentracidival 1, 3, 5, 10 és 15 percig kezeltiik, majd 2%-0s PBS-
ben oldott paraformaldehiddel fixaltuk 5 percig. A kezeletlen sejteket tartalmazod minta

jelentette a kontrollt. A mintdkhoz, PBS-sel torténd kétszeri mosast kdvetden, 0,1%-0S
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szaponin oldatot (permeabilizalod oldat) adtunk és ezzel parhuzamosan a sejteket Anti-
Phospho-PLC-y1(Y783): Alexa Fluor® 647 antitesttel (1:1000 higitasban) jelsltik 30
percig, fénytdl védett helyen. Az antitest felesleg eltavolitasa érdekében PBS-es mosast
alkalmaztunk, majd a mintakat az aramlasi citometrias mérésig 2%-0s PBS-ben oldott
paraformaldehidben taroltuk 4°C-on. A reakcio specifitdsdnak ellenérzésére és az
autofluoreszcencia kikiiszobdlésére a festetlen abszolut kontroll szolgalt. A PLC enzim
aktivitds meghatarozasat aramlési citométer segitségével végeztiik. A mérés menete és

az eredmények kiértékelése a 3.9. fejezetben leirtak szerint zajlott.

3.5.2. Foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K) utvonal gatlasa

A PIBK miikodését a GnRH szarmazékok kemotaktikus jelatvitelében az enzim
specifikus gatloszereinek, a Penicillium funiculosumbdl szarmazd wortmannin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) és a szintetikus LY294002 (LY, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) felhasznalasaval indirekt modon vizsgalatuk [158, 159].
A sejtek (Tetrahymena pyriformis és MM6) enzim inhibitorokkal (10> M) [160, 161]
torténd eldkezelését (Tetrahymena: 5 perc, MMG6: 25 perc) kdvetden, a kordbbi mérés
soran attraktansként hatott ligandokkal egy ismételt kemotaxismérést végeztiink a 3.3.1.
(Tetranymena pyriformis) és a 3.3.2. (MM6) bekezdésekben leirt modon. A gatlasi
reakci6 soran a kontroll sejteket a gatloszerek oldoszerével DMSO-val kezeltiik azonos
térfogatszdzalékban. Az eredményeket gatlasi index (Inh. ind.) forméjdban fejeztiik ki,

ami az el6kezelt és a kontroll sejtek kemotaxis indexének a hanyadosaként értelmezhetd.

_ (Ginh X Cc)

Inh. ind. [%] = m x 100
in c

Ginn: gatloszerrel eldkezelt sejtek kemotaktikus valasza a ,,G* anyaghoz
C.: kontroll (DMSO-val kezelt) sejtek kemotaktikus valasza a kontroll médiumhoz
Cinn: gatloszerrel elékezelt sejtek kemotaktikus valasza a kontroll médiumhoz

G: kontroll (DMSO-val kezelt) sejtek kemotaktikus valasza a ,,G* anyaghoz

3.6. Impedimetrian alapul6 adhézié mérémoédszerek
Az impedancia regisztralasan alapuld bioszenzorok az €16 sejtek viselkedésének,
dinamikus, valosidejli, érzékeny vizsgalatat teszik lehetdvé. Az adhézid és migracid

mérésére alkalmas impedimetrids modszerek kozé sorolhatok az ECIS (Electrical Cell
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Substrate Impedance Sensing) és az xCELLigence rendszerek. A két rendszer kozos
jellemzdje, hogy a sejtek az alkalmazott elektrodok felszinére torténd kitapadasuk soran
impedancia valtozast (emelkedést) okoznak, mely annak koszonhetd, hogy a sejtmembran
elektromosan szigeteld, igy az aram csak a sejtek kozotti és alatti térrészben tud terjedni.
Ez az impedancia valtozas tobb tényezobdl tevodik dssze: (i) a sejt-sejt adhéziobol eredd
ohmikus ellenallasbol, (i) a plazmamembran kapacitiv ellendllasabol, valamint abbdl,
hogy mekkora az elektrod és a sejt kozotti tavolsag, illetve az itt elhelyezkedd kozeg
vezetoképessége. Az impedancia valtozasbol kovetkeztetni tudunk az elektrodfelszin
sejtek altali fedettségére, valamint indirekt modon a sejtek mennyiségére (9. dbra). Az
impedancia valtozasa alapjan monitorozhatjuk a sejtek kitapadasanak kinetikajat, a sejtek
amelyek a sejtek alakvaltozasat, vagy szamat befolyasoljak (antiproliferativ, citotoxikus

hatast vegyiiletek) [162-165].

af 8 V2227727222222
=] L’
== w2
‘medium 1d3 (1 )
_— 16 (h
V2227722227222 Sejtek adhézioja és kiterulése
Alapvonal

Q. dbra: A sejtadhézio soran kapott impedancia gorbék értelmezése

3.6.1. XxCELLigence rendszer

A deprenyl szarmazékok ¢és a GnRH peptidek MM6 modell-sejt adhézios
viselkedésére kifejtett hatasat xCELLigence SP késziilékek felhasznalasaval (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, USA) hataroztuk meg. A rendszer lelke a 96-lyuka
E-plate, egyszerre nagyszdmu parhuzamos mérést tesz lehetdvé és ennek révén a
rendszer atmenetet képez a nagyateresztd képességli modszerek és a fiziologids
jelenségek mechanizmusanak vizsgalatara szolgalé modszerek kozott [9]. Ez a platform
jol alkalmazhato kiilonbozd szintetikus bioaktiv molekuldk (pl. gyogyszerek, toxikus
anyagok) gyors in vitro szlirdvizsgalatara is [162]. Az E-plate kamrainak felszine 80%-
ban arany elektrodokkal fedett, erre keriilnek a sejtek, amelyek kitapadasuk soran a

sejtszammal ¢és kiteriilés mértékével aranyos impedancia emelkedést okoznak. Az
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impedancia valtozés kifejezésére szolgdl a Sejtindex (SI), ami egy relativ (kiindulasi
idOpontra vonatkoztatott) mértékegység nélkiili mutatdoszam.

Z;—Z
Sl = ( 1 0)
F;
Z;: adott T; pontban mért impedancia
Zo: To idépontban (kiindulasi idépont) mért hattér impedancia

F;: frekvenciatol fiiggd allando (F1okn=15).

A mérés soran az elektrodok felszinét 1 pg/cm?® human fibronektint (Chemicon®
International Inc., Temecula, Canada) tartalmazé 0,1% gelatin oldattal (Sigma Ltd. St.
Louis, MO, USA) fedtiik 20 perces, 4°C-on torténd inkubaciod soran. A feleslegben 1évo
fibronektin oldatot steril koriilmények kozott eltavolitottuk és 5 perces beszaritast
kovetden a 100 pl tenyésztd médiumot adtunk minden egyes well-hez (kamrédhoz). A
konstans, hattér SI érték beallitdsdhoz 2 oran keresztiil 1 perces mérési idokozokkel
regisztraltuk az impedancia valtozast. Ezt kovetéen eldszor a vizsgalandd anyagok
(10* sejt/100ul/well végkoncentracid) pipettaztuk a wellekbe. Adhézidé méréseink soran
3 parhuzamost alkalmaztunk; kontrollként a hatdéanyagmentes tapfolyadék szolgalt. A
sejtmentes, csak a vizsgalt ligandok legtoményebb oldatait tartalmazé wellek mérésével
azt ellendriztiik, hogy a vegyiiletek befolyasoljdk-e dnmagukban a tiszta médium
vezetOképességét. Ez egyik vizsgalt ligand esetében sem volt megfigyelhetd, igy a
tapasztalt impedancia valtozdsok a ligandok adhéziora kifejtett hatasdnak voltak
tulajdonithatok. A sejtek kitapadasat 24 oran keresztiil monitoroztuk 20 masodperces
mintavételezési intervallum alkalmazéséaval.

Az eredmények kiértékelésénél a Delta Sejtindex (a sejtek ratételétdl szamitott
Sejtindex valtozas), €s a Slope (Meredekség) paraméterek kiszdmitisara a késziilékbe
integralt RTCA 1.2 programot hasznaltuk. A Slope paraméter az adhézidos gorbe
felszallo szakaszara illesztett egyenes meredekségébdl szarmaztatott mutatdoszam, amit a
kontroll szazalékaban fejeztiink ki (10. abra). A Slope érték aranyos a kitapadt sejtek
szamaval, illetve a kitapadas mértékével. Minél tobb sejt tapad le, illetve minél nagyobb
mértékli a szétteriilésiik, annal nagyobb a Sejtindex valtozas; meredekebben nd a

Sejtindex, igy nagyobb a szamolt Slope érték is.
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Slope

¢és a sejtek hozzaadasa

Vizsgalandé anyag

Delta Sejtindex

IH—Neredekseg = Slope

Y - 1d6 (h) Koncentrici6
Alapvonal Sejtek adhézioja

10. d@bra: Adhézios gorbék kiértékelése

3.6.2. ECIS technika

Az R-deprenyl és szarmazékainak LM2 sejtekre kifejtett adhéziot befolyasold
hatasat ECIS 1600 késziilék (Applied Biophysics, Troy, NY, USA) felhasznalasaval
vizsgaltuk. A mérés egy 8 kamrat tartalmazé lapkéan (array-n) torténik. Minden egyes
kamra aljanak kozepén egy 250 um atmérdjii mérd elektrod, szélén pedig egy nagyobb
referencia elektrdd taldlhatd. Az elektrodok méretbeli kiilonbségébdl adodik, hogy a
sejtek kitapaddsa soran mérhetd impedancia valtozas dontéen a mérd elektrodon
megtapadt sejtektdl szarmazik, ennek koszonhetéen mar 10 - 100 sejt jelenléte, adhézios
viselkedése ¢€s migracios aktivitasa igen érzékenyen vizsgalhato. A sejtek gyors
kitapadasukat kovetden szétteriilnek, kialakulnak a sejt-sejt kozotti  adhézios
kapcsolatok és egy zart, konfluens réteget hoznak 1étre. A kitapadt sejteket azonban

folyamatos migracios aktivitds jellemzi, valtoztatjdk morfologidjukat, ami az

crer

A méréshez az elektrodokat 10% M L-cisztein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) vizes oldataval inkubaltuk 20 percig szobahOmérsékleten. Az arany elektrodak
felszinén, a cisztein tiol csoportjai révén monomolekularis réteget képez, ami stabil
impedancia értéket biztosit sejtmentes kozeg esetén, az alapvonal felvétele soran [164].
lizinnel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (desztillalt vizben higitva) fedtiik 30
percig szobahdmérsékleten. Az inkubécios 1d6 letelte utan a poli-L-lizin oldat feleslegét
eltavolitottuk €s az elektrod felszinét beszaritottuk. Az alapvonal felvételéhez 200 pl
sejtmentes tapfolyadékot adtunk az elektroddkra és legalabb 1 oran keresztiil

regisztraltuk az impedanciat. A stabil hattér-impedancia elérése (kb. 2000 - 2500 Q)

cre
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crer

sejteket, 5 x 10° sejt/200u] koncentracioban injektaltuk a kamrékba. A sejtek adhéziojat
¢és kiteriilését jellemz6é impedancia valtozast 48 o6ran keresztiil kovettik 15 kHz-es
mérési frekvencian. Az ECIS méréseink sordn 2 parhuzamost alkalmaztunk, és
kontrollként hatéanyagmentes médiumot hasznaltunk. A mérési adatok elemzése a

késziilékbe integralt program segitségével tortént.

3.7.  Proliferacio és citotoxicitas vizsgalat

Munkank sordn a szerotonin kezelés (imprinting) hatasat tanulmanyoztuk a
Tetrahymena pyriformis proliferaciojara. Csoportonként 10° sejt/ml kiinduldsi
sejtkoncentracidt beallitva, vizsgaltuk a sejtek osztodasi litemét tenyésztési
koriilmények kozott. Az inkubécio 6., 18., 24., és 48. oOrdjaban steril koriilmények

kozott, mintat vettiink és a sejtszdm meghatarozasahoz CASY TT (Roche, Germany)

sejtszamlalo és sejtméreteloszlast meghatarozo késziiléket hasznaltunk.

A deprenyl szarmazékok és a hatdéanyag-tartalma GnNRH-I1l konjugatumok direkt
tumorellenes aktivitasat a vegyiiletek antiproliferativ és citotoxikus hatdsanak
vizsgalataval kivantuk igazolni MM6 sejteken.

A MMS6 sejteket (5 x 10™ és 10° sejt/ml) a vizsgalt deprenyl szarmazékok 10, 10 és
10? M, valamint a GnRH-III peptidkonjugatumok 1072-10°-M végkoncentracioju,
tapfolyadékban készitett oldatdval kezeltiik. Abszolut kontrollként kezeletlen sejteket
hasznaltunk, mig pozitiv kontrollként (a citotoxikus GnRH-III konjugatumok esetén) a
tumorellenes hatéanyagok (daunorubicin — Dau, doxorubicin — Dox, metotrexat — Mtx)

oras inkubaciot kovetéen, a sejtszamot CASY TT (Roche Innovatis, Penzberg,

Németorszag) sejtszamlalo késziilék segitségével hataroztuk meg.

3.8. CASY TT késziilék

A Tetrahymena modell-sejten végzett proliferacios vizsgalatok, és a MM6 sejteken
tanulmanyozott antiproliferativ és citotoxikus hatdsok mennyiségi analizisére CASY TT
(Roche Innovatis, Penzberg, Németorszag) sejtszamlald késziiléket hasznaltuk. Ez az
impedimetria elvén mikodo késziilek lehetdséget ad a sejtszam mellett a sejtméret
eloszlas nagy pontossagi meghatarozasara. A méréseink soran 100 pl sejtes mintat Sml

specialis elektrolit oldatban (CASY ton®) szuszpendaltunk, amelybdl a késziilék 3 x 400
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ul mintat vesz és egy 60/150 um poérusatmérdjii mérd kapillaris elektrodjai kozott
allando sebességgel ataramoltat. A sejtek sejtmembranjuknak kdszonhetéen szigeteld
képletek, igy a kapillarisban elhelyezett elektrédok kozott torténd athaladasuk soran
ellenallas novekedés detektalhato, amely aranyos lesz a sejtek méretével. A késziilék
alkalmas az ¢16, halott sejtek ¢és a sejttormelék elkiilonitésére. Az ¢él6 sejtek
plazmamembranja intakt, igy athaladasuk soran kapott ellenallas valtozas a sejt
térfogataval aranyos, mig az elpusztult sejtek plazmamembranja mar nem funkcional
elektromos barrierként, igy a halott sejteket a rendszer az €loknél kisebbeknek latja, az
ellenallas értéke a sejtmag méretét tiikrozi (“Pulse Area Analysis” modszer) (11. dbra).

Az egyes id6pontokban minden vizsgélati csoport esetén 3 mintat vettiink, é&s
meghataroztuk az €16 sejtek mennyiségét, valamint a teljes sejtszamot is. Az adatok
elemzéséhez és feldolgozasahoz CASYexcell 2.3 program volt segitségiinkre. A
kezelések citotoxikus €s sejtosztodasra kifejtett hatdsanak jellemzésére két mérészamot,
az el6 sejtek szamat, valamint a viabilitast (életképességet) vezettiink be. A kezelt
csoportokban az ¢lé sejtek szamat a kontroll szdzalékdban hataroztuk meg, mig a
viabilitas (via) paraméter az €16 sejtek aranyat mutatja a teljes (€16 + halott) sejtszdmhoz
viszonyitva. Az ¢él6 és halott sejtek érzékeny elkiilonitése lehet6séget ad arra, hogy egy
anyag esetén pontosan eldontsiik, hogy citotoxikus, vagy antiproliferativ hatassal
rendelkezik. Toxikus anyagok hatdsara csokken az €16 sejtek szdma, és ezzel
parhuzamosan emelkedik a halott sejtek + sejttormelék aranya (viabilitds csokken), mig
antiproliferativ hatasti anyag esetén az €16 sejtek mennyisége csokken, de ezzel egyiitt a

sejtek viabilitasa (halott sejtek szama) nem valtozik (11. dbra).

> \
\(’“v\ s\f/ =

tormeleék  _ halott = €l

kontroll
proliteracio gatlas
citotoxicitas

Sejtszam

Sejtméret [pum)
Az €16 / halott sejttartomany 6sszehasonlitasa a kontroll
mintaval (Kolimogorov-Smirnov analizis)

Gorbe alatti tertilet (integral) = sejtszam kiszamitasa
Proliferacios index és viabilitas meghatarozasa

11. dabra: CASY TT sejt-méreteloszlas grafikonjainak értelmezése és kiértékelése
[www.roche-applied-science.com]
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3.9. Hormontartalom meghatarozas Tetrahymena sejtekben

A magasabb rendiickre jellemzdé szignalmolekulak a Tetrahymena pyriformis
endogén hormontartalmara kifejtett hatdsat indirekt immuncitokémiai jelolést kdvetden,
aramlasi citometrids mérés soran hataroztuk meg.
A Tetrahymena sejteket a kezeléseket kovetdéen 4%-0s PBS-ben oldott para-
formaldehiddel fixaltuk 5 percig. A hormontartalom meghatarozéashoz a sejteket kétszer
mostuk 0,1% BSA-t (bovine serum albumin; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és
Nonidet NP-40 permeabilizalo reagenst tartalmaz6 PBS alapi pufferben. Az
ellenanyagok aspecifikus kotédésének kikiiszobolésére a sejteket 30 percig,
szobahdmérsékleten blokkold pufferben (1% BSA tartalma PBS) inkubaltuk. A
sejtszuszpenziot szétosztottuk (50 pl/csdé) és az elsddleges ellenanyag (nyul eredeti
anti-szerotonin, anti-hisztamin, anti-T3, anti-endorfin, anti-ACTH — Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA, antiadrenalin — ABCAM, Cambridge UK) 1:200 higitasban (1% BSA
tartalmi PBS-ben) torténd hozzététele utdn a mintakat 45 percig szobahdmérsékleten,
fénytél elzarva inkubaltuk. Az inkubacio elteltével, a feleslegben 1évo elsddleges
ellenanyag eltavolitasa érdekében a mintakat kétszer 1% BSA-t tartalmazo PBS-ben,
centrifugalasi 1épések kozbeiktatasaval mostuk. A kovetkezd 1épésben a sejteket, PBS-
ben 50-szeresére higitott, FITC-jelolt (fluoreszcein-izotiocianat), masodlagos
ellenanyaggal (kecske eredetii anti-nyul ellenanyag, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) inkubéltuk fénytdl védve, 30 percig, szobahOmeérseékleten. A sejtes mintdkat
kétszeri PBS-ben torténd mosast kovetden, 2% paraformaldehid tartalma PBS-ben
reszuszpendaltuk. Az immuncitokémiai reakcio specifitdsanak ellendrzésére, festetlen
¢s csak masodlagos ellenanyagot tartalmazé tesztcsovek szolgaltak. A jeldlt mintik
fluoreszcencia intenzitasat, FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA)
aramlasi citométer segitségével mértiik (10000 sejt/minta). Az eredmények kiértékelését
CellQuest Pro program (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA) segitségével végeztiik.
A relativ fluoreszcencia intenzitas (Geo mean) értékek alapjan az intracellularis

hormonmennyiséget a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg.
3.10.  Hormonalis imprinting vizsgalatok

A szerotoninnal kivaltott imprinting hossza tava hatasat Tetrahymena sejteken az

500. és 1000. utodgeneraciok funkcionalis vizsgalataval elemeztiik.
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Ltd. St. Louis, MO, USA) torténd egy 6ras el8kezelését (imprinting) kovetden, 28°C-on
0.1% élesztdkivonatot €s 1% Bacto tryptone-t (Difco, Michigan, USA) tartalmazo
tapoldatban, hetente kétszeri atoltassal, tenyésztettiik tovabb. Az el6kezelésben nem
részesitett, kontroll sejtek fenntartdsa a fenti koriilmények kozott tortént. Az 500. és
1000. generacidban négy index mérésére keriilt sor: (i) hormon tartalom (3.9. fejezet),
(1) sejtosztodas (3.7. fejezet), (iii) kemotaktikus aktivitas (3.3.1. fejezet) és (iv) uszasi
viselkedés (3.4. fejezet). A kemotaktikus ¢és kemokinetikus valaszkészség
meghatarozasa soran a sejteket ismételt kezelésben (10™° és 10° M szerotonin) is
részesitettiik, vizsgalva a hormonokkal torténd masodik taldlkozas hatasat. A tobbi

folyamat (szaporodds, hormontartalom) vizsgélata soran nem alkalmaztunk ujrakezelést.

Vizsgalati csoportok 500. és 1000. generaciéban végzett kisérletek soran:
Minden folyamat vizsgélata soran
C_C: nem el6kezelt sejtek — nincs ismételt kezelés (kontroll médium)
Szer-6_K: 10° M szerotoninnal el8kezelt sejtek — nincs ismételt kezelés

Szer-15_K: 10™ M szerotoninnal elékezelt sejtek — nincs ismételt kezelés

Kizérdlag a kemotaxis és uszasi viselkedést monitorozo kisérletek soran
K_Szer-6/Szer -15: nem elSkezelt sejtek — ismételt 10° M/10™ M szerotonin kezelés
Szer-6_Ser-6/Szer-15: 10° M szerotoninnal elSkezelt sejtek — ismételt 10° M/10™ M
szerotonin kezelés
Szer-15_Szer-6/Szer-15: 10™° M szerotoninnal el8kezelt sejtek — ismételt 10° M/10%° M

szerotonin kezelés

3.11.  Statisztikai analizis

Az 4. Eredmények fejezetben feltiintetett adatok — a parhuzamos mérések atlaga +
SD - statisztikai kiértékelése Origin Pro 8.0 program (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA) segitségével tortént. A kemotaxis és sejtadhéziorol nyert
adatok szignifikancia analiziséhez az ANOVA modszert hasznaltuk, az aramlasi
citometrias hisztogramok és CASY TT (11. dabra) altal szolgaltatott méreteloszlas
grafikonok szignifikancia vizsgalata az MS Excel XLSTAT moduljaban 1évo
Kolmogorov-Smirnov teszttel tortént. A szignifikancia szintek jeldlése a kovetkezd

modon tortént: x — p<0,05; y — p<0,01; z — p<0,001.
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4. EREDMENYEK

4.1. R-deprenyl és szarmazékai

4.1.1. A szerotonin, mint MAO szubsztrat, hatasai a Tetrahymena pyriformis

modell-sejt élettani folyamataira

Hormeon tartalom Sejtosztodas Kemotaxis Uszasi viselkedés
(autokrin/parakrin hatasok) (kemnkinezis)
# C:'p ‘ (:;3 »*«-mf:’:j":k ' {: '.,;-
— - &{l (o ! &= e
‘-"\.‘jf o «;ﬂ,ﬂn :

A Dbiogén aminok ko6zé tartozd szerotonin jelenlétét elészor Essman igazolta
Tetrahymena pyriformisban, Feltételezései szerint ez a csillos egysejtii is rendelkezik
egy, a magasabb rendlekre jellemz6 szerotonerg rendszerrel [166]. A hormon
termelésén tul a lebontasaért felelés mechanizmusok meglétét, és a sejtélettani funkciok
szabalyzasaban betotoltott szertedgazd szerepét is bizonyitottdk. A szerotonin
sejtosztodast fokozd [167], kemorepellens [168], fagocitézist indukaldo [44] és
hormontermelést befolyasolo [47] hatasa a hormon élettani jelentéségét tamasztja ala.
Azonositottak a hormon szintézisét végzo triptofan dehidrogenaz enzimet [169], és a
monoamin-oxidaz (MAO) aktivitast is kimutattak mar korabban a Tetrahymena sejtek
mitokondriumaban [170]. A szerotonin dezaminalasa soran keletkezé 5-hidroxi-
indolecetsav jelenléte, a MAO enzim szerepére utal a szerotonin metabolizmuséaban ¢és a
hormon altal kivaltott sejtélettani hatdsok befolyasolasaban [166]. A MAO enzim
részvétele a szerotonin héztartds szabalyozasaban, és a MAO-B specifikus gatlo-
szereként ismert R-deprenyl derivatumainak a Tetrahymena sejtfiziologiai paramétereire
(hormontartalom, kemotaktikus aktivitas) kifejtett hatdsai nem értékelhetok megfeleld

modon a szerotonin rovid és hosszua tava hatasanak részletes ismerete nélkil.

4.1.1.1. A szerotonin rovidtava hatasai Tetrahymena modell-sejten

Mint azt a modell-sejt bemutatasarol szolo 1.2.1.1 fejezetben is emlitettiik, a
Tetrahymena pyriformis csillos egysejtiiben a magasabb rendiiekre jellemzé endokrin
rendszer szdmos kulcsfontossagu eleme jelen van, beleértve a gerincesekre jellemzd

hormonokat, a nagyfoki homologidt mutatd receptorokat ¢és jelatviteli
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mechanizmusokat. A hormonok nem kizarélag kozvetleniil, hanem mas hormonok
jelen 1év6 szignalok hatasara megvaltozik a sejtek hormontartalma [47]. A hormonalis
interakciok vizsgalata soran figyelembe kell venni, hogy a Tetrahymena, mint édesvizi
egysejtl, természetes kozegében nagy higitasban jelen 1évé szignalmolekulakra igen
érzékenyen kell, hogy reagaljon. [171, 172]. Arr6l sem szabad megfeledkezni, hogy a
ligandok hatasat egyéb faktorok — az oldott tdpanyag molekuldk és a hormonalis
expozicio ideje — is befolyasolhatjak [173].

Munkém soran vizsgéltam a szerotonin kezelések kovetkeztében kialakulo, akut,
endogén hormonalis valasz koncentracio- és idofliggését, valamint azt, hogy a
tapanyagduis tenyészté médium és a sejtek természetes kdrnyezetét jobban modellezd
inorganikus sokat tartalmaz6 Losina-Losinsky oldat (LL-oldat) alkalmazasa hogyan

befolyasolja a sejtek biologiailag aktiv anyagainak (hisztamin, ACTH) szintjét.

Szerotonin hatasa a Tetrahymena pyriformis hisztamin és ACTH tartalmara
tapanyagdus és szervetlen sokat tartalmazé, LL-médiumban.

(Csaba G, Lajké E, Pallinger E. (2010) Comparison of effect of hormones (histamine,
serotonin, insulin) on the hormone (serotonin, histamine, triiodothyronine, ACTH)
synthesis of Tetrahymeny in medium or salt solution. Cell Biol Int. 34: 1095-1098.)

A kétféle médiumban (tdpanyagdius — Bacto tryptone + élesztd kivonat; és LL-
oldat) tartott sejteket 1 ordn keresztiil kezeltiik a szerotonin 10" M-os oldataval. A
femtomolaris koncentraciot abbol kiindulva valasztottuk, hogy a sejt altal szecernalt

hormonok a kdrnyezetben ezt megkdzelité mennyiségben lehetnek jelen [171, 174].

160 - I Tépanyagdis médium
B LL-médium

S v e
10 . i i B ,

140 -

100%

100

kontroll

Relativ fluoreszcencia intezitas [%)]

Hisztamin ACTH

12. dbra: Szerotonin (10™° M) kezelés (1 6ra) hatdsa a Tetrahymena pyriformis

hisztamin és ACTH tartalmara tapanyagdus és LL-médiumban.
Szignifikancia: y —p < 0,01
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Tapanyagdus médiumban a szerotonin nem volt szignifikdns hatassal a sejtek ACTH,
hisztamin mennyiségére (12. dbra). Ellenben LL-oldatban a szerotonin mindkét vizsgalt
endogén hormon mennyiségét fokozta, legnagyobb mértékii valtozas az ACTH-

tartalomban (142%) volt mérhetd.

Szerotonin Kkiilonb6z6 koncentraciéju oldatainak hatasa a Tetrahymena pyriformis
hisztamin és ACTH tartalmara szervetlen sokat tartalmazo, LL-médiumban.

(Csaba G, Lajké E, Pallinger E. (2010) Serotonin in Tetrahymena. How does it work?
Acta Protozool 49: 133-138.)

Csaba G, Lajké E, Pallinger E. (2011) Effect of different concentrations of hormones on
the hormone production of tetrahymena in nutrient-free physiological milieu. Exp
Parasitol. 129: 179-182.)

EredményeinkbOl az lathatd, hogy a szerotonin hatdsa kifejezettebb volt a
Tetrahymena természetes kozegét jobban megkozelitd, csak inorganikus sokat
tartalmazé LL-médiumban. Tovabba feltételezhetd, hogy a sejt altal szecernalt
szigndlmolekulak a sejt kozvetlen kdrnyezetében nagy koncentraciot is elérhetnek, de
bizonyos esetekben hathatnak a termeld sejttdl tavol is, ahol gyakorlatilag par molekula
jut egy sejtre [171, 174]. Mindezeket figyelembe véve, a sejtek hisztamin és ACTH

s

torténd 1 oras kezelést kovetden LL-médiumban.

A szerotonin 10 M-ban, az el8z8 vizsgalatainkkal 6sszhangban, fokozta a sejtek
hisztamin (111,7%) és ACTH (129,5%) tartalmat. Alacsonyabb koncentraciokban (10

- 10™ M) nem volt befolyassal a sejtek hisztamin koncentracigjara, mig az ACTH

mennyiségére (10'18 M: 119,2%) pozitivan hatott (13. dbra).
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Tetrahymena pyriformis hisztamin és ACTH tartalmara LL-médiumban.
Szignifikancia: x —p < 0,05; y - p < 0,01
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Szamos, a magasabb rendiiekre jellemzd szigndl molekula képes a Tetrahymena
endogén hormon mennyiségét és hormon kotési képességét befolyasolni [175], am a
kialakuld hatasok mértékét és tartdossagat sok tényezd egyiittese hatarozza meg. Amint
az a fenti eredményekbdl mar lathato, a szerotonin koncentracioja €s a sejt kornyezete
hatéssal van a hormonalis valtozas iranyara és mértékére. Korabbi tanulméanyok alapjan
az is feltételezhetd, hogy a kezelés idétartama is hasonléan fontos tényezd a hatés

kialakitasa szempontjabol [173, 176].

Kovetkezo a kisérletiinkben, az el6zéekhez képest révidebb, 30 perces, 102 - 10°®

M-os szerotonin kezelések hatasat vizsgaltuk az LL-médiumban tartott sejtek hisztamin
¢s ACTH tartalmara.
A szerotonin csdkkentette a sejtek hisztamin tartalmat 107 és 102 M koncentracioban
(10" M: 87,9%: 10" M: 91,4%). Ezzel szemben pozitiv hatdssal volt a sejtek ACTH
mennyiségére, mind 10 - 10° M tartomanyban (10° M: 117,3% és 10° M: 125,8%),
mind a vizsgalt legalacsonyabb (102! M: 124,9%) koncentraciéban (14. dbra).
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a Tetrahymena pyriformis hormon tartalmara LL-médiumban.
Szignifikancia: x —p < 0,05; y — p < 0,01; z—p < 0,001

41.1.2. Szerotoninnal Kivaltott imprinting hosszi tavi hatiasa a Tetrahymena

sejtek életfunkciodira

(Kéhidai L, Lajké E, Pallinger E, Csaba G. (2012) Verification of epigenetic
inheritance in a unicellular model system. Multigenerational effects of hormonal
imprinting. Cell Biol Int. 36: 951-959)

A Tetrahymena természetes kozegében egyszerre tobb ezer extracellularis hirvivo
kedvezd vagy gatlo, esetleg semleges hatasanak van kitéve, azonban receptor-készlete

filogenetikai helyzetébdl adodoan igen plasztikus. Az emlds sejtekkel ellentétben nem
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rendelkezik az Osszes kornyezeti molekula észleléséhez sziikséges genetikailag
meghatarozott receptor-készlettel, hanem a ligand jelenléte indukalja a kotéhelyek
megjelenését vagy Osszeszerel6dését és receptorialis funkciok bekovetkeztét [37, 177].
A hormonalis imprinting (bevésddés) egy bioaktiv anyag hatasara a plasztikus
allapotban 1év0 receptor szambeli és funkciondlis megerdsddését jelenti, melynek
kovetkeztében mind membran, mind intracellularis szinten megvaltozik a sejt
valaszkészsége. A sejtek memorizaljak a receptorszinten hatdé anyagokkal torténd elso
talalkozast, amelynek értelmében reakcidjuk és az utddsejtjeik alapvetd funkcidi
(kemotaxis [168], proliferaci6 [178], hormonszintézis [179]) ¢életre szdldan
megvaltoznak. A magasabb rendlieck hormonjaival val6 tobbszori talalkozas alkalméval
a Tetrahymena valasza eltér az elsd stimulus hatdsatol, altaldban sokkal intenzivebbé
valik. Tehat az elsd talalkozas informacidja valamilyen mddon atadodik, és ez akér tobb

szaz generacio utan is megfigyelhet6 [177, 178, 180].

Munkank soran, a szerotonin a sejtek hormon tartalmara kifejtett rovidtavi hatasan tal,
tanulmanyoztuk a hosszu tava hatasat négy sejtélettani index (15. dbra): (1) szerotonin
tartalom, (2) osztodasi képesség, (3) kemotaktikus valaszkészség és (4) az tUszasi

viselkedés vizsgalataval, az imprintinget kdvetd 500. és 1000. utédgeneracidban.
r
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i Els6 talalkozas
Imprmtaloda2
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tunkcionalis <
vizsgalatok
L. L Hormon Kemotaxis,
Sejtosztodas o
\_ - tartalom kemokinezis

15. @abra: Hosszu tavu funkcionalis vizsgadlatok a szerotoninnal imprintalt

crer

N
7

Masodik | Imprintalo
talalkozas| molekula

Korabbi kisérletek eredményei azt igazoltdk, hogy hormonalis imprinting kivaltasara
magas (mikromolaris) ¢és alacsony (femtomoldris) koncentraciokban jelenlévo
hormonok (pl. inzulin, dijodtirozin) egyarant képesek voltak [178, 181]. A 105 ™M

inzulin eldkezelés hatasara a sejtek emelkedett inzulin kot képessége 70 generdcio
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elteltével is kimutathatdo volt és az eldkezeld koncentracidé ndvelése nem erdsitette
tovabb ezt a hatast [181]. A sejtek osztodasi képességében is megfigyelheté volt az
alacsony ¢és magas koncentraciok hatékonysdga. A 10 - 10° M koncentracio
tartomanyban alkalmazott szerotonin el6kezelés hatasa kozvetlentil és 1-14 nappal az
elokezelést kdvetden a sejtek fokozott osztodasi ratajaban nyilvanult meg [167]. Ezek
alapjan fontosnak tartottuk a szerotonin indukélta imprinting megtartottsagat két

reprezentativ, magas (10'6 M) és alacsony (10'15 M) koncentracidban is megvizsgalni.

(1) Szerotonin tartalom
Szerotoninnal torténd imprinting hatdsara a Tetrahymena sejtek endogén szerotonin
tartalma az 500. utdodgeneracioban, mindkét alkalmazott elékezelé koncentracio
esetén, csokkent (107 M: 61,0%; 10° M: 70,7%). Ezzel szemben az imprintinget
kovetd 1000. generacidban az alacsony imprintald koncentracio esetén emelkedett
az endogén szerotonin mennyisége (10™° M: 119,0%), mig a 10° M-os szerotonin

elokezelés hosszutavon hatastalannak (103,2%) bizonyult (1. tablazat).

1. tablazat: Szerotonin imprinting hatasa a Tetrahymena sejtek szerotonin
tartalmara az 500. és az 1000. generdcioban

Imprinting Gf(? &e%ﬁ?g]éiign Prontrol Gle?)org;agne:}’?].éf isén Prontrol
Nem imprintalt / kontroll 100 + 5,32 100 + 2,86

10° M szerotonin 61,0 +2,05 <0,01 119,0 £ 1,61 <0,01
10™° M szerotonin 70,7 £ 1,6 <0,01 103,2 2,59 n.s.

Prontron: szignifikancia a kontrollhoz viszonyitva
n.s.: nem szignifikans

(2) Osztodasi képesség

e

kertilt utodsejtek osztodasi rataja, fliggetleniil a kezelés koncentracigjatol, csokkent
(10> M: 92,4%; 10° M: 80,1%) a vizsgalat korai szakaszaban (6 6ra), azonban 24-
48 ora tavlatban vizsgalva a proliferaciot neutralis (10° M) ill. sejtszam fokozod
(10™° M: 125,3%) hatas volt megfigyelhetd (16. dbra).

Az 1000. generacidban egyediil a 10° M-os el8kezelés hatasara emelkedett a
sejtszam (142,9 %) a vizsgalat 6. érajaban, mig a 10™ M alkalmazasa nem

befolyasolta a sejtek osztodasi képességét (16. dbra).
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16. d@bra: Szerotonin (10™*°, 10° M) imprinting hatdsa a sejtek osztéddsi
képességere az 500. és 1000. utodgeneracioban
Szignifikancia: x — p < 0,05

(3) Kemotaktikus valaszkészség
A szerotoninnal kivéltott imprinting dnmagéban az 500. utédgeneracid sejtjeinek
kemotaktikus valaszkészségét mindkét koncentracidban egyforma mértékben
csokkentette (Szer-15_K: 87,4%; Szer-6_K: 87,1%) (17. dbra). Az tjrakezelés
mind a kontroll, mind a 10 M-os szerotoninnal el8kezelt sejtek  500.
generacidjdban neutralis hatast mutatott. A 10° M-os imprintinget kdvetden a

szerotonin mindkét koncentracidja a masodik taldlkozas alkalmaval gyenge

repellens hatassal rendelkezett (Szer-6_Szer-15: 78,9%; Szer-6_Szer-6: 78,7%).

A 160+ 500. generacio B 160- 1000. generacio

140 1404 -
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17. dbra: Szerotonin (10™°, 10° M) imprinting hatdsa a sejtek kemotaktikus
aktivitasara az 500. és 1000. utodgeneracioban

Ktx. ind.: kemotaxis index, kontrollra (K_K) normalizalt érték
Szignifikancia: x — p < 0,05
Az 1000. generacioban csak a 10 M szerotoninnal kivaltott imprinting migraciot
csokkent6 hatasa maradt meg és valt szignifikansabba (Szer-15_K: 78,4%). A 10°®
M-os eldkezelés hatdsa hosszutdvon (1000 generacid6 multan) mar neutralis volt

(17. dbra). Az ismételt kezelés soran a 10™ M szerotonin gyenge repellens hatast

fejtett ki a kontroll (nem imprintalt) sejtekre (K Szer-15: 84,1%). Az eldkezelt
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sejtek esetén, fiiggetleniil az imprintald koncentraciotol, csak a 10° M szerotonin
bizonyult kemorepellens hatastinak (Szer-6_Szer-6: 81,2%; Szer-15_Szer-6:
67,5%). A szerotonin kemotaktikus hatdsprofilja hasonld volt a két imprintalt
csoportban, bar 10 M szerotoninnal elSkezelt sejtek kemotaktikus index értékei

rendre alacsonyabbak voltak a 10® M szerotoninnal imprintalt csoporthoz képest.

Uszasi viselkedés

A szerotonin imprinting uszasi viselkedésre kifejtett hatdsdban nem taldltunk
jelent6s kiilonbséget az 500. és 1000. generacid kozott, ezért itt csak a biologiai
értelemben is érdekesebb, hosszabb tava hatasokat mutatom be.

160+
140
120
100

804
604
404

204

Normalizalt atlag sebesség [%] >
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18. dbra: Szerotonin (10™*°, 10° M) imprinting hatdsa a sejtek iiszdsi viselkedésére
az 500. és 1000. utédgenerdcioban
Szignifikancia: x —p < 0,05,y - p<0,01; z—-p < 0,001
Onmagéban a szerotonin imprinting koncentraciofiiggd modon fokozta a sejtek
uszasi sebességét (Szer-15_K: 135,2%; Szer-6_K: 126,8%) az 1000. generacidéban
(18. dbra). Az ujboli szerotonin behatasok (10 M) minden csoportban
gatoltak/csokkentették a sejtek mozgasi sebességét (K-Szer-15: 85,7%;
Szer-15_Szer-15: 84,9%, Szer-6_Szer-15: 55,5%). Ez a hatass a 10° M

szerotoninnal imprintalt csoportban volt a legkifejezettebb.
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Az imprintinget kovetden az 1000. generacio sejtjeinek mozgasat, az egyenes vonall
haladas jellemezte (K K: 1,53; Szer-6_K: 1,34; Szer-15 K: 1,15) (18. dbra). Az
ismételt kezelésre a szerotoninnal imprintalt csoportok eltérd érzékenységgel
reagaltak: a 10™ M el8kezelések esetében a 10° M (Szer-15_Szer-6: 1,47), mig a
10° M elbkezelés esetében a 10™ M szerotonin (Szer-6_Szer-15: 1,76) adasakor
mértiink kanyargosabb mozgasi palyakat (18. dbra). A 10™° M-os kezelés hatésara a
kontroll sejtek uszasi mintazata valt, a lassi mozgaselemek dominanciaja miatt, a

legnagyobb mértékben kanyargdssa (K Szer-15: 2,18).

4.1.2. R-deprenyl és szarmazékainak alapveto sejtélettani hatasai Tetrahymena

pyriformis modell-sejten

Hormon tartalom Kemotaxis
(autokrin/parakrin hatasok)

A MAO enzim jelenlétét Tetrahymena pyriformis sejtekben kiilonboz6 funkcionalis
tesztekben — szerotonin és egyéb biogén aminok (pl. noradrenalin) metabolizmusaban —
kimutattak [170]. Az emldés sejtekhez hasonléan a MAO aktivitds mitokondrialis
lokalizaciot mutatott, és az enzimatikus reakcid érzékenysége egy nagysagrenddel
meghaladta az egér majsejtre jellemzd értéket. Hianyos adatok allnak azonban
rendelkezésre arrol, hogy melyik izotipus van jelen a sejtben, az enzim szubsztrat iranti
érzékenysége a kovetkezd sorrendet eredményezte: triptamin > szerotonin > dopamin,
ami a MAO-A és -B egyiittes jelenlétére utalhat [182].

A fenti adatok birtokdban a MAO-B specifikus gatloszereként ismert R-deprenyl és
9 derivatuma Tetrahymena sejtfizioldgiai  paramétereire  (szerotonintartalom,

kemotaktikus aktivitas) kifejtett hatasanak felmérését tiiztiik ki célul.

41.2.1. R-deprenyl hatiasa a Tetrahymena sejtek szerotonin tartalmara

(Csaba G, Lajké E, Pdllinger E. (2011) Serotonin in Tetrahymena. How does it work?
Acta Protozool 49: 133-138.)

A szerotonin szintézisét végzo triptofan dehidrogenaz [169] és a lebontasaért

feleloés MAO enzim jelenléte is egy szerotoninerg rendszer meglétét latszik igazolni mar
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az egysejtiek szintjén is [166]. Annak tisztdzasara, hogy a szerotonin haztartas
szabalyozasaban melyik MAO enzim jatszik ténylegesen szerepet, kiilonbozd A és B
izotipus inhibitorok — R-deprenyl (MAO-B), chlorgyline (MAO-A) — hatasat vizsgaltuk
a Tetrahymena szerotonin mennyiségére.

Az R-deprenyl a MAO-B gatlashoz sziikséges mikromolaris koncentracidban
kismértékben, de szignifikansan fokozta a Tetrahymena szerotonin tartalmat (112,4%). Ha a
sejteket szerotoninnal (1072 M) kezeltik az énmagaban is képes volt fokozni a sejtek
hormon tartalmat (117,0%), azonban az R-deprenyl, a szerotonin kezelés mellett is tovabbi
szerotoninszint emelkedést valtott ki (125,1%) (2. tablazat). A MAO-A gatlé chlorgyline

egyik kisérletben sem mutatott hormonszint néveld hatast.

2. tablazat: R-deprenyl hatasa a Tetrahymena pyriformis szerotonin tartalmara

Geo mean [%]

Kezelés + SD Pkontroll PSzer

kontroll 100 + 5,54

R-deprenyl (5 x 10°M) [103] | 112,4 +2,23 <0,01

Chlorgyline (10M) [183] 97,7+ 3,31 n.s.

Szerotonin (10" M) 117,0 + 2,87 <0,01

Szerotonin (10 M) +

R-deprenyl (5 x 10°M) 1251+0,57 | <0,01 <0,01
- -12

Szerotonin (107 M) + 121,2+100 | <0,01 ns.

chlorgyline (10*M)

Prontron: Szignifikancia a kontrollhoz viszonyitva; Ps,..: szignifikancia az szerotoninnal
kezelt sejtekhez viszonyitva; n.s.: nem szignifikans

4.1.2.2. R-deprenyl és szarmazékainak kemotaktikus hatasa

Az R-deprenyl farmakologiai hatésait tobb kiilonb6z6 in vitro és in vivo rendszerben
vizsgaltak, ¢és jelentds kiillonbségeket talaltak az egyes hatasokra jellemzd effektiv
koncentraciotartomanyok kozott. A MAO-B gatlas szempontjabol a 108 - 10° M
koncentraci6 tartomany bizonyult hatasosnak [103], mig a vegyiiletre jellemz6
antiapoptotikus, antioxidans karakter csak 10° M, illetve az alatti koncentraciokban volt
regisztralhatd [73, 82]. Ezek alapjan a kemotaxis méréseinkben széles koncentracio
tartomanyban, 10" - 10° M vizsgaltuk az R-deprenylt és szarmazékait Tetrahymena
pyriformis modell-sejten. A vizsgalatok célja annak elemzése volt, hogy a vegyiiletek

lehetséges kemotaktikus aktivitdsa mennyiben magyarazhato a MAO-B gatlassal, vagy
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hasonloan az R-deprenyl szamos egyéb hatasahoz [23, 73, 82], attol fiiggetlen jelenség. A
vegyiiletek csoportositasanal az R-deprenylt vettiik alapul, és az eredményeket a
kovetkez6 kategoriak (3. tdbldzat) szerint targyaljuk az alabbiakban: (1) deprenyl
sztereoizomerek (R-deprenyl, S-deprenyl), (2) metabolitok (R-dezmetildeprenyl,
R-metamfetamin, R-amfetamin, R-deprenyl-N-oxid), (3) szintetikus szarmazékok
(p-fluoro-R-deprenyl, p-fluoro-S-deprenyl, R-metildeprenyl, R-dimetildeprenyl).

3. tablazat: Vizsgalatainkban felhasznalt deprenyl szarmazékok és szerkezeti képleteik

Alap molekulak Metabolitok Szintetikus szarmazékok

R-dezmetil- R-p-fluoro-
R-deprenyl q I d |
/\// epreny N |depreny

;

N

S-p-fluoro-
deprenyl

N
S-deprenyl ©/\1/ R-metamfetamin @AI/
A e

:

A

L~
R-metil-

R-amfetamin m
NH deprenyl

==
R-deprenyl-N- Q/\l/ R-dimetil-
oxid /"[/
H

deprenyl

RS

o]

(1) Az R-deprenyl 10" M koncentracioban bizonyult szignifikinsan attraktans (172,3
%) hatastnak, ezzel szemben a MAO-B inaktiv enantiomer parja 10 - 10 m
tartomanyban gyenge repellens jelleget (78,3 - 72,5%) mutatott (4. tabldzat).

(2) Mindegyik vizsgalt metabolit az R-dezmetildeprenyl kivételével, 10® - 10° M
tartomanyban szignifikans kemorepellens hatassal rendelkezett (R-amfetamin —
70,5%; R-metamfetamin — 55,3%; R-deprenyl-N-oxid — 62,4%) (4. tabldzat). Az R-
dezmetildeprenyl esetén gyenge kemoattraktans trend (10 - 107 M: 129,9 -
141,1%) volt tapasztalhato.

(3) Az aromas gyiiri fluorozasa a kemorepellens jelleg erésodésével jart. A p-fluoro-R-
deprenyl gyenge repellens hatasa (73,2%) 10" M koncentracioban mutatkozott, mig
a p-fluoro-S-deprenyl esetén joval szélesebb tartomanyban (10 - 10° M), és
nagyobb amplitidoval (57,6 - 73,1%) jelentkezett ez a hatés (4. tabldzat).

Az R-deprenyl oldallancanak hosszabbitdsaval (metilalasaval) eldallitott R-
metildeprenyl kemorepellens hatast volt (10° M: 69.6%), és egy kovetkezd
metilcsoport kapcsoldsa (R-dimetildeprenyl) tovabb erdsitette ezt az aktivitast

(10®-10° M: 58,7 - 76,2%).
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4. tablazat: Deprenyl szarmazékok kemotaktikus hatdsa Tetrahymena modell-sejten

Kemotaxis index [%0] (kontroll = 100%)

10?2 M|10"t M |10 M| 10° M| 108 M| 10" M| 10° M
110,9172,3%| 104,0| 114,9| 117,8| 106,9| 103,0
+2473| +£2934| +16,71| +£20,83| +18,34| +237| +24,53
111,6| 783 725 94,2 1029| 1058| 754
+10,14| +£12,82| +£11,43| =+£8,44( +13,91| +22,25| £17,39

86,0| 119,6| 129,9| 118,7| 134,6| 141,1| 88,8
+14,13| £29,87| +23,83 +157| £17,96| £22,48| +11,59
93,6/ 104,3| 1255| 112.8| 553%| 76,6 85,1
+19,08( +24,04( +20,17( +14,55( +£10,61| +20,85| £15,54
92,1| 97,1 87,9| 99,3| 101,4| 784| 705"
+11,29| +£1533| +£12,04| + 14,14 +20,3| £12,11 + 6,05
109,2| 124,5| 122,4| 89,8| 112,2| 624%| 98,0
+£2897| +14,44| £13,14| +£7,28| +£951| +12,71| =+143
88,6/ 90,2| 829| 104,9| 902| 732 87,0
+114 +7,71 + 7,45 +5,48 +9,88 +8,22| +£11,94
66,4°| 664%| 576" 632%| 728 731| 874
+10,76| +£9,73| £9,29| +£9,15| +12,02| +12,1| £13,14
112,8| 99,3| 98,0 858| 770/ 858| 696"
+10,66| +11,17| +10,62| +10,66| +16,37| =*£7,93| +5,33
79.4| 66,7| 825 794| 587% 698 762
+10,31 +8,13| +£12,02 +10,31 +9,48| + 14,04 +9,1

Kemotaxis index a kontrollra vonatkoztatott szazalékos érték (n=10)
Sziirke kiemeléssel a szignifikans hatasokat jeloljiik. Szignifikancia: x — p < 0,05
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4.1.3. R-deprenyl és derivatumainak sejtbiologiai hatasa magasabb rendi modell-
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Az R-deprenyl hatdsai nem lokalizalédnak kizarolag a kdzponti idegrendszerre, a
periférias szovetek sejtjein is igazoltak az R-deprenyl antiapoptotikus, antioxidans és
sejt-sejt adhéziora kifejtett hatasat, ami egyes esetekben meg is haladta a neuronalis
modell-sejteken tapasztalt aktvitasat [85]. ThyagaRajan és munkatarsai az R-deprenyl in
vivo tumor ellenes hatdsardl szamoltak be, amely magyardzatira egy indirekt
szabalyozasi mechanizmust feltételeznek a katekolaminerg rendszeren keresztiil [90]. A
sejt-ECM adhézié és migracio koros megvaltozasa a neurodegenerativ betegségek

kialakuldsdban  ugyanugy  szamottevé, mint a  tumorprogresszidban  és
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metasztazisképzésben [23, 27]. Mindezek alapjan felmertil a kérdés, hogy az R-deprenyl
a sejtek kitapadasanak és kemotaxisanak esetleges befolydsolasa révén hozzajarulhat-e
az emlitett korképek megeldzéséhez, kezeléséhez. Céljaim kozott szerepelt az
alapmolekula komplex sejtbiologiai (sejtadhézid, kemotaxis, proliferacid) vizsgalatan
tul sztereoizomerjének, metabolitjainak és tovabbi 6 szintetikus szarmazéknak a
tanulmanyozasa két, eltér6 malignitdsu sejtvonalon: a MM6 akut mieloid leukémia
eredetli és az LM2 eml6 adenokarcindma sejteken. A deprenyl szarmazékokat, az R-
deprenyl, a szakirodalombdl ismert, hatasainak dézisfiiggése alapjan, 102,107, 10° M

reprezentativ koncentracidkban vizsgaltuk.

4.1.3.1. Deprenyl szarmazékok MM6 monocita sejteken mutatott hatasai

(Lajké E, Polgar L, Lengyel J, Lang O, Kéhidai L, Magyar K. (2012) Basic cell
physiological activities (cell adhesion, chemotaxis, proliferation) induced by deprenyl
and its derivatives in Mono Mac 6 human monocytes. J Neural Transm. 119: 545-556)

Az R-deprenyl a monocita/makrofag sejtek citokin termelésére [184], reaktiv oxigén
gyokok felszabadulasara [185], és kemotaxis célreakcidjanak szamito fagocitozisra [186]
kifejtett hatasarol rendelkezésre 4ll6 adatok azt valdszinisitik, hogy a vegyiilet
hatdsmechanizmusa szempontjabdl fontos célsejtek a mononuklearis fagocita rendszer
tagjai. A monocitas leukémia modell alkalmazasa az R-deprenyl és szarmazékainak sejt-
ECM adhéziot befolyasold, kemotaktikus, antiproliferativ hatasanak vizsgalatdra mind a

tumorprogresszid, mind a neurodegenerativ folyamatok szempontjabdl relevans lehet.

41.3.1.1. Sejtadhézio befolyasolasa

A human MM6 monocita sejtek adhézios viselkedésének és a deprenyl
szarmazékok hatasanak vizsgalatara a viszonylag nagy atereszt6 képességi
xCELLigence rendszert valasztottuk. A monocitdk amdboid mozgéassal migrald
sejtcsoportjai a szervezetnek. A mozgasformabol addddan atmeneti sejt-ECM
kapcsolatok jellemzik ezeket a sejteket [4], azonban a valasztott moddszer

érzékenységének kdszonhetden adhézios viselkedésiik is jol tanulméanyozhato.

(1) Az R-deprenyl mar 10 M koncentracioban is képes volt fokozni a sejtek
adhéziojat (119,7%), mig a MAO-B gatlas tekintetében relevans koncentracion
(10'6 M) adhéziot noveld hatasa (130,5%) csak hosszu tavon mutatkozott; a 10° M
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R-deprenyl neutralis hatasu (93,9%) volt (19. dbra). Az S-deprenyl adhéziora
kifejtett hatasa ellentétes koncentracidfiiggést mutatott, 10° M S-deprenyl valtott ki
maximalis adhézié novekedést (140,1%), és az R-deprenyl esetén leghatékonyabb

koncentracion (10'12 M) nem volt hatassal a sejtek kitapadéasara (103,9%).

200+ R-deprenyl 200- S-deprenyl
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19. dbra: Deprenyl sztereoi'(;c;;n;(zgfek sejtadhéziot befol)liocg;gn;g]hatdsa MMG6 sejteken
Szignifikancia: x — p <0,05

(2) A metabolitok adhéziot befolyasold viselkedése lényegesen eltért az R-deprenyl
hatasatol. Az N-metilcsoport hianya (R-dezmetildeprenyl) neutralis hatassal (10‘12
M: 96,9%), valamint a nagyobb koncentraciok fel¢ haladva erds6do adhézid
csokkenéssel (10° M: 70,2%; 10° M: 39,7%) parosult (20. dbra). Az R-
metamfetamin (propargilcsoport hidnya) esetén ellentétes koncentraciofiiggést
kaptunk (102 > 10° > 10 M) és az adhéziét gatlé hatds er8sddését tapasztaltuk
(95,6%, 51,3%, 36,4%). Egy metilcsoportban kiilonb6zé R-amfetamin (primer
aminocsoport) ¢éppen ellenkezdleg, az egyik leghatdsosabb adhéziot fokozo
ligandnak bizonyult (10 M: 130,8%; 10° M: 154,0%). Az aminocsoport
oxidacidja és a kialakuld pozitiv toltési kvaterner aminocsoport adhéziot gatld
hatast tulajdonitott az R-deprenyl-N-oxidnak (10™2 M: 60,1%; 10”° M: 38,6%).

200, R-dezmetil-deprenyl 200- R-metamfetamin 200- R-amfetamin 200, R-deprenyl-N-oxid
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20. dbra: R-deprenyl metabolitjainak sejtadhéziot befolyasolo hatasa MMG6 sejteken
Szignifikancia: x — p <0,05; y — <0,01
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(3) Az aromas gyuriit és az oldallancot érint6 szerkezeti modositasok egy kivételtdl
eltekintve dontden lerontottak a referencia molekula (R-deprenyl) adhéziot fokozd
hatasat. A para helyzetii fluoro csoport jelenléte a p-fluoro-R-deprenyl esetén
gyenge adhéziot csokkentd hatast eredményezett 10° M és 10° M
koncentraciokban (70,8%, 71,9%), mig 10> M-ban megmaradt az R-deprenylre
jellemz6 adhéziot fokozo hatas (140,1%). A p-fluoro-S-deprenyl, mint az egyetlen
kivétel a csoportban, az S-deprenyl pozitiv adhézios aktivitasat tovabb erdsitette

(10° M: 167,0%; 10°® M: 160,5%) (21. dbra).
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21. abra: Para-fluoro-deprenyl sztereoizomerek és oldallancban médositott

deprenyl szarmazékok sejtadhéziot befolydsolo hatiasa MM6 sejteken
Szignifikancia: x — p <0,05
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Az oldallancban médositott szdrmazékok koziil a R-metildeprenyl 107 és 10° M
koncentraciokban kismértékben csokkentette a sejtek kitapadasat (78,8%, 73,1%).
A nagyobb térkitoltésii oldallanc megléte (R-dimetildeprenyl) neutralis (10° M),
vagy negativ (10™ M: 65,1%; 10° M: 73,5%) adhézios karaktert kolcsonzott a
molekulanak (21. dbra).

41.3.1.2. Kemotaxis vizsgalatok
Az R-deprenyl és szarmazékainak kemotaktikus hatasat a kemotaxis szempontjabol

professzionalis modell-sejtnek tekinthet6 human MM6 monocita sejteken vizsgaltuk.

(1) Az R-deprenyl esetén 1072 10° M koncentricioban szignifikans, a kontrollhoz
képest 280,5; 406,2%-o0s aktivitdsfokozddast mértiink, mig a MAO-B gatlashoz
sziikséges tartomanyban (10° M) gyengén repellens (76,0%) volt (5. tdbldzat).
Ezzel szemben az enantiomer parja (S-deprenyl) repellens hatidstnak bizonyult

mindegyik vizsgalt koncentracion (57,4 - 73,2%).
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5. tablazat: R-deprenyl szarmazékok kemotaktikus hatasa MM6 modell-sejten

Kemotaxis index}%]

Deprenyl szarmazékok (kontroll = 100%)
10%”M| 10°M| 10°M
] 2805 | 406,27 76,0
R-deprenyl +£6546 | +66,18 +9,93
. 574 | 486° 73,2
S-deprenyl +7,27 +11,62 +12,74
R-dezmetildeprenyl 372°| 459°| 675’7
+ 8,61 + 9,67 +6,75
; 76,1 87,7 100,5
R-metamfetamin +1163| +1156| +10,80
R-amfetamin 60,1 | 6267 | 1740°
+ 10,74 + 11,20 + 15,51
; 89,0 83,0 z
R-deprenyl-N-oxid g L850 i86,177
p-fluoro-R-deprenyl 208 5407 | 67,7°
+932 | +1684 + 4,66
80,2 97,4 z
p-fluoro-S-deprenyl sndr | s1sds 1055,61 o
_meti 82,4 110,6 322°
R-metildeprenyl 12,04 L1797 —
R-dimetildeprenyl 1390%| 159,7| 63,3’
+1324 |  +23,93 +9,57

Kemotaxis index a kontrollra vonatkoztatott szazalékos érték (n=10)
Szignifikancia: x — p < 0,05; y — p <0,01; z—-p < 0,001
Sziirke kiemeléssel a szignifikans hatasokat jeloltiik.

Az R-deprenyl metabolizmusa soran keletkezd termékek dontden neutrdlis, vagy
repellens hatassal rendelkeztek. Egyediil az R-amfetamin esetén tudtunk kimutatni
attraktdns hatast, bar mind erdsségében (174,0%), mind koncentraciofiiggésében
(10° M) eltért az anyavegyiilet hatasatol (5. tabldzar). Az R-dezmetildeprenyl
repellens jellege a koncentracid csokkenésével parhuzamosan erdsodott (10'12 M:
37,2%, 10°: 45,9%; 10° M: 67,5%), mig az R-metamfetamin repellens hatasa csak
10™2 M koncentracién volt detektalhatd. Az R-deprenyl-N-oxid mérésekor, 10° M
esetén jelentkezett ez a negativ hatas (58,1%).

A fluoro-csoport szubsztiticidja ellentétére forditotta a referencia molekuldkra
jellemz6 kemotaktikus hatast. Az p-fluoro-R-deprenyl esetén az R-deprenyl
markans attraktans jellege repellenssé (10'12 M: 20,8%, 10° M: 54,0%, 10 M:
67,7%) mig az S-deprenyl széles tartomanyban jellemzO repellens aktivitasa
neutralissa (10™% M: 80,2%, 10° M: 97,4%), illetve attraktanssa (10° M: 205,6%)

valtozott (5. tablazat).
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Az oldallancban modositott szdrmazékok esetén hasonld koncentraciofiiggést
tapasztaltunk, mint az alap vegyiiletek esetében, bar az attraktans valaszreakcid
mértéke kisebb lett, mig a repellens jelleg er6sodott. R-metildeprenyl esetén
szignifikans repellens hatas (32,2%) volt csak kimutathato 10° M koncentracioban
(5. tablazat). Az R-dimetildeprenyl kemotaktikus aktivitasa szélesebb skalan
mozgott, alacsony koncentraciokban szignifikansan attraktans (102 M — 139,0%);

10° M — 159,7%), mig 10° M-ban repellens (63,3%) hatast mutatott.

4.1.3.1.3.  Sejtosztodasra kifejtett hatas

A sejtélettani folyamatok koziil, a sejtek megvaltozott osztodasi készségének
klinikai jelentdsége, a sejtadhézido és kemotaxis karosodasa mellett, a tumorok
kialakulasaban és progresszidjaban vitathatatlan. Melandma modell-sejten végzett
vizsgalatok tantisaga szerint az R-deprenyl és az R-dezmetildeprenyl antiapoptotikus
deprenyl-N-oxid antiapoptotikus tulajdonsaga sejtosztodast elésegité hatassal parosult
[99]. A deprenyl szarmazékok tumorellenes hatasanak, illetve a tumor progresszidban
betoltott szerepének tisztdzdsdhoz elengedhetetlen az adhéziot befolyasold és
kemotaktikus aktivitasuk mellett a sejtosztodasra gyakorolt hatasuk vizsgalata is. Annak
eldontésére, hogy a deprenyl szarmazékok sejtosztodasra kifejtett hatdsa altalanos, vagy
sejttipustol fliggd jelleg, illetve, hogy az R-deprenyl onmaga, vagy metabolitjain
keresztiil felelds e hatas kialakulasaért, a vegyiiletek monocita sejtek osztodasara
gyakorolt hatdsat is elemeztiik 48 és 72 6ras kezeléseket kovetden, a sejtadhézio €s

kemotaxis mérések soran alkalmazott referencia koncentraciokon (102, 10°, 10°° M).

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy egyik vizsgalt szadrmazék sem
rendelkezett szignifikans proliferacio serkentd hatassal 48 és 72 6ras iddintervallumban,
azonban 5 vegyiilet esetén (a sziirke hatérrel kiemelt koncentraciokon) szignifikdns
sejtszamcsokkenést tudtunk regisztralni (6. tablazat).

(1) A 10° M R-deprenyl enyhe, de szignifikansan citotoxikus (88%), mig 10 M oldata
antiproliferativ hatéast (63,4%) mutatott 48 ora elteltével. Enantiomerjének (S-
deprenyl) vizsgalata soran hasonlo aktivitas nem volt detektalhato.

(2) A metabolitok koziil egyediil, az R-metamfetamin fejtett ki kismértékii citotoxikus

hatast (10 M: 89,6 %; 10”° M: 84,3%) 48 orés inkubéciot kdvetden.
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crer

El6 sejtek szama [%)] kontroll = 100%
Deprenyl szarmazék 48 h 72 h

10*M [10°M [10°M [[10%M |10°M [10°M
63,4° | 880" 87,5 89,5
R-deprenyl 102,0 Vig: 101 | Via: 0.7 101,9 Via: 1,09 | Via: 1,06
S-deprenyl 97,3 113,7 113,3 91,0 97,0 100,0
R-dezmetildeprenyl 120,8 115,1 104,0 102,3 | 100,6 95,4

: 895 | 8437 993 | 943
R-metamfetamin S 93,8 Via: 113 | Via: 1.06 100,4
R-amfetamin 99,5 92,4 96,0 104,0 97,5 98,3
R-deprenyl-N-oxid 100,3 115,5 102,8 116,8 111,9 115,3
779" 95,8
p-fluoro-R-deprenyl 95,2 100,1 Via: 106 93,7 | 1043 Via: 088
_fluoro-S- 85,9 82,6 | 964
p-fluoro-S-deprenyl 99,4 91,0 Via: 101 87,3 Via: 090 | Via: 0,88
R-metildeprenyl 95,7 99,0 104,1 86,2 88,5 97,8
R-dimetildeprenyl 93,0 86,4 | 102,7 98,0 95,9 94,9

Az ¢l6 sejtek szdma a kontrollra normalizalt szdzalékos érték. Via (viabilitas): életképesség a
kontrollra vonatkoztatott aranyszam. Sziirke kiemeléssel a szignifikans hatasokat jelsltiik.
Szignifikancia: x —p < 0,05; z— p < 0,001.

(3) Az R-deprenyl fluorozasa az antiproliferativ hatas szempontjabol jelentés szerkezeti
modositasnak bizonyult. Mindkét izomer kozel egyforma mértékben csokkentette
az ¢l sejtek szamat (p-fluoro-R-deprenyl: 77,9%, p-fluoro-S-deprenyl: 85,9%) a 48
oras, 10° M koncentracidval torténd kezelés alatt. A 72 Oras kezelést kovetben
egyedill a p-fluoro-S-deprenyl rendelkezett szignifikans antiproliferativ (82,6%)

hatéssal, a tobbi szarmazék hosszitadvon nem befolyésolta a sejtek osztodasat.

4.1.3.2.  Deprenyl szarmazékok hatiasa LM2 adenokarcinoma sejten

(Kéhidai L, Lajko E, Lang O, Igaz A, Lengyel J, Magyar K. (2010) Cell adhesion
induced by Deprenyl and its derivatives - Investigations of adenocarcinoma cell lines
(LM2, LM3) by ECIS technique and introduction Cell-LED® a new lighting equipment
dedicated to ECIS. 2010 ECIS Users Meeting, Rensselaervill, USA)

Az R-deprenyl tumorellenes hatisat spontdn indukalédd és karcinogén-kezelés
hatasara kialakulé egér emlddaganatok esetén mutattdk ki eldszor. Az R-deprenyl gétld
hatdsa alacsony dozisban is megfigyelhet6 volt, azonban a tumorok incidencidjat csak a
nagyobb dozis alkalmazasakor volt képes csokkenteni. Az in vivo daganatellenes hatas

hatterében a vegyiilet a prolaktin-katekolaminerg rendszeren keresztiil megnyilvanul6
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immunstimuldns hatasat feltételezik, azonban direkt sejtosztédas gatlé hatdsat in vitro
rendszerben, Osztrogénreceptor pozitiv emld tumor eredetli sejtvonalakon s
megerdsitették [89, 90].

Munkank soran a deprenyl szdrmazékok LM2 emlé adenokarcindma sejtvonal
adhézioés és migracios viselkedésére kifejtett hatasanak vizsgalata ECIS technika

felhasznalasaval tortént.

4,1.3.2.1. Sejtadhézié befolyasolasa

A deprenyl szdrmazékok LM?2 sejtek kitapadéasara kifejtett hatdsanak kiértékeléshez
két paraméter valtozasat vizsgaltuk a kontroll (nem kezelt) sejtekhez viszonyitva (22.
abra). A kitapadas mértékének jellemzésére szolgal a maximalis impedancia emelkedés
értéke (AZ: impedanciama), mig az adhézido idébeli lefutasat leird gorbe
karakterisztikajat a maximalis impedancia 50 %-anak eléréséhez sziikséges id6vel (t1)
jellemeztiik [164]. Az LM2 sejtek gyors kitapadasat kovetéen (ty, = 0,5 - 1h) egy rovid
platé fazis figyelhetd meg, ahol az impedancia viszonylag allandé érték (AZ = 4500 —
5000 Q) koriil mozog, majd a gorbe jellege megvaltozik, az impedancia, valdsziniileg a
kitapadt sejtek morfologiai valtozasa miatt csokken, majd egy alacsonyabb impedancia
érteken (AZ =500 - 1000 Q) kdzel allando értek koriil fluktual.

5500 LM2 emlo adenokarcinéma
5000

S
(5]
(=3
o

4000
3500
3000/l

migracio

Impedancia [Q]

25004

1500

0 t1%2 10 15 2'nld:'5[h]3'o 35 40 45 50
22. abra: Az LM2 adenokarcinoma sejtek adhézios viselkedése ECIS rendszerben

Az ECIS késziilék alkalmazasat az LM2 sejtek adhézids viselkedésének monitorozasara
tobb tényezo is indokolja: (1) a valasztott modell-sejtre viszonylag nagymértékii adhézid
jellemzd, igy az ECIS méréelektrod atmér6jébol (250 um) adoddéan mar 10 - 100 sejt is
érzékenyen vizsgalhato; (ii) az impedancia fluktuaciojabol kovetkeztetni tudunk a sejtek
migracios aktivitasara; (iii) a két, ismertetett impedimetrids modszerrel lemérve a sejtek
kitapadasat poli-L-lizinnel (5mg/ml) fedett elektrod felszinhez (23. dbra) lathatd, hogy

hasonl6 az adhézids gorbe lefutasa és a kezelés (R-deprenyl 10° M) hatasa.
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23. dbra: R-deprenyl (10° M) hatdsa az LM2 sejtek adhézios viselkedésére ECIS és
XCELLigence rendszerben
A gorbe karakterisztikdjdban mutatkozd némi eltérés a két rendszer geometriai,
biofizikai paramétereinek kiilonb6zdségébdl adodik. Példaul, az aktiv mérd elektrod
felszine az ECIS esetén pontszerii; mig az E-plate welljeinek felszine 80%-ban fedett
elektrodokkal. A legszembetlindbb kiilonbség, a mért impedancia/sejt index érték
az egyéni sejtek mozgasallapotaban bedllt valtozas regisztralhatosagdval magyarazhato.
Az adhézio lefutasaban mutatkozo eltérés hatterében az allhat, ismerve az impedancia
frekvenciafiiggését [174], hogy a két miszerben mas az alkalmazott valtdaram

frekvencigja (ECIS: 15kHz, xCELLigence: 10kHz).

(1) LM2 sejtek kitapadasanak kinetikajara és mértékére mindkét vizsgalt izomer — R-
deprenyl > S-deprenyl aktivitasi sorrendben — pozitivan hatott (24. dbra). Az R-
deprenyl esetén a 10° M koncentracid bizonyult a leghatasosabbnak (AZ: 164,2%;
t12: 0,43 h vs. Ktrl: 1,37h), mig az S-deprenyl esetén forditott koncentraciofiiggés
volt megfigyelheté (AZ — 10 M: 153,4%; ty, — 10™ M: 0,83h vs. Ktrl: 1,51h).

220+ R-deprenyl 2204 S-deprenyl
200 SRSt R s balrea i, |7 Y i R Ak
= 1804 x % £ X 1804 e
E 1804 p . - 160+ X
T 140 [N SN B 140 - B ]
©
E 1204 . 1204
E 1004 100
E 804 80
s
£ 80
2 af

20 [N SRR - B
04

-12 -9 -6

log ¢ [mol/l] log ¢ [mol/l]

24. abra: Deprenyl sztereoizomerek hatdisa LM?2 sejtek kitapadasdra
Szignifikancia: x —p < 0,05
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(2) Az R-dezmetildeprenyl neutralis ill. gyenge adhéziot csokkenté hatassal (AZ — 107

3)

M: 78,8%) rendelkezett (25. dbra). Az R-metamfetamin esetében a kisebb
koncentraciok szintén gatloan hatottak, csokkent mértékli (AZ — 10 M: 65,4%;
10° M: 69,4%) és elnyujtottabb adhézios profil (ty, — 102 M: 0,84h; 10° M: 1.19
vs. Ktrl: 0,60h) volt megfigyelhet6. Az R-amfetamin és az R-deprenyl-N-oxid
esetén éppen ellenkezbleg, fokozott sejtadhézid volt kimutathaté. Az R-amfetamin
10°, 10° M bizonyult hatékonynak (AZ — 10”° M: 130,4%; 10°® M: 109,8%) mig, az
R-deprenyl-N-oxid esetén minden vizsgalt koncentracion nagymértékben fokozta a

sejtek kitapadasat (AZ: 238,6 - 195,5%).

280, R-dezmetil-deprenyl 280+ R-metamfetamin 280 R-amfetamin 280- R-deprenyl-N-oxid

260 260 260
§|220_. R S 2204 - 2204
E 2004 - = 2004 % i i 2004 P
L T 11 & B0 s
5150_. 1604 . 1604
'éi 140] . : 140]. 140
= 1204 120 120
R il ] it
E 80 80 80
2 o0 60 60

404 404 40

20 20 20

0 o0 0

-12 -9 -6

42 k] 6
log ¢ [moll] log ¢ [molf] log ¢ [molil] log ¢ [mol/l]

Szignifikancia: x —p < 0,05; y—p < 0,01
A molekula fluorozasa adhézié csokkenté hatassal parosult, 10° M p-fluoro-R-
deprenyl AZ — 74%-os hatasa mellett a sejtek elnytjtottabb adhézidjat
eredményezte (t1, — 10° M: 1,79h vs. Ktrl: 0,66) (26. dbra). A p-fluoro-S-deprenyl
rendelkezett a vizsgalt szarmazékok koziil a legszignifikansabb adhéziot csokkentd

hatassal (AZ — 102 M: 31,1%) 10™* M koncentraciéban.

220, p-fluoro-R-deprenyl 220, p-fluoro-S-deprenyl 220 R-metildeprenyl 220, R-dimetildeprenyl

200 200 200 200+
~ 1804 180 180 180
&
2139. BT 1 e G A R e 160d e
o
E 1404 . 1404 . % S 1404 - E% G 1404 -
5
T 1204 120 120
a
£ 1004 100 100
=
:g 804 S G 804
E 60 60 60
o
Z 40 40 40

204 20 20

0 1] 1]

-12 -9 -6 -12 -9 -6 -12 -9 -6
log ¢ [molil] log ¢ [melil] log ¢ [mel/l] log ¢ [mol/l]

26. abra: Para-fluoro-deprenyl sztereoizomerek és oldallancban modositott

crer

Szignifikancia: x —p < 0,05; y - p < 0,01
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Az oldallancban modositott derivatumok (R-metildeprenyl, R-dimetildeprenyl)

neutralisan viselkedtek minden vizsgalt koncentracioban (26. dbra).

4.1.3.2.2. Sejtmigracio vizsgalat

Az LM2 sejtvonal 48-72 oran keresztiil torténd monitorozasa lehetdséget teremtett
arra, hogy mnemcsak a sejtek kitapadasat jellemz0 impedancia-emelkedés
karakterisztikajat elemezhessiik, hanem a kiteriilésiiket kdvetéen, az impedancia egy
allando6 érték koriili hulldamzasabol kovetkeztetni tudjunk a sejtek migracids aktivitasara
¢s a deprenyl szdrmazékok migraciéra kifejtett hatdsara is. Az LM2 sejtek esetén a
kialakitasa. Ezt kdvetden az impedancia viszonylag allandéo AZ = 500 - 1000 Q kozotti
értekre all be 25 - 120 Q-os fluktudciokkal (22. dabra). A deprenyl szarmazékok
migraciora kifejtett hatasat ezen a viszonylag allandé szakaszon, 10 Oras
id6intervallumban vizsgaltuk. A kiértékelés soran ezt az impedancia ingadozast, az atlag
impedanciatol vagy trendtdl valo eltérésként, azaz standard devidcioként definidltuk. A
10 6rés id6tartamra jellemzd standard deviaciok atlagat a kontroll szdzalékaban fejeztiik
ki. Minél nagyobb a standard deviacid (impedancia fluktudcidja), annal gyorsabb a

sejtek alakvaltozasa, nagyobb a migracios, rotacios aktivitasa.

(1) LM2 sejtek motilitas készségét a két deprenyl sztereoizomer, hasonléan a MM6
sejtekhez, ellentétesen befolyasolta. Az R-deprenyl alacsonyabb koncentracioi
(102, 10° M) bizonyultak ez esetben is hatékonynak a migracio fokozasa (148,6 -
148,4%) szempontjabol, mig a MAO-B gatlo 10° M-ban gyenge gatld/neutralis
hatassal (89,5%) birt (7. tdbldzat). Az S-deprenyl hatasa 10° M koncentracioban
nyilvanult meg, csokkentve a kontrollhoz képest a sejtek mozgasat (21,6%).

(2) Az R-dezmetildeprenyl kisebb mértékben (69,0%) és csak 10° M-ban mig az R-
metamfetamin nagyobb hatékonysaggal és szélesebb koncentracid tartoméanyban
csokkentette (1072 - 10° M: 55,3 - 31,0%) a sejtek migracids aktivitasat (7.
tablazat). Ezzel szemben az R-amfetamin és az R-deprenyl-N-oxid serkentette a
sejtek migracios viselkedését, hataserdsségilk meghaladta az anyavegyiilet
aktivitasat. Az R-amfetamin hatasa (171,7 - 186,3%), hasonldan az R-deprenylhez,
csak 10%% - 10° M koncentraciokban volt jellemz8, mig az R-deprenyl-N-oxid
minden vizsgalt koncentracioban hatékonynak (163,5 - 208,5%) bizonyult.
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1. tablazat: LM? sejtek migracios aktivitasanak valtozasa a deprenyl
szarmazeékokKal torténd kezelés hatasara

Migracio [%]

D eprenyl szarmazékok (Standard deviaci6 a kontroll %-ban)

102M | 10°M | 10°M™
] 14867 | 1484”7 89,5
R-deprenyl 12,18 + 1549 +6,27
83,9 99,7 21,6°
S-deprenyl 1024 + 11,41 + 8,07
] _ 111,4 69,0” 101,2
R-dezmetildeprenyl £ 8.26 1924 +7,54

X z

R-metamfetamin 95 31,0 S
+82 +6,71 +9,76
R-amfetamin 17,7* 1863 "
+11,78 +10,53 +9,04
R-deprenyl-N-oxid 1789°| 2085°| 1635’
+ 20,44 +28,5 +21,5
_ . 151,7% 148,5 63,2"
p-fluoro-R-deprenyl + 1496 +22.77 +7.45
93,6 933| 1856~
p-fluoro-S-deprenyl 1556 + 16,02 +35,77
_ 96,4 96,7 68,8™
R-metildeprenyl £ 19.99 +20,3 +£9.99
.. 88,5 134,5 78,7
R-dimetildeprenyl £ 1575 +2228 +9,77

Standard deviacid: trendtdl (atlag impedanciatdl) valo eltérés mérészama
Szignifikancia: x — p <0,05;y —p <0,01; z— p < 0,001
Sziirke kiemeléssel a szignifikans hatasokat jeldltiik.

(3) A p-fluoro-R-deprenyl alacsony 10™ - 10° M koncentraciokban, az R-deprenyl
aktivitasaval azonos mértekli migraciot fokozo (151,7 - 148,5%) hatast mutatott (7.
tablizat). A 10° M-ban a p-fluoro-R-deprenyl gatolta (63,2%), mig az p-fluoro-S-
deprenyl fokozta (185,6%) a sejtek migracios aktivitasat. Az R-metildeprenyl
egyediil 10° M-ban rendelkezett egy migraciot csokkentd (68,8%) hatassal.
Ellenben az oldallanc hosszabbitasaval nyert R-dimetildeprenyl esetén egy gyenge
motilitast fokozo hatést (134%) tudtunk detektalni 10" M koncentracioban.
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4.2.  GnRH peptidek és kiilonb6z6é magasabb rendiiekre jellemz6é hormonok

4.2.1. Tetrahymena pyriformis modell-sejten kifejtett hatasok

Hormon tartalom Kemotaxis Uszasi viselkedés
(autokrin/parakrin hatasok) (kemokinezis)
e—

4.2.1.1. Természetes ¢és szintetikus GnRH peptidek hatasa Tetrahymena
pyriformis kemotaktikus aktivitasara

(Lajko E, Szabo I, Andody K, Pungor A, Mezé G, Koéhidai L. (2013) Investigation on
chemotactic drug targeting (chemotaxis and adhesion) inducer effect of GnRH-III
derivatives in Tetrahymena and human leukemia cell line. J Pept Sci. 19: 46-58.)

A kemotaxis kivaltasara képes ligandok keresése soran szamos vegyiiletcsoportrol
deriilt ki, hogy rendelkezik kemotaktikus hatassal Tetrahymena sejteken. A hipotalamo-
hipofizealis hormonok sordban az ACTH, az FSH és LH kemotaktikus hatdsa, annak
ellenére kimutathato volt Tetrahymena pyriformis sejtekben, hogy magasabb rendiiekben
alapvetéen nem fejtenek ki ilyen hatast [49, 168]. Mindezek alapjan felmeriilt a kérdés,
hogy hasonloan egyéb peptidtipust hormonokhoz, a GnRH izoformak és szintetikus

szarmazékaik rendelkeznek-e kemotaktikus hatdssal Tetrahymena sejteken.

8. tablazat: A vizsgalt 12 GnRH szdrmazék megnevezése és csoportositdasuk

GnRH-I
Termeészetes GnRH-II
hormonok

GnRH-II

Ac-HWSHDWKPG-NH;
Ac-WSHDWKPG-NH;
Ac-SHDWKPG-NH,
Monomer GNnRH-11I(Ac-C)
szarmazékok GnRH-11I(Ac-CGFLG)
[GNRH-111(C)]2
[GnRH-111(Ac-C)],
[GNRH-1TI(CGFLG)],
[GNRH-111(Ac-CGFLG)] »

’N’ terminalis felol
roviditett fragmensek

Szimmetrikus dimerek
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A kemotaxis vizsgalatok soran a peptideket szerkezetiik alapjan csoportositottuk (8.
tablazat), a (1) természetes hormonok, a (2) N-terminalis vég fel6l roviditett GnRH-111
fragmensek, az (3) elagazo szénlanci GnRH-III monomerek és a (4) GnRH-111 dimer
szarmazekok hatdsat a fizioldgidsnak tekinthetd 10" - 10° M koncentracio
tartomanyban vizsgaltuk. Az N-terminalis vég feldl roviditett fragmensek vizsgalataval
arra kerestiik a valaszt, hogy a szekvencia roviditése mennyiben befolyasolhatja
kemotaktikus hatasukat. Az eldgazd szénldanci GnRH-III szadrmazékokbol, mint
monomer egységekbdl diszulfid hidon keresztiil 6sszekapcsolt szimmetrikus dimerek a
linker szekvencia felépitésében — enzimlabilis tavtarté (GFLG szekvencia) meglétében

¢s acetilaltsagaban — kiilonboztek egymastol.

(1) A nativ hormonok koziil a GnRH-II gyenge repellensként hatott 10™ - 107 M
tartoméanyban (76,0 - 77,4%), mig a GnRH-III negativ hatésa (79,1 %) csak 10° M-
ban jelentkezett. A GnRH-I esetén 107 - 10° M-os tartoményban egy attraktans
(132,9 — 129,9%) trend volt megfigyelhetd (9. tabldzat).

(2) A GnRH-III fragmenseken kapott eredményekbdl kitiinik, hogy az N-terminalis
aminosav kémiai karaktere alapvet6en meghatarozza a molekula kemotaktikus
jellegét. Az aromas triptofan jelenléte az amino-terminalison (Ac-WSHDWKPG-
NH,) repellens hatast (66,1 - 56,5%) okozott 10° - 10° M koncentraciokon (9.
tablazat). Ezzel szemben polaris oldallanci aminosavak esetén a peptid szarmazékok
attraktans hatdstinak bizonyultak. Az Ac-SHDWKPG-NH; mikromolaris (10'7 -10°
M: 1440 - 145,3%) koncentraciokban, mig az Ac-HWSHDWKPG-NH,
vizsgalatakor 10”° M-nal (191,9%) jelentkezett a legnagyobb attraktans hatas.

(3) A GnRH-IIl Lys® oldallancanak modositasaval eldallitott monomerek a kapesolt
szekvencia hosszatol fliggden kiilonb6zé kemotaktikus hatést fejtettek ki. A rovid
oldallanci GnRH-III(Ac-C) szignifikansan repellens (10 M: 49,2%, 10° M:
55,9%), mig a hosszabb GFLG szekvenciat hordozé6 monomer GnRH-III(Ac-
CGFLG) szignifikansan attraktans (10 M: 149,3%) hatast mutatott (9. tdbldzat).

(4) A kemoattraktans hatas szempontjabol a [GNRH-I11(C)], dimer — két GnRH-III
kozvetleniil, diszulfid hidon keresztiil torténd Osszekapcsolasa — bizonyult a
leghatékonyabbnak az Osszes szarmazék koziil. Két koncentracid optimum volt

megfigyelhetd 1072 - 10° M (189,5 — 236,8%) és magasabb 107 - 10° M (176,3 —
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150,0%) tartomanyban (9. tabldazat). A kapcsold régié acetilalasa ([GnRH-111(Ac-
C)]2) neutralis hatassal parosult.

A hosszabb tavtartd GFLG szekvencia kozbeiktatasa ([GNRH-II(CGFLG)],) a
teljes koncentracid tartomanyra kiterjedé repellens hatést (10'12 - 10° M: 49,2 —
37,7%) eredményezett. A [GnRH-1II(Ac-CGFLG)], dimer, vélhetden az

acetilcsoport jelenlétébdl adodoan neutralis hatassal rendelkezett (9. tablazat).

Q. tablazat: GnRH peptidek kemotaktikus hatasa Tetrahymena modell-sejten

Kemotaxis index [%0] (kontroll = 100%)

GnRH peptid
Pep 102 M|10"t M|10° M[10° M [108 M [107" M | 10° M
GNRH-| 110,4| 100,0| 115,6| 124,7| 102,6| 132,5| 129,9
+1958| +£11,62| +14,8| +13,99| +£1554| +£21,63| +17,42
GNRH-II 91,6/ 76,0 71,5% 76,7| 812 774| 983
+11,21| £11,58| +106| +6,48| +6,88| +£11,6| +9,79
X
GRRH-III 110,4| 91,3| 105,9| 113.4| 104,2| 86,4| 79,1

+9,32| +£7,16| +£9,18| £12,75 +95| +617| +7,65

137,8| 135,1| 151,4{191,9Y| 164,9(164,9%| 159,5

AC-HWSHDWKPG-NHz | 5 ¢ 05| £ 20.70| « 27,68 +26,86| +50,39| +26,86| =31,32

748 975 922| 66,1%| 81,2| 68,7 56,5

Ac-WSHDWKPG-NH, +937| +174| +1355| +471| +1056| +6,14| +761

82,7| 112,0| 84,0| 117,3| 128,0(144,0%| 1453

Ac-SHDWKPG-NH, +1445| £1042| +926| +11,87| +15,82| +13,93| +22,84

81,4| 128,8| 103,4| 79,7| 492Y| 96,6| 559"

GnRH-111(Ac-C) +1057| +17,75| +20,81| +£65| +£808| +1241| £54

110,7| 88,0| 114,7|149,3%| 70,7| 933| 96,0

GnRH-11I(Ac-CGFLG) +20,08| +915| +1017| +1945| +10,9| +13,48| + 18,52

) 189,5%(236,87|226,3%| 160,5| 126,3|176,3%| 150,0
[GnRH-I(C)], +3253| +48,16| +23,69| +£22,48| £2459| +36,29| =+ 30,00

1225 116,9| 133,8 76,1 104,2| 109,9 69,0
[GnRH-1TI(Ac-C)]. + 16,54 £16| £14,43] £1154| +12,1| +11,84| +9,26

i 492%| 492%| 705| 57.4| 60,7 492%| 377"
[CRH-INCCFLC)L | 5| S 78| +18.78| +10,72| +12.23] & 1246 + 1148

89,6| 105,2| 113,0 92,2| 140,3| 111,7| 120,8
[GNRH-INAC-CCFLG)2( | 1400 | S 1467| < 1086| +220| <2824| £367| <2525

Kemotaxis index a kontrollra vonatkoztatott szazalékos érték (n=10)
Szignifikancia: X —p < 0,05; y — p < 0,01. Sziirke kiemeléssel a szignifikans hatasokat jeloltiik.

42111  Kemotaktikus jelatviteli itvonalak vizsgilata

A GnRH hormonokra jellemz6 élettani, farmakologiai hatdsok kiilonboz6 jelatviteli

mechanizmusok indukciojan keresztiil valosulnak meg. Az FSH és LH szekrécio

kivaltasaban a Gagy fehérjén keresztiil, a PLC (foszfolipaz C) — IP3 (inozitol-1,4,5-

trifoszfat) — ca® jelatviteli kaszkad aktivacioja jatszik fontos szerepet. Ezzel szemben
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tumorok felszinén 1évé GnRH-IR altal kozvetitett daganatellenes hatds a Ga; fehérjéhez
kototten tobb parhuzamosan futd jelatviteli Gt aktivacidjan keresztiil valosul meg. A
MAPK (mitogén-aktivalt protein kindz) utvonal mellett a PI3K — PIP3 (foszfatidil-
inozitol 3-kinaz — foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat) rendszer is részt vesz a GnRH-I
hormon antiproliferativ, proapoptotikus és invazivitast gatld hatdsanak kozvetitésében
[120, 121]. A GnRH-III izoforma tumorellenes hatasanak kivaltasaban tumor tipustol
fiiggden, kiilonb6z6 a Gog11 — PLC — ca® (eml6 tumor), mig a Gaj — cAMP (vastagbél
tumor) jelatviteli utvonalak jatszanak fontos szerepet [187].

A fentiek alapjan adddik a kérdés, hogy a GnRH szarmazékok indukalta
kemotaktikus valasz Tetrahymena sejtek esetén, milyen mértékben fiigg a PLC vagy a
PI3K enzim aktivacidjatol? A Tetrahymena magasabb rendii sejtekkel mutatott
hasonlosdga az intracellularis hirvivok szintjén is bizonyitott. A cAMP, inositol-
foszfolipid mediatorok azonositasa egyben feltételezi a szintézisiikért feleldés enzimek

(adenilat-ciklaz, PLC, PI3K) meglétét is a Tetrahymena sejtekben [39, 42, 188, 189].

A PLC szerepét, a Tetrahymena modell-sejten kemoattraktans hatassal rendelkez6
GnRH-III szdrmazékok jelatvitelében, indirekt immuncitokémiai jel6lést kovetden
aramlasi citometrias mérés segitségével hataroztuk meg.

Az attraktans vegyiiletek vizsgalatakor, azon a koncentracion alkalmazva 6ket, amelyeken

hatasuk megnyilvanult, a PLC enzim aktivitasbeli valtozasat nem tudtuk kimutatni.

A PI3K részvételét a GnRH szarmazékok indukalta kemoattraktans valasz
jelatvitelében, indirekt modon, specifikus inhibitorok alkalmazéasaval vizsgaltuk. A
wortmannin €és LY gatloszerekkel elOkezelt sejtekkel egy ismételt kemotaxismérést
végeztiink az optimalis koncentracioban alkalmazott kemoattraktans hatdsa GnRH-III
szarmazékokkal szemben. Az eredményeket Osszehasonlitva a nem kezelt sejtek
kemotaktikus reakciojaval kovetkeztettiink a PI3K aktivitds szerepére.

A PI3K gatlasaval a GnRH-III szarmazékok altal kivaltott kemoattraktans vélasz
gatolhatonak bizonyult, bar az egyes peptidek eltérd érzékenységet mutatottak az
inhibitorokkal szemben. Az Ac-HWSHDWKPG-NH, kemoattraktans hatasat a LY
hatékonyan gatolni tudta (65,3%), mig a wortmannin hatastalannak (93,4%) bizonyult
(10. tdbldazat). Az Ac-SHDWKPG-NH, esetén épp ellenkezé profilt kaptunk a
wortmannin kezelés hatdsara csokkent a Tetrahymena sejtek valaszkészsége (34%), mig

a LY nem befolyasolta (92%) a fragmens kemoattraktans hatasat. A [GnRH-I11(C)],
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dimer kemoattraktans hatasat is egyediill a LY tudta eredményesen gatolni (62,7%).
Erdekes médon, a gatloszerek hatasara a GnRH-111(Ac-CGFLG) monomernél fokozott

kemotaktikus valasz volt megfigyelheto.

10. tablazat: PI3K gatlds hatisa a GnRH-1II szarmazékok kemotaktikus hatdasara

' Gatlasi index [%0]
GnRH szarmazék Konc. Kth. ind. -
[M] [%0] Wortmannin LY
Ac-HWSHDWKPG-NH, 107 191,97 93,4 65,3
Ac-SHDWKPG-NH, 10”7 144,0% 34Y 92
GNRH-111(Ac-CGFLG) 10°° 149,3% 1707 130
[GNRH-111(C)]. 10 236,87 100,2 62,7

Gatlasi index: 3.5.2. fejezet alapjan szamitott szazalékos érték; Konc.: kemoattraktans hatés
szempontjabol hatékony koncentracio; Ktx. ind.: kemotaxis index a kontroll szazalékaban megadva,
LY: LY294002 PI3K inhibitor;

Szignifikancia: x — p < 0,05; y — p < 0,01. Sziirke kiemeléssel a szignifikans hatasokat jeloltiik.

4.2.1.2. GnRH-II szarmazékok hatisa a Tetrahymena tszasi viselkedésére
(kemokinetikus aktivitasara)

(Lajké E, Pdllinger E, Szabé I, Mez6 G, Kéhidai L, Csaba G. The selectivity of the
hormone receptors of Tetrahymena. Effects of gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
and its analogues on the physiological behavior and hormone production. Cell Biol Int.
(Kézirat prepardalas alatt))

Az allandodan valtoz6 kornyezet kémiai ingereire a csillos egysejtii Tetrahymena
érzékenyen reagal. Ezek a ligandok koncentraci6 gradiens mentén hatva kémiai
karakteriikbdl addddan befolyasoljadk a sejtek vektoridlis mozgasat, a kemotaktikus
valaszat, mig ha ugyanez a ligand azonos koncentracidoban van jelen a sejtek koriil,
akkor a sejtek uszasi viselkedésében, azaz kemokinetikus aktivitasaban — Uszasi
sebességben, iranyvaltasok frekvencidjaban — kovetkezik be valtozas.

Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy milyen Osszefiiggés figyelhetd meg
egy anyag kemotaktikus és kemokinetikus aktivitdsa kozott. A GnRH-III szdrmazékok
koziil azokat a peptideket valasztottuk, amelyek szignifikans attraktans vagy repellens
hatassal rendelkeztek. A vizsgalt ligandok korét kibdvitettiik, a repellens hatasukrol
ismert, gonadotropinnal (FSH és LH 1:1 aranyu keveréke) és TSH-val [49], annak
megvalaszolasa érdekében, hogy a Tetrahymena kemotaktikus és kemokinetikus

aktivitasa kozott megfigyelt esetleges korrelaciok altalanos jelenségnek tekinthetok-e.
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A mérési eredmények a kezeletlen kontroll sejtek esetén, az irodalombol ismert

jellegzetes spiralis Uszasi mintazatot (Tortuosity — Tort: 1,56) mutattak [190] (27. abra).

(1) A természetes hormonok (GNRH-I és GnRH-III) hatasara a sejtek mozgasi
mintdzata hasonld képet mutatott; a kontrollhoz képest kanyargosabb utvonal volt
megfigyelheté (Tort: GnRH-1 — 2,8, GnRH-IIl — 2,7) (27. dbra). Ezzel
parhuzamosan a sejtek atlagsebessége (Vel) is alacsonyabb volt a kontrollhoz
képest (GnRH-1 — Vel: 76,3%; GnRH-111 — Vel: 78,1%) (27. abra).

(2) Az attraktans Ac-SHDWKPG-NH, fragmens esetén a sejtek uszasi mintazata
szignifikansan nem kiilonbozott a kontroll sejtekétdl (27. abra), azonban a mozgas

sebessége nagymértékben lecsokkent (Vel: 58,5%) (27. dbra).
A 140
120 -

100 4

80 -
60 -

40 4

Atlag sebesség (Vel.) [%]

204

. wot @t o oW oW e @
W™ G (@ N WO OV (quo®

% 2
5.‘\0 \Gﬁ‘:"“ ““»\\ oo™
\

o
IS
o

Tortuosity (Tort)
~n
=]

w2 3 W
; .\\\\c'\\ 0(’,(’\’6\ 200
\6“9' et W g°°
G"

21. abra: GnRH-III szarmazékok hatasa a Tetrahymena uszdasi viselkedésére
Tort (tortuosity): tekervényesség
Szignifikancia: x — p < 0,05; y — p <0,01; z-p < 0,001

(3) Az attraktans hatasa [GNRH-I11(C)], dimer kismértékben, nem szignifikans
modon, de fokozta a mozgas kanyarulatossagat (Tort: 2,03) (27. abra), azonban a
sejtek atlagsebessége (Vel: 92,3%) a kontrollhoz képest nem valtozott (27. dbra),
igy a sejtek mozgasat inkabb a gyors elérehaladas jellemezte. Ezzel szemben a

repellens hatasu [GNRH-III(CGFLG)], dimer adasakor kanyargésabb mozgasi
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palyakat (Tort: 3,12) (27. dabra) és alacsonyabb atlagsebességet (Vel: 61,5%)
mértiink mind a kontrollhoz, mind a [GnRH-111(C)],-hez viszonyitva (27. dbra).

(4) A glikoprotein tipusu hipotalamo-hipofizealis hormonok koziil a TSH a
kontrollhoz képest kanyarulatosabb mozgast (Tort: 3,16) (27. dbra) és kisebb
uszasi sebességet valtott ki (27. dbra). Hasonl6 tendencia volt megfigyelhetd a
gonadotropin esetén is, de a sejtek uszasi mintazatat leird érték alacsonyabb volt

(Tort: 2,79), mint a TSH esetén (27. dbra).

4.2.1.3. A GnRH-III szarmazékok hatasa a Tetrahymena pyriformis endogén
hormontermelésére

(Lajké E, Csaba G, Pdllinger E. (2011) Investigations on the triiodothyronine (T3)-
specificity of thyrotropic (TSH) and gonadotropic (HCG) hormone in the unicellular
Tetrahymena. Acta Microbiol Immunol Hung. 58: 85-91

Lajko E, Pallinger E, Szabé I, Mezé G, Kéhidai L, Csaba G. The selectivity of the
hormone receptors of Tetrahymena. Effects of gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
and its analogues on the physiological behavior and hormone production. Cell Biol Int.
(Kézirat prepardalas alatt))

A magasabb rendliekre jellemz6 hormonok Tetrahymena sejtekre kifejtett hatasa,
amint azt a szerotonin példajan lattuk, sokkal komplexebb, mint kizardlag a sejtek
mozgasanak szabalyozasa. Példaul, hormondlis stimulusra endogén anyagainak
szintézisével, osztodas intenzitdsanak megvaltozasaval reagal a sejt [47].

Kisérleteink soran a hormonalis interakciok jelentdségét kivantuk vizsgéalni, annak
tisztazéasara, hogy a GnRH-III hormon és szintetikus szarmazékainak hatdsa mennyire
specifikus, vagy megfigyelhetéek-e atfedések az egyes tarshormonok (TSH,
gonadotropin) hatdsaival. Az is ismeretes, hogy az endogén hormonok (szerotonin,
hisztamin, stb.) is rendelkeznek kemotaktikus és kemokinetikus aktivitassal. Ezért
felvetédik annak lehetésége, hogy az egyes GnRH peptidek a sejtek hormon
szecernalodott endogén anyagok parakrin/autokrin hatasuk révén képesek lehetnek

befolyasolni a sejtek kemokinetikus, kemotaktikus aktivitasat.

(1) A sejtek T3 tartalmat enyhe, bar szignifikins mértékben egyediil a GnRH-III
fokozta (107,1%), mig a [GnRH-I1I(CGFLG)], dimer csokkentette azt (92,4%) (28.

abra).
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(2) A sejtek hisztamin szintje a kezelések hatasara mindegyik szintetikus GnRH-III
szarmazék alkalmazasakor fokozodott, legnagyobb hatast a két attraktans hatasu
anyag ([GnRH-111(C)]. — 136,0%; Ac-SHDWKPG-NH; — 144,0%) esetén mértiik,
mig maga a GnRH-III inaktivnak bizonyult (28. dbra).

(3) A sejtek szerotonin mennyiségére a vizsgalt szarmazékok koziil a GnRH-111, Ac-
SHDWKPG-NH; ¢és [GnRH-II(C)], dimer volt hatassal, kismértékben, de
szignifikansan csokkentetve (81,8%, 91,2%, 91,6%) azt (28. abra).
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28. abra: GnRH-1II szarmazékok hatasa a Tetrahymena pyriformis endogén
hormon termelésére

Szignifikancia: x — p < 0,05; y — p <0,01; z—-p < 0,001
(4) A Tetrahymena adrenalin tartalma a TSH ¢és a gonadotropin hatasara csokkent
(84,5% ¢és 83,6%), mig a GnRH-I és GnRH-III nem volt képes modulalni azt.
Ellenben a GnRH-III dimer és fragmens szarmazékai jelentds hormonszint
csokkenést idéztek eld ([GnRH-111(C)], — 77,8%; [GNRH-III(CGFLG)], — 71,0%;
Ac-SHDWKPG-NH; — 72,4%) (28. dbra).
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(5) A sejtek endorfin koncentracidja a két természetes GnRH hormonnal torténd
kezelés esetén emelkedett, és ez a jelleg a GnRH-III esetén volt kifejezettebb
(128,5%). A szarmazékok koziil egyediil a [GnRH-111(C)], 6rizte meg ezt a hatast
bar kisebb amplitadoval (114,0%). Ezzel szemben a GnRH-III fragmens (Ac-
SHDWKPG-NH;) csokkentette az endorfin-tartalmat (91,5%) (28. dbra).

4.2.2. GnRH-IIT  szarmazékok ¢és hatéanyag-tartalmi konjugatumaik
sejtbiologiai hatasa MM6 modell-sejteken

o le e )~ -
< I
‘?\\:3 Adhéziés viselkedés Kemotaktikus/migarcios

aktivitas Sejtosztodas

A szolid tumorrol elszabaduld daganatos sejtek vandorlasa és az attétek kialakuldsa
hasonlé folyamatok sorozatan keresztiil valosul meg, mint a leukocitak homingja, vagy
toborzasa a gyulladas alkalmaval [24]. A GnRH-III szarmazékok ¢s konjugatumaik
sejtélettani (adhézid, kemotaxis, sejtosztodds) hatdsainak vizsgdlatira egy human
monocita sejtvonalat, a MM6-ot valasztottuk. Azontal, hogy a MM6 egy professzionalis
migrald sejttipus, modell-sejt valasztasunkat az is indokolja, hogy ez egy akut mieloid
leukémia modell is [149]. A mar ismertetett (8. tdbldzat), iranyitott tumorterapias
felhasznalasra tervezett GnRH-III szarmazékok, mint a gydgyszer-célbajuttatas
targetald egységei szerepelnek a MM6 sejteken végzett vizsgalataink soran. Elemeztiik
a GnNRH-III szdrmazékok és tumorellenes hatdanyag-tartalmu konjugatumaik adhéziot
befolyasolo és kemotaktikus hatasat, amely a metasztazisképzés folyamatara kifejtett
hatadsuk szempontjabol alapvetd. Tovabba vizsgaltuk a GnRH-Ill-alapti konjugatumok
antiproliferativ/citotoxikus aktivitasat, igazolva ezzel azt, hogy a gyogyszer tartalmu

szarmazékok ténylegesen kifejtik a szabad hatdanyagra jellemzd hatést.

4.2.2.1.  TIranyito hatassal rendelkez6 GnRH-III szarmazékok vizsgalata

(Lajko E, Szabo I, Andody K, Pungor A, Mezé G, Koéhidai L. (2013) Investigation on
chemotactic drug targeting (chemotaxis and adhesion) inducer effect of GnRH-III
derivatives in Tetrahymena and human leukemia cell line. J Pept Sci. 19: 46-58.)

A célzott daganat terapiara kifejlesztett hatdanyag-szallitdé rendszerek részeként az

iranyitd egység, jelen esetben a GnRH-III illetve szarmazékai hivatottak biztositani a
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tumorszelektivitast. Igéretes lehetéség egy olyan hatdanyag-szallitd rendszer (targetald
rendszer) alkalmazasa, amely nem kizarélag a tumorsejtek novekedését hivatott gatolni
a szallitott tumorellenes hatdanyagnak kdszonhetden, hanem egyben a tumorprogresszid
romlésédhoz vezetd invaziv folyamatokat is negativan befolyésolja.

A fentiek alapjan céljaink kozott szerepelt a potencidlis iranyitd hatéssal rendelkezd
GnRH-III szdrmazékok humén monocita sejtek adhézios és kemotaktikus aktivitasara
kifejtett hatasdnak vizsgdlata €és a kapott szerkezet-hatds Osszefiiggések értelmezése
annak érdekében, hogy olyan szarmazékokat taldljunk, amelyek egyszerre alkalmasak
egy adott hatdéanyag szelektiv célbajuttatasara, és képesek megakadalyozni a
tumorsejtek szorodasat. A vizsgalatainkban szereplé GnRH peptideket a kovetkezd
csoportokba soroltuk szerkezetiik alapjan: a (1) természetes hormonok, a (2) GnRH-I11
N-terminalis feldl roviditett fragmensei, az (3) elagazo szénlanca GnRH-111 monomerek

és a (4) GNRH-III szimmetrikus dimer szarmazékok (8. tablazat).

42211 Sejtadhéziora kifejtett hatas

A primer tumor invazivva valdsdhoz, a tumorsejtek metasztatikus aktivitdsanak
megjelenéséhez vezeté komplex folyamatsor egyik elsé eseménye a tumorsejtek
adhézios viselkedésének megvaltozasa, és ennek kovetkeztében a sejtek levalasa és a
motilis fenotipusuk kialakuldsa. A tumorsejtek adhézids kapcsolatai az attétképzés
meghatarozé szereppel rendelkeznek [27]. Igy a GnRH-III szarmazékok adhéziot
befolyasold hatasanak vizsgalata egy hatékony antimetasztatikus hatdanyag-szallitd
rendszer kidolgozasahoz elengedhetetlen.
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29. dbra: Természetes hormonok adhéziot befolydasolo hatasa MMG6 sejteken
Szignifikancia: x —p < 0,05
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Mindegyik természetes hormon pozitivan befolyasolta a monocita sejtek
kitapadasat (GnRH-1I1 > GnRH-II > GnRH-1) (29. dbra). A két human varians
szélesebb tartomanyban (GnRH-I: 10 - 107 M; GnRH-11: 10%° - 10”7 M) mutatta a
fent emlitett hatast (GnRH-1: 126,8 - 119,1%; GnRH-11: 133,0 - 136,4%). A GnRH-
IIT adhéziot fokozo hatdsa (169,0%), ami a vizsgalt 0sszes szarmazékok kozott is a
legnagyobb mértékii volt, csak 10° M jelentkezett.

Az N-terminalis els6 (Ac-HWSHDWKPG-NH,) és masodik (Ac-WSHDWKPG-
NH2) aminosavanak elhagyasaval eldéllitott GnRH-III fragmensek meg0rizték az
intakt hormonra jellemz6 adhéziofokozé hatast. A két fragmens pozitiv hatdsa
azonban, a GnRH-III jellegéhez képest, alacsonyabb koncentraciokban (107 - 107
M) és kisebb amplitudéval jelentkezett (Ac-HWSHDWKPG-NH,: 128,7 - 124,3%);
Ac-WSHDWKPG-NH,: 136,1 - 143,4%) (30. dbra). A GnRH-III tovabbi
roviditésével nyert fragmens (Ac-SHDWKPG-NH) a kezelés 0-3 orajaban neutralis,
mig hosszu tdvon az dsszes koncentracioban adhéziot gatld hatast mutatott.
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30. dbra: N-termindlis feldl roviditett GnRH-111 fragmensek MM6 sejtek
kitapadasara gyakorolt hatasa

Szignifikancia: x — p < 0,05
Az eladgaz6 oldallanci GnRH-III monomerek, fliggetleniil a Lys8 oldallancahoz
kapcsolt szekvencia hosszatol (Ac-C; Ac-CGFLG), gyakorlatilag egyforma
adhéziot noveld hatassal rendelkeztek (31. abra). Mindkét monomer esetén a hatas
maximuma 10°® M-ban volt kimutathaté ((GnRH-111(Ac-C): 157,6%; GnRH-I11(Ac-
CGFLG): 163,8%).
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200- GnRH-IlI(Ac-C) 200- GnRH-III(Ac-CGFLG)

log ¢ [molll] log ¢ [molll]

3L abra: Elagazo szénlancu GnRH-III monomerek adhéziot fokozo hatdasa MMG6 sejteken
Szignifikancia: x —p < 0,05,y —p<0,01

(4) A vizsgalt dimer vegyiiletek adhéziot fokozo tulajdonsaga a monomerek hatasédhoz
hasonlé koncentraciofiiggést kovetett (1070 - 1077 M), de valamelyest elmarad azok
hatsatol (32. dbra). A rovid tavtarton keresztiil kapcsolt ((GnRH-111(C)], dimer
pozitiv sejtadhézids hatasat (150,5 - 143,4%) a linker régi6 acetiladldsa ([GnRH-
IHI(Ac-C)]: 136,3 - 144,3%) lényegében nem valtoztatta meg. A GFLG
szekvenciat tartalmazo [GnRH-III(CGFLG)], adhéziot fokozé hatasa (137,9 -
120,9%) elmaradt a tavtarto nélkiili peptid aktivitasdhoz képest. Ebben az esetben a
linker régié acetilalasa ([GnRH-II(Ac-CGFLG)],), kismértékben bar, de javitott a

nem acetilalt forma adhézios viselkedésén (147,8 - 134,4%).
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32. abra: GnRH-III dimer szarmazékok adhéziot befolydsolo képessége MMG6 sejteken
Szignifikancia: x —p < 0,05,y —p < 0,01
42212. Kemotaktikus hatas
A tumorprogresszio soran az egyik fo problémat a tumorsejtek migracios aktivitasa
jelenti. Els6 korben a daganatsejtek a tumort koriilvevd egészséges szovetek kozé

vandorolnak (invazivitas), majd a vér- vagy a nyirokkeringésen keresztiil a szervezet
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egy tavoli pontjara jutva, ott megtapadnak ¢és behatolva normél szoveti térbe
masodlagos tumorok létrejottét eredményezik [27]. Tehat nem elegendd egyediil az
adhézion keresztiil beavatkozni a folyamatba, hanem a sejtek migracidés hajlamat is

szabalyozni kell ahhoz, hogy eredményesen gatolni tudjuk a daganatsejtek szorodasat.

11. tablazat: GnRH peptidek kemotaktikus hatasa MM6 modell-sejten
Kemotaxis index [%] (kontroll = 100%)

GnRH peptid
Pep 10 M[10° M[10° M[10° M[107 M [10° M
GRHLI 137,1| 116,1]142.2%| 111,3] 957| 131,7
+11,69| +11,07| £1399| +1227| +84| +7,08
79,7| 98,6| 824%| 102,6|1494% 1375
GnRH-II +499| +811| +502| +1572| 41679 + 14,96
y z 2
GnRHLIII 117,71 78,2] 581Y| 104,4|18967%]177.3

+853| +995| +546| +1585| +14,73| +9,91
79.2| 738| 845 741| 734 490*
+12,44| +871| £14,04| +18,41| +21,74| +19,18
126,4| 122,6|147,7%| 99,8 119.2| 827
+1394| £1858| £16,44| +11,44] £11,97| +£891
96,4| 81,0/ 803| 820 87,3 761
+9,08 +8,9| £10,94| +9,64| £10,38| + 14,24
GNRH-I11(Ac-C) 46,2%| 26,1% 71,7 786 40,97  239°
+876| =+6,75| +£1043| £17,11| +£11,97 +8,8

i i 115,6(196,5%| 72,9| 43,0%| 65,1% 119,7
GnRH “I(AC CGFLG) +30,7| £+2753| +21,88| +7,81| +10,26| +891

Ac-HWSHDWKPG-NH;

Ac-WSHDWKPG-NH;

Ac-SHDWKPG-NH;

[GNRH-11(C)] 67,3 70,67 2627| 74,8*151,3”|134,6"
’ +8,08| +442| +435| +£858| £1586| +7,84
[GhRH-1I1(Ac-C)], 76,7| 97,8 63,97 107,0(171,2¥| 81,0

+10,09| +7,74 +43| £11,03| £1931| 9,67
39,2%/182,3*| 96,4| 93,8| 986| 1057

[GNRH-II(CGFLG)L, +1007| +1471| =11,68| £10,74| +9,52| +8,94
) ) 68,1Y| 932| 1144| 5467 63,07 725"
[GNRH-I1I(Ac-CGFLG)], rien| c807| sors| 2esal vr16| xcer

Kemotaxis index a kontrollra vonatkoztatott szazalékos érték (n=15 + SD). Szignifikancia:
X—p<0,05 y-p<0,01;z—p <0,001. Sziirke kiemeléssel a szignifikans hatasokat jeldltiik.

(1) A GnRH-III és GnRH-II altal kivaltott kemotaktikus reakcido nagy hasonlosagot
mutatott, 10" - 10° M-os koncentracidban szignifikansan attraktans, mig 10™* - 107
M tartoményban szignifikansan repellens hatdssal rendelkeztek. A GnRH-III esetén
az attraktans és repellens hatasok (107 M: 189,6%, 10° M: 58,1%) nagyobb
amplitadoval jelentkeztek, mint a GnRH-II (107 M: 149,4%; 10° M: 82,4%)
vizsgalatakor. A GnRH-I kemoattraktans hatasa (142,2%) alacsonyabb
koncentracidban (10'9 M) volt megfigyelhet6 (11. tablazat).
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Az amino-terminalison 1évé aminosav kémiai karaktere a GnRH-III fragmensek
monocita modellen mutatott kemotaktikus hatasat is befolyasolta. Az attraktans hatas
szempontjabol, az N-terminalison triptofant tartalmazoé fragmens (Ac-WSHDWKPG-
NH,) bizonyult hatékonynak (107! - 10° M: 126,4 - 147,7%) (11. tabldzar). Ezzel
szemben a polaris aminosavat hordoz6 fragmensek, a peptid hosszatol fiiggden,
er6sebb (Ac-HWSHDWKPG-NH,: 79,2 - 49,0%), vagy gyengébb (Ac-SHDWKPG-
NH2: 81,0 - 76,1%) repellens hatdst mutattak 10 -10° M tartomanyban.

A ciszteint tartalmazd6 monomerek a GnRH-III LyS8 oldallancahoz kapcsolt
szekvencia hosszatol fliggden eltérd kemotaktikus hatast fejtettek ki. A rovid
oldallancii GnRH-11(Ac-C) intenziv repellens hatdst mutatott mind alacsony (10™-
101 M: 46,2 - 26,1%), mind magas koncentraciokban (10'7-10'6 M: 40,9 — 23,9%).
A hosszabb GFLG szekvenciat hordozé monomer GnRH-1I1(Ac-CGFLG) esetén a
repellens karakter csak 10 - 10”7 M tartoméanyban (43,0 — 65,1%) jelentkezett, mig
10'° M-ban szignifikans attraktans hatast (196,5%) mutatott (11. tdbldzat).

A dimer szarmazékok koziil, a [GnNRH-I1I(C)], hasonlé kemotaktikus profillal
rendelkezett, mint az alaphormon; 10™ - 10® M tartomanyban erés repellens (74,8
- 26,2%), mig 107 - 10® M koncentracién attraktans (151,3 - 134,6%) vélaszt
indukalt (11. tablazat). A [GnRH-111(Ac-C)], kemotaktikus hatasa alapjan, a linker
régi6 acetilalasa, a [GNRH-I1I(C)], dimerre jellemzé attraktans hatas mértékét
fokozta (151,3% vs 171,2%), mig a repellens jellegét csokkentette (26,2% vs
63,9%). A GFLG spacer jelenléte, a nem acetilalt forma ([GnRH-111(CGFLG)],)
esetén attraktans hatassal parosult 10™° M-ban (182,3%). Ebben az esetben az
acetilalas vélhetéen komoly szerkezet moddositast okozhatott, ugyanis a [GnRH-

I1I(Ac-CGFLG)] repellensnek bizonyult (10 - 10 M: 54,6 — 72,5%).

4.2.2.1.3. Kemotaktikus jelatviteli itvonalak vizsgalata

A GnRH izoformak tumorellenes és invazivitast gatlo hatasukat, a daganat tipusatol

¢és a kezelésben alkalmazott hormon varidnstol fliggden, kiilonb6zd jelatviteli utvonalak

(pl.

PLC, PI3K, MAPK) szabalyozasan keresztil érik el (4.2.1.1.1 fejezet). A

Tetrahymena modell-sejten nyert adatok birtokaban a magasabbrendii modellen is

vizsgalni kivantuk a két kdzponti jelatviteli enzim, a PLC és PI3K szerepét a GnRH-111

szarmazékok altal indukalt kemotaktikus hatas kozvetitésében.
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A PLC enzim aktivacioja (foszforilacidja) az optimalis koncentracioban — ahol a
kemotaktikus hatasuk detektalhaté volt — alkalmazott kemoattraktans anyagokkal
torténd kezelés hatasara nem volt megfigyelheto.

A PI3K szerepére az eldzetesen enzimgatlokkal (wortmannin, LY) kezelt monocita
A nativ hormonok kemotaktikus hatdsat a wortmannin elékezelés kozel egyforma
mértékben tudta gatolni (GnRH-1I: 79%, GnRH-III: 83%), mig a LY csak a GnRH-II
hatasat csokkentette (77%). A [GnRH-I11(C)], dimer kemoattraktans hatasat hasonloan
a Tetrahymena sejteken kapott eredményekhez egyediil a LY tudta hatékonyan gatolni
(82%). A GFLG szekvenciat, és/vagy az acetilcsoportot tartalmazé szarmazékok

kemoattraktans jellegét egyik inhibitor sem befolyasolta.

12. tablazat: PI3K gatlds hatasa a GnRH-III szarmazékok MM6 sejtekre Kifejtett
kemotaktikus hatasara

GnRH szarmazék Konc. | Ktx. ind. Gitlasi index [%0]
[M] [%0] Wortmannin LY 294002

GnRH-11 10” 149,4”% 79 77
GnRH-111 10” 189,6° 83 99
Ac-WSHDWKPG-NH,| 107 147,7% 106 147
[GNRH-111(C)]; 107 151,3” 110 82
[GNRH-111(Ac-C)], 107 171,3% 102,8 93,2
GnRH-II(Ac-CGFLG) | 10™° 196,5% 95,8 99
[GNRH-II(CGFLG)], | 10™ 182,37 96 116,7

Gatlasi index: 3.5.2. fejezet alapjan szamitott szazalékos érték; Konc.: kemoattraktans hatas
szempontjabdl hatékony koncentracid; Ktx. ind.: kemotaxis index a kontroll szdzalékaban megadva
Szignifikancia: x—p < 0,05, y — p < 0,01; z— p < 0,001. Sziirke kiemeléssel a gatld hatasokat jeloltiik.

42.2.2.
hatasa MM6 modell-sejtekre

(Leurs U*, Lajké E*, Mezé G, Orban E, Ohlschldger P, Marquardt A, Kohidai L, Manea
M. (2012) GnRH-IIl based multifunctional drug delivery systems containing both
daunorubicin and methotrexate. Eur J Med Chem. 52: 173-183. (*Megosztott elsészerzd))

GnRH-III alapu, tumorellenes hatéanyagot tartalmazé konjugatumok

Az iranyitd egység mellett a gyogyszer-célbajuttatd rendszerek masik fontos elemét,
maga a hatéanyag jelenti. Kihasznalva azt, hogy a GnRH-III receptor affinitdsa a Lys8
oldallancanak modositasa mellett is megtartott [131, 135], kiilonb6z6é tumorellenes

hatéanyagok — daunorubicin (Dau) és doxorubicin (Dox), metotrexat (Mtx) —
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kapcsolasara keriilt sor az egyes irdnyitdé hatdsut GnRH-III szarmazékokhoz. A
konjugatumokban szerepld gydgyszermolekuldkat elsédlegesen kiilonb6zd hematologiai
tumorok kezelésében alkalmazzak. Az antraciklin tipusu antibiotikumok — daunorubicin
¢s doxorubicin — terapids hatdsa tobb mechanizmusra vezethetd vissza. Képesek gatolni a
topoizomeraz II-t, interkaldlédni a bazisparok kozé, és kisebb részben a reaktiv
oxigéngyokok képzése is hozzajarul tumorellenes hatdsukhoz. A metotrexat egy
antimetabolit, a dehidrofolsav reduktaz gatldsan keresztiill vezet a purinanyagcsere
zavardhoz és a daganatsejtek pusztulasahoz [191]. A legtobb daganatellenes szerhez
hasonloan ezen gyodgyszerek alkalmazasakor is szamolni kell a csontveld szuppresszio, és
a gyomor-bél nyalkahartya karosodas kovetkeztében megjelend mellékhatasokkal. Az
antraciklinek az egyik leghatékonyabb tumorellenes gydgyszercsoport, azonban a
fenticken tal, sulyos kardiotoxikus mellékhatasuk is korlatozhatja eredményes
felhasznalasukat. Kardiotoxicitasuk annak tulajdonithat6, hogy a szivizomsejtek csokkent
antioxidans kapacitdsuk révén nagyobb mértékben vannak kitéve az antraciklinek
hatasara képz6do6 reaktiv szabadgyokok karositd hatasanak [192, 193]. A mellékhatasok
kikiiszobolése, €és a rezisztencia visszaszoritasa céljabol kiillonb6zd, hordozokhoz
konjugalt, vagy liposzomaba zart formdkat allitottak mar eld, és tumorellenes
hatékonysagukat széles korben vizsgaljak [194] (drugs.com/pro/daunoxome.html).

A vizsgélt konjugatumok irdnyitd egységei kiilonboz6 GnRH-III szarmazékok
voltak, amelyekhez a hatdanyagok, kémiai szerkezetiikkbdl adodoan, kiilonb6z6 kémiai
kotéseken keresztiil lettek kapcsolva. A konjugatumok tervezésénél a kiindulési alapot a
doxorubicin tartalmit AN-152 jelentette, ahol a hatdéanyag egy észterkotésen keresztiil
kapcsolédik a [D-Lys®]-GnRH-I [142].

Eszterkités

Oximkotés

X = OH (Doxorubicin)
13 /N
14 X =H (Daunorubicin)

CH,
33. abra: Doxorubicin és daunorubicin szerkezete és a konjugdlas soran
kialakithato kotés tipusok

A doxorubicin tartalmaz egy OH (C14-OH) csoportot, ami alkalmassa teszi az

észterkotésen keresztiili kapcsolasra a GnRH-I11 Lys® oldallancahoz. Ez a funkcios
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csoport azonban a daunorubicinben (C14-H) hianyzik, igy a konjugalas egy oximkdotés
kialakitasaval lehetséges (C13), vagy amidkotésen keresztil a cukorrész
aminocsoportjanak felhasznaldsaval, ez utobbi azonban a citotoxikus hatés elvesztésével
parosulhat [137] (33. dbra).

(Vizsgalatainkban szereplé doxorubicin tartalmu konjugatumok esetén tobb
kiilonb6z6 kotéstipus — észter-, amid-, oximkotés — kiprobalasara keriilt sor, ezt
mindenhol kiilon jeleztem. A daunorubicin, azonban minden esetben oximkdtésen
keresztiil volt a hordozohoz kapcsolva, igy ezt a késébbiekben kiilon nem tiintettem fel.)

A konjugdtum internalizacidjat kovetden magéanak a hatdanyagnak, vagy a
tumorellenes hatas kivaltdsa szempontjabol aktiv metabolitjanak a felszabadulasahoz a
peptid-hatbanyag kotésnek fel kell szakadnia [145]. Az észterkotést az észterazok
bontjdk, azonban az oxim és az amidkotés kémiailag meglehetdsen stabil, igy a
tumorsejtekben rendszerint taltermel6do, lizoszomalis enzimre (katepszin B) érzékeny
tavtartd szekvencia (GFLG, YRRL) beépitésére keriilt sor a daunorubicin/doxorubicin
¢és a GnRH-III peptid koz¢é [137, 145].

Az iranyitdo hatdsu GnRH-III peptid enzimatikus stabilitdsanak javitasara a 4-es
pozicioba egy N-MeSer (N-metil-szerin), vagy egy az oldallancan acetilezett lizin
(Lys(Ac)) keriilt beépitésre [147, 148]. Az *Lys(Ac)-t tartalmazé szekvencidnal az
acetilcsoport helyett egy hatéanyag molekula is kapcsolhat6; ez esetben a 4-es és 8-as
pozicioban 1év6 lizinekhez egy-egy hatdéanyag konjugdldsara nyilt lehetdség. Az igy
eldallitott bifunkcios (két hatdéanyagot tartalmazd) konjugdtumok segitségével a
hatoanyag kétszeres dozisban juttathatdo el a sejthez, vagy két eltérd tamadasponta
hatdbanyag kombinalasdra van lehetdség, amely additiv vagy szinergista mddon
novelheti a konjugatum aktivitdsat. A tumorellenes hatds fokozasa érdekében
kifejlesztett bifunkcios konjugatumok eldallitdsara egy masik konjugalasi stratégia is
lehet6séget biztositott. A hordozé GnRH-III Lys® oldallancahoz egy kovetkezd Lys
aminosav kapcsolhat6, aminek mind az a mind az € aminocsoportjain keresztiil egy-egy
hatéanyag konjugéalasa valt lehetségessé. A fenti két kapcsoldsi eljards segitségével
Osszesen négy bifunkcios konjugdtum szintézisére keriilt sor, amelyek vagy két
daunorubicint [148] vagy egy daunorubicin és egy metotrexatot tartalmaztak [195].
Bifunkciés konjugatumok eldallitdsdra a dimer szarmazékok is felhasznélhatok, ez

esetben mindkét monomer rész alkalmas egy-egy hatdoanyag kotésére (13. tablazat).
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Munkdm sordn a konjugdtumok komplex in vitro vizsgélatdval egy olyan hatékony

tumorellenes és egyben a sejtek metasztatikus terjedését is gatld6 GnRH-III konjugatum(ok)

kivalasztasa volt a cél, amely(ek) alkalmas(ak) lehet(nek) az iranyitott tumorterapiaban

torténd tovabbfejlesztésre és felhasznalasra. A konjugatumok MMG6 sejteken mutatott

adhéziot befolyasolo, kemotaktikus €s antiproliferativ/citotoxikus aktivitasat a 13. tabldzat

szerinti bontasban ismertetem, 6sszehasonlitva az AN-152 hatasaval.

13. tablazat: Hatoanyag-tartalmu GnRH-III konjugdtumok

Felépités Rovid név Szabalyos név
fgi‘g’;}ya . AN-152 GNRH-H1[°D-Lys(Dox-CO-(CH,)5-CO)]
GnRH-111 GnRH-111(Dox-észter) GNnRH-II[’Lys(Dox-CO-(CH,);-CO)]
+ hatoanyag GnRH-I11(Dau) GnRH-I11[*Lys(Dau=Aoa)]
GNnRH-111(Dox-0xim-GFLG) | GnRH-I[’Lys(Dox=Aoa-GFLG)]
GNRH-II1 GnRH-IlI(Dox-amid-GFLG) GnRH-1I1[’Lys(Dox-CO~(CH_),-CO-
+ spacer GFLG)]
+ hatoanyag GnRH-1l1(Dau-GFLG) GnRH-1I[’Lys(Dau=Ao0a-GFLG)]
GnRH-111(Dau-YRRL) GnRH-I11[’Lys(Dau=Aoa-YRRL)]
Médositott GnRH-111 | (N-MeSer)*GnRH-111(Dau) | GnRH-I11[*N-MeSer, ®Lys(Dau=Aoa)]
+ hatoanyag (Lys(Ac))*GnRH-1lI(Dau) | GnRH-II[*Lys(Ac), Lys(Dau=Aoa)]
4 _ 4 8 _ 4,8 —
Monomer (Lys)’GnRH-I1I(Dau’-Dau®) | GnRH-II["*Lys(Dau=Aoa)]
bifunkciés (Lys)*GnRH-I1I(Mtx*-Dau®) | GnRH-II[*Lys(Mtx), ®Lys(Dau=Aoa)]
konjugatumok GnRH-I1I(Dau®-Dau’) GnRH-11[’Lys(Dau=Aoa-Lys(Dau=A0a))]
GnRH-11I(Mtx-Dau®) GnRH-I[’Lys(Mtx-Lys(Dau=Aoa))]
Dimer [GnRH-11I(Dau)], [GnRH-I1I[’Lys(Dau=Aoa-C)]],
bifunkciés [GNRH-III(Dau-YRRL)], [GNRH-I11[’Lys(Dau=Aoa-YRRLC)]],
konjugatumok [(N-MeSer)*GnRH-111(Dau)], | [GNRH-II[*N-MeSer, {Lys(Dau=A0a-C)]],

Aoa: aminooxiecetsav; N-MeSer: N-metil-szerin; Lys(Ac): “N-acetilezett lizin; Dau: daunorubicin; Dox:
doxorubicin, Mtx: metotrexat. A daunorubicin mindenesetben oximkoétéssel volt kozvetleniil, vagy spacer
szekvencian keresztiil a hordozohoz kapcsolva, igy ezt kiilon nem tiintettem fel.

42221

Sejtadhézio befolyasolasa

Az ECM - daganatsejt adhézios kapcsolatok jelentdsége nem kizarolag a sejtek

metasztazisképzd sajatsdga szempontjabol fontos tényezd, hanem a tumorsejtek DNS

karositd szerek iranti érzékenységét is képesek befolyasolni. Megfigyelések szerint a

gyenge adhézids kolcsonhatasokkal rendelkezd, vagy letapadas fliggetlen tumorsejtek

kevésbé reagaltak a citotoxikus kezelésre, azonban a sejtek kitapaddsakor a citotoxikus

szerek hatasara bekovetkez6 DNS karosodas a sejtek apoptozisat okozta [196].
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A tumorellenes hatéanyagot hordozé GnRH-III konjugatumok adhéziora kifejtett

hatasanak vizsgalata egyrészt antimetasztatikus hatasuk feltérképezése, masrészt

tumornovekedést gatld hatékonysaguk szempontjabdl is fontos.

1)

@)

Az AN-152 az alacsonyabb koncentraciok felé haladva koncentraciofiiggé modon
fokozta a sejtek kitapadasat (10 - 10° M: 137,2 - 113,8%) (34. dbra). A GnRH-III
alapu parja, a doxorubicint észterkotésben tartalmazd GnRH-111(Dox-észter) esetén
egy nagyobb mértéki és a teljes koncentracid tartomanyra kiterjedo, adhéziot fokozo
hatés volt kimutathato (125,1 - 161,4%), ezzel szemben a daunorubicin kapcsolasa —
oximkotésen keresztiil — a GnRH-I11 peptidhez (GnRH-III(Dau)) adhéziot csokkentd
hatassal (71,3 - 87,1%) jart mindegyik vizsgalt koncentracioban.

200+ AN-152 200 - GnRH-lll(Dox-észter) 200 - GnRH-llI(Dau)
180 4 1804 1804
y
160 4 - - 160
= L
140 T sy 2 140
Lo
120 o . Sl 1204
] e

Eg woH H —H H H H H F 100
o2 804 80
7]

604 60 4

404 40 4

204 204

0 T T T T T T T 04
2 41 40 8 B8 T b 42 A1 40 9 8 7 6
log c [mol/l] log c [molil] log c [molfl]
34. abra: Spacer nélkiili, hatoanyag-tartalmu konjugatumok sejtadhéziora kifejtett
hatasa MMG6 sejteken

Szignifikancia: x —p < 0,05; y — p < 0,01

Az adhézidt fokozo hatas szempontjabol a spacer szekvencia beépitése a
konjugdtumba nem bizonyult kedvezdnek. A kotés tipusa jelentdsen kihatott a GFLG
tavtarton keresztiil kapcsolt doxorubicin tartalmu konjugatumok adhézios jellegére.
Az oximkoétéstt konjugatum (GnRH-11I(Dox-oxim-GFLG)) csokkentette a sejtek
kitapadasat (83,4 - 75,6%), mig az amidkotés alkalmazasa (GnRH-111(Dox-amid-
GFLQG)) mellett tovabbra is az adhéziot fokozo hatéds (153,9 - 140,0%) dominalt 10
0_10°M tartomanyban. Ez a hat4s azonban kisebb mértékii volt, mint a GnRH-
I11(Dox-észter) konjugatum esetén mért érték (35. dbra).

Az oximkotést tartalmazé GnRH-1l1(Dau-GFLG) szarmazékra is az adhéziot
csokkentd hatas volt jellemzobb (10™2 - 10™ M: 70,5 - 83,1%; 107 - 10° M: 74,2 -
82,7%) (35. abra). A GFLG szekvencia meglehetésen hibrofob, és igy az egész
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konjugatum vizoldékonysaga valamelyest rosszabb volt. Az oldékonysag novelése
érdekében egy jobb vizoldahatésagu, katepszin B érzékeny YRRL szekvencia
keriilt beépitésre a GnRH-III peptid és a daunorubicin kozé [145]. Az igy eldallitott
GnRH-I111(Dau-YRRL) azonban nem rendelkezett adhéziot befolyasold aktivitassal.
(A korabbi vizsgalatok szerint az amidkotéssel kapcsolt daunorubicin elvesztette

citotoxikus hatasat [137], igy méréseinkbe ezt a szarmazékot nem valasztottuk be.)

- GnRH-lli(Dox-0xim-GFLG) 200-GnRH-lll(Dox-amid-GFLG) 200, GnRH-ll(Dau-GFLG) 200, GnRH-ll(Dau-YRRL)

»n
(=]
o

180 180 4 1804 180 4
160 1604 i x e 160 4 160 4
1404 1404 140 4 1404
120 1204 1204 120 4
§§ 100 100+ 1004 1004
o= 804 X 804 80 80
= 60 604 60+ 604
404 404 404 404
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log ¢ [mol/l] log ¢ [mol/l] log ¢ [mol/l] log ¢ [mol/l]
35. d@bra: Spacer szekvenciat tartalmazo konjugatumok adhéziot befolydsolo
hatasa MMG6 sejteken

Szignifikancia: x —p<0.5;y-p<0.1

Az N-MeSer és Lys(Ac) szubsztitucidja (4. pozicioban) adhéziot fokozé hatassal parosult. Az
(N-MeSer)*GnRH-111(Dau) konjugatum pozitiv hatasa (129,2 - 117,8%) 10° - 10° M
koncentraciéban volt kimutathat6, mig (Lys(Ac))*GnRH-111(Dau) esetén ez a hatas nagyobb
amplitidéval (131,5 - 157,6%), és szélesebb koncentracié tartomanyban (10™ - 10® M) jelentkezett

(
(3) 36. dbra).

200, (N-MeSer)*GnRH-lII(Dau) 200, (Ac-Lys)’GnRH-lI(Dau)

Slope [%]
At: 3h

log ¢ [moll] log c [molil]

36. abra: Modositott GnRH-III szarmazékot és hatoanyagot tartalmazo

konjugatumok adhéziot befolydasolo hatasa MM6 sejteken
Szignifikancia: x —p < 0,05; y—p < 0,01
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(4) Egy masodik hatéanyag — daunorubicin vagy metotrexat — kapcsoldsa a

(Lys(Ac))*GnRH-111(Dau) konjugatumhoz, lerontotta az egyszeres hatoanyag-
tartalma konjugatum adhéziét serkenté hatasat. Az (Lys)*GnRH-111(Dau’-Dau®)
konjugatumra neutralis/adhéziot csokkentd hatas volt jellemzd, mig az
(Lys)*GnRH-I1I(Mtx*-Dau®) esetén kisebb mértékben, de megmaradt az adhéziot
fokozo jelleg (107 - 107 M: 136-127%) (37. dbra).
Mindkét, a 8-as pozicioban kétszeresen konjugélt peptid esetén az alacsonyabb
koncentraciok felé haladva (1072 - 10° M) egy adhéziot csokkentd trend (GnRH-
llI(Dau-Dau®): 73,6 - 87,6%; GnRH-1II(Mtx>-Dau’): 69,8 - 77,6%) volt
kimutathat6 (37. dbra).

200 -(Lys)*GnRH-lll{Dau*-Dau®) 200 1(Lys)’GnRH-llI(Mtx*-Dau®) 2004 GnRH-ll(Dau®Dau®) 200 GnRH-II(Mtx®>-Dau®)

T e e § [ et s e 160 S e 1604 .
T804t 0 T 140 L D
Eg 1004 100 4 1004
§g 80+ 80+ 80
® 60 4 60 - 604
40 4 40 4 40
204 204 204
04 o 0 0
121110 9 8 7 6 12-11-10 9 -8 7 6 421110 9 8 -7 6 421110 9 -8 -7 -6
log c [mol/l] log ¢ [molil] log ¢ [mol/l] log ¢ [mol/l]
37. abra: Monomer tipusu bifunkcios konjugdtumok adhéziot befolydsolo
hatasa MMG6 sejteken

(5) A dimer szarmazékok koziil a [GnRH-I1I(Dau)], és a [GnRH-1II(Dau-YRRL)],
jelentésen  novelték a  sejtek  kitapadasat, azonban hatasuk eltérd

koncentraciofiiggést mutatott.

200- [GnRH-IlI(Dau)], 200- [GnRH-III(Dau-YRRL)], 200, [(N-MeSer)‘GnRH-li(Dau)],
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120 1204 120
%5 100 100 4 100
o< 80 804 80
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40 40 4 40
20 204 20
0- 0 04
12 1 10 9 -8 7 6 12 11 10 9 8 7 6 12 1 10 9 8 7 6
log ¢ [mol/l] log ¢ [mol/l] log ¢ [mol/l]
38. dbra: Dimer tipusu konjugdtumok sejtadhéziora kifejtett
hatasa MMG6 sejteken

Szignifikancia: x — p < 0,05; z - p < 0.01
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Az YRRL spacert tartalmaz6 dimer 107 - 10 M-ban bizonyult hatasosnak (130,1 -
158,1%), mig a [GnRH-111(Dau)], szélesebb koncentracio tartomanyban fejtette ki
hatasat (10 - 10° M: 1252 - 134,6%) (38. dbra). Az [(N-MeSer)*GnRH-
[1I(Dau)],, a [GnRH-1II(Dau)], dimerhez viszonyitva, egy neutralis/gyenge
adhézidt csokkentd hatast (10 - 10 M: 85,8 - 85,6%, 107 M: 85,7%)
eredményezett. (A [GnRH-I11(Dau-GFLG)], dimert rossz viz oldhatésaga miatt nem
tudtuk megfeleld koncentracidban kihigitani, igy vizsgalatainkban csak az YRRL

szekvenciat tartalmazo dimer szarmazék szerepelt.)

4.2.2.2.2. Kemotaxis vizsgalatok

Munkacsoportunk korabbi eredményei azt jelzik, hogy egy hatdanyag-tartalma
konjugatum kemotaktikus hatdsit nem egyediil a hordozd/irdnyitd rész, valamint az
esetleg jelenlévd spacer szekvencia alakitja ki. Hasonloan az adhézidra kifejtett
hatasokhoz a konjugatum kemotaktikus potencialjat maga a hatéanyag és konjugalas
modja is szignifikans mértékben befolyasolhatia [197]. Igy a hatdanyag-tartalmu
szdrmazékok vizsgalata sordn elemeztiik egyrészt, hogy a kiilonbozd gyogyszer
komponensek hogyan befolyasoljak a konjugadtum kemotaktikus hatdsat, masrészt
Osszehasonlitottuk a spacer nélkiili és spacert tartalmazé konjugdtumok valamint a
GnRH-III agonista szarmazékaibol felépiild6 monomer és dimer konjugatumok MM6

human monocita sejteken mutatott kemotaktikus karakterét.

(1) Az AN-152 és a GnRH-III alapu analogja, a GnRH-III(Dox-észter) hasonld
kemotaktikus profillal rendelkeztek, 10® - 10° M tartoméanyban szignifikans
repellens hatasunak bizonyultak (AN-152: 74,4 — 59,6%; GnRH-111(Dox-észter):
71,4 - 61,9%) (14. tdbldzat). A daunorubicin tartalmu GnRH-III konjugatum
(GNRH-ITI(Dau)) kemorepellens hatasat két koncentracio optimum jellemezte: 10°
M (62,9%) és 10 M (75,9%).

(2) A GFLG tavtartd beépitése a konjugatumba a GnRH-I11(Dox-oxim-GFLG) esetén
egy neutralis/gyenge attraktans hatast (116,1 - 126,3%) eredményezett 10%-10°Mm
tartomanyban, mig 10° M-nal egy negativ csucs (62,5%) volt megfigyelhetd (14.
tablazat). Az amidkotésti szarmazék esetén (GnRH-11I(Dox-amid-GFLG)) a
repellens jelleg egyediil 10 M-ban maradt meg (73,3%); alacsony koncentracidban

(10, 10" M) mar attraktans hatast (117,4 - 132,1%) fejtett ki a konjugatum. A
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GFLG szekvencia jelenléte a GnRH-111(Dau-GFLG) konjugatumban potencirozta a

spacert nem tartalmazé GnRH-III(Dau) konjugatum alacsony ¢&s

magas

koncentracioban egyarant jelentkezd repellens aktivitasat (10'12 - 10 M: 59,1 -

56,3%:; 107 - 10 M: 68,7 - 67,8%). Az YRRL szekvencia, ezzel szemben gyenge,

de szignifikans attraktans jelleget kolesonzott a konjugatumnak széles, 10™° - 10°®

M tartomanyban (128,8 -136,3%) (14. tablazat).

14, tablazat: Hatoanyag-tartalmu konjugatumok kemotaktikus hatasa MM6 sejteken

GnRH-III konjugatumok

Kemotaxis index [%0] (kontroll = 100%)

102 M[10™ M{10°M|10° M |10 M |107 M |10° M

] 109,2| 87,7| 94,0/ 915| 744" 845 596"
AN-152 +445) £11,97| +£9,99| =£821| +591| +949| +386
] P 87,5 92,6/ 100,6| 84,2| 71,4Y| 77,1Y| 619"
GnRH-111(Dox-észter) +744]  +£9| £537| +541| +365| +606| =434
) 759%| 86,7| 116,0| 101,5| 882 932| 62,97
GnRH-111(Dau) +3,1| +£445| +7,73| £574| £597| +£2,13| +3,28
: 87,8| 84,4| 120,7| 625%| 93,8 116,1| 126,3
GnRH-I(Dox-0xim-GFLG) | | 15 39| . 1314| <1096 +a02| £1112| +515/ +9.91
- 117,4%| 98,1| 132,1%| 99,0/ 94,8| 101,7| 73,3*
GnRH-I11(Dox-amid-GFLG) 1318| £988| £706| +609| £1058| +62| 296
GnRH-111(Dau-GFLG) 59,17| 56,3 879| 107,3/1328%| 68,7%| 67,8"
+7,91 +6,9| 13,76 +7,02| +895| +£8,79| +13,11

GNRH-I1I(Dau-YRRL) 120,2| 70,3%|128,8"| 878/1254%121,5"(136,3”
+92| +8,12| +7.87| *442| +548| +427| +6,58

(N-MeSer)’GnRH-IlI(Dau) | 66:8°| 648”| 772" 984 1107| 66,8”| 58,6
+834| +737| +£822| +477| +223] +£732| +7,92

4 ] 91,6 81,7 859 939| 56,0°| 98,7 57,87
(Lys(Ac))"GnRH-11I(Dau) +498| 1+613| +504| £1018| +375| +588| +384
4 4.8 | 1067 61,97 69,8%| 805| 90,9| 1035 97,7
(LysyGnRH-NI(Dau™Daw’) | 56,1 09| To7a| +o76| £787| =s82| 479
4 4 oy 8 81,7 91,8 935| 6837 99,7| 6527 80,0
(Lys)'GnRH-IN(MX-Daw’) | 050l L 11 19| < 1179| +g11| =1166| +065 «1052
8 a8 57,7°| 66,3Y| 885 926 112,1| 46,0°| 54,9°
GnRH-1I(Dau™-Dau’) +811| +790| =915 +4,78| £11,66| +753| +11,24
8 . 8 945| 100,1| 98,2 84,7 931| 119,7/136,8"
GnRH-I(Mtx"-Dau’) +687| +547| £720| +605| =£520| +11.24] 20,23
) 5527 57,2Y| 103,2| 10251615 64,9Y| 73.4*
[GnRH-111(Dau)]> +414| +96| £12,65| +875| +872| +556| +12,02
] ) 87,9| 785" 100,0| 63,0% 77,1%| 92,7| 740"
[GnRH-I(Dau-YRRL)]> +6,89| £10,15| +9,96| +3,37| +752| +3,47| +352
[(N-MeSer)*GnRH-111(Dau)],| 86:1 | 83.0"| 85,97| 882" 853"| 730% 57,7°
2| +s52| +573| +581| +256| +503| 486 434

Kemotaxis index: kontrollra vonatkoztatott szazalékos értek. Sziirke kiemeléssel a szignifikans
hatasokat jeloltik. Szignifikancia: x —p < 0,05; y —p <0,01; z - p < 0,001.
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(3) A GnRH-III agonista szarmazékaira épiild konjugatumok is dontden repellens
hatassal rendelkeztek. Az (N-MeSer)*GnRH-III(Dau) esetén, a GnRH-III(Dau)
szarmazékhoz viszonyitva, egy intenzivebb, €s tobb koncentracidra kiterjedd
repellens hatas (10%% - 10%° M: 66,8 - 77,2%; 107 - 10° M: 66,8 - 58,6%) volt
kimutathato (14. tabldzat). Az (Lys(Ac))*GnRH-III(Dau) repellens hatasa magasabb
koncentraciokban volt kifejezettebb (10 M: 56,0%, 10°° M: 57,8%).

(4) A Lys* oldallancahoz egy metotrexat konjugalasaval el8allitott (Lys)*GnRH-

HI(Mtx*-Dau®) tovabbra is repellensen (68,3 - 65,2%) viselkedett 10° - 107 M
tartomanyban. Az (Lys)'GnRH-1ll(Dau*-Dau®) repellens hatasa ellenkezé
koncentraciéfiiggést mutatott (10™ - 10™° M: 61,9 — 69,8%) (14. tabldzar).
A 8-as pozicidban egy masodik daunorubicin kapcsolasa (GnRH-111(Dau®-Dau®))
erds repellens hatast eredményezett, ami a monofunkcios konjugatumhoz (GnRH-
[1(Dau)) hasonlé koncentraciofiiggést — 102 - 10 M: 57,7 - 66,3%; 107 - 10°
M: 46,0 - 54,9% — mutatott (14. tdbldzat). Ezzel szemben a metotrexat hasonlo
pozicidban torténd konjugalasaval eldallitott GnRH-11 I(Mtxg-Daus) kemoattraktans
hatassal (136,8%) rendelkezett 10"® M-os koncentraciéban.

(5) Két GnRH-III(Dau) dimerré kapcsolasa is az alacsony és a magas koncentraciokra
egyarant jellemzé repellens hatas er6sodését (1072 - 10 M: 55,2 - 57,2%; 107 -
10° M: 64,9 - 73,4%) eredményezte (14. tabldzat). A [(N-MeSer)*GnRH-111(Dau)],
esetén a teljes koncentracié tartomanyra kiterjedé repellens hatds maximuma 107 -
10° M-ban volt megfigyelhetd (73,0 - 57,7%). A [GnRH-111(Dau-YRRL)], dimer,
az attraktans monomer szarmazékhoz GnRH-IlI(Dau-YRRL) képest, ellentétes,
repellens hatast mutatott; ami legintenzivebben 10”° M-ban jelentkezett (63,0%).

4.2.2.23. Antiproliferativ és citotoxicitasi vizsgalatok

Az iranyitott tumorterapidra tervezett konjugatumokkal szemben tamasztott egyik
legfontosabb kovetelmény, hogy a tumorsejtekhez jutva képesek legyenek elpusztitani
azokat, tehat a konjugatumnak rendelkeznie kell a szabad gydgyszermolekulara jellemz6
farmakologiai hatassal [66]. Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a hatéanyagok
konjugadtum forméaban is kifejtik-e sejtosztddast gatld hatdsukat citotoxicitasi
vizsgalatokat végeztiink. Vizsgélataink sordn az indukcios terapia soran kialakuld plazma

koncentraciénak megfelel$ koncentraciok (107 - 10° M) [198, 199] mellett, alacsonyabb
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tartomanyban (10™ - 10° M) is elemeztiik a konjugatumok MM6 sejtekre kifejtett
antiproliferativ/citotoxikus hatdsat az id6 fiiggvényében (24-48-72 h). A konjugatumok
aktivitasat, egyrészt a szabad hatdéanyagok (doxorubicin, daunorubicin), masrészt a
korabbi méréseink soran is referenciaként alkalmazott AN-152 hatdséaval vetettiik Ossze.

A hatdanyag-tartamu konjugatumok antiproliferativ /citotoxikus hatasat 24 o6ras kezelést
kovetden is vizsgaltuk, azonban szignifikans sejtszam csokkenést csak 48 ora elteltével

tudtunk detektalni. Ezért az abrakon csak a 48 és 72 oras eredményeket mutatom be.

(1) A MM6 monocita modell-sejt a daunorubicin hatasara volt a legérzékenyebb, mar
48 ora elteltével 10™° M-ban is szignifikansan sejtszdm csokkentd hatassal
rendelkezett (65,8%; Viasgn: 0,90), és a kezelés végére 10° M koncentracidban
kozel 90%-os citotoxicitas (16,5%; Viazn: 0,50) volt detektalhato (39. dabra). A
doxorubicin magasabb koncentraciéi (10 - 10°® M) mutattak csak hasonlé mértékii
hatast 72 éras kezelést kovetden (37,1 - 9,6%; Viazan: 0,72 - 0,43).

Doxorubicin
1404 48h —e— Daunorubicin 1407 72h

1204 ) —a— Metotrexate 120

-
o
o

100

804 80 s vsieniias

100%)

60 4 60 4

ElI5 sejtek szama [%]

(kontroll

404 40

204 20 4

0 T T T v T T T 0 T T r T T T T
-12 -1 -10 -9 -8 -7 -6 -12 -1 -10 -9 -8 -7 -6
log ¢ [mol/l] log ¢ [molll]

39. @bra: Szabad hatoanyagok sejtosztodast gatlo/citotoxikus hatasa MMG6 sejteken
Szignifikancia: y — p < 0,01; z—p < 0,001

(2) Az AN-152 és GnRH-III(Dox-észter) dozis-hatas gorbéje szinte teljes atfedést
mutat. Sejtosztodast gatldo hatdsuk mar 48 ora elteltével 107 M koncentracioban
megnyilvanult (AN-152: 38,8%, Viasg:: 0,80, GnRH-IlI(Dox): 38,2%, Viasgn:
0,82). Hosszu tavon (72h) 107 - 10® M-ban jelentkezd citotoxikus tulajdonsaguk
Osszemérhet6 volt a szabad doxorubicin hatasaval (AN-152: 26,3 - 13,1%, Viazn:
0,64-0,38; GNRH-111(Dox-észter): 21,0 - 8,6%, Viazn: 0,68-0,38) (40. dbra). Ezzel
szemben, a 10° M GnRH-III(Dau) konjugatummal térténd 72 6ras inkubacio

enyhe, de szignifikans sejtszamcsokkenést eredményezett (84,2%, Viazon: 0,98).
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= —=— An-152 140
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40. abra: Spacer nélkiili, hatoanyag-tartalmu konjugdatumok
antiproliferativ/citotoxikus hatasa MMB6 sejteken

Szignifikancia: x — p < 0,05; z - p < 0,001

(3) A doxorubicin-tavtarto-GnRH-III 6sszetételii konjugatumok koziil a 72 oras kezelést
kovetéen az amidkotésti forma (GnRH-111(Dox-amid-GFLG)) okozott a szabad
hatoanyaghoz hasonld mértékii sejtpusztulast (107 - 10° M: 36,7 - 12,7%;
Viazn:0,66 - 0,61). Az GnRH-1lI(Dox-oxim-GFLG) gyengébb citotoxikus hatast
(67,9%; Via;n:0,66) fejtett ki, ami csak 10% M-os koncentracioban volt
megfigyelhetd (41. dabra). A daunorubicin-tartalmu konjugatumok hatasat a tavtartd
beépitése szignifinkansan javitotta. A GnRH-111(Dau-GFLG) bizonyult aktivabbnak,
Osszehasonlitva a GnRH-Ill(Dau-YRRL) 77,1%-os hatasaval (Viazxn: 0,89), kozel
50%-os sejtszamcsokkenés volt megfigyelhet6 72 ora elteltével (54,0%, Viazzn: 0,8).
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41. abra: Spacer szekvenciat tartalmazo hatoanyag-GnRH-I1I konjugdatumok

antiproliferativ / citotoxikus hatisa MM6 sejteken
Szignifikancia: x —p < 0,05; y — p <0,01; z— p < 0,001

(4) Az alapszekvencidban modositott konjugatumok aktivitdsa nagy kiilonbséget
mutatott. Az (N-MeSer)*GnRH-I1I(Dau) nem befolyésolta szignifikans mértékben a

sejtek osztodasat még 72 oras kezelést kovetden sem (42. dbra). Ezzel szemben az
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(Lys(Ac))*GnRH-111(Dau) 10° M koncentracioban, mar 48 ora elteltével
antiproliferativ hatassal rendelkezett (10'6 M: 73,2%, Viagn: 0,96), ami 72 oras

kezelést kovetden tovabb er6sodott (49,1%, Viaggn: 0,77).

—s— (N-MeSer)*GnRH-lll(Dau)
—e— (Ac-Lys)*GnRH-lIl(Dau)
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42. abra: Modositott GnRH-I1I szarmazék - hatoanyag konjugatumok

antiproliferativ/citotoxikus hatasa MMB6 sejteken
Szignifikancia: y—p <0,01; z— p < 0,001

(5) A kétszeres hatéanyag-tartalmu derivatumok koziil a (Lys)*GnRH-111(Dau-Dau) 72

ora elteltével kozel masfélszer nagyobb citotoxikus hatassal (10'6 M: 30,3%; Viazon:
0,64) rendelkezett, mint a monofunkciés (Lys(Ac))*GnRH-I11(Dau) (43. dbra). A
(Lys)*GnRH-111(Mtx-Dau) hatékonysaga (10° M: 76,0%; Viazn: 0,96) 72 6rés

kezelés utan sem kozelitette meg az egyszeresen konjugalt szarmazék aktivitasat.

Egy masodik daunorubicin kapcsoldsa a Lys® oldallancahoz (GnRH-I11(Dau®-

Dau®)) hosszii tavon sem valtott ki szignifikdns sejtszdm csokkenést (94,8%;

Viazon:1,01) (43. dbra). Ezzel szemben az ugyanilyen tipusu, de metotrexatot

tartalmazo, GnRH-11I(Mtx®-Dau®) konjugatum 10° M-ban jelentds mértékben

csokkentette az ¢é10 sejtek szamat 72 oras kezelés soran (38,2%, Viazan: 0,77).

ElI6 sejtek szama [%]
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43. abra: Monomer tipusu bifunkcios konjugatumok antiproliferativ/citotoxikus

hatdasa MMG6 sejteken
Szignifikancia: x — p < 0,05; y — p < 0,01; z— p<0,001
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(6) Mindegyik dimer szarmazék esetén, a monomer egységek hatasahoz viszonyitva
jelentds, legalabb kétszeres aktivitasfokozodas volt megfigyelhetd. Az inaktiv
monomer formahoz képest az [(N-I\/IeSer)4GnRH-III(Dau)]2 mar 48 o6ra utan 59,6%-
os antiproliferativ hatassal rendelkezett (Viasgy: 0,88) (44. dbra). A 72 Oras
eredmények szerint a spacer szekvencia (YRRL) jelenléte ([GnRH-IlI(Dau-
YRRL)]2), ez esetben is nagyobb aktivitast kdlcsonzott a vegyliletnek (42,4%;
Viazn: 0,7), Osszehasonlitva a [GnRH-111(Dau)], dimer 66,4%-o0s, sejtosztodast
gatlo hatasaval (Viazon: 0,99).

—s— [GnRH-III(Dau)],
140 —e— [GNRH-III(Dau-YRRL)], 140
48h —— [(N-MeSer)'GnRH-lll(Dau)],
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44. abra: Hatoanyag-tartalmu dimer szarmazékok antiproliferativ/citotoxikus

hatasa MM6 sejteken
Szignifikancia: x —p < 0,05; y —p <0,01; z— p < 0,001
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5. MEGBESZELES

A korszeri tumorterapias torekvések kozos jellemzdje, hogy a tumorokban
szelektiven megjelend receptorokat vagy a transzformacioban kulcsfontossagu biokémiai
folyamatok egyes elemeit célozva, a kezelés szelektivitasat fokozzak. Ezaltal
elkeriilhetéek a nem kivant mellékhatasok és a gyogyszerrezisztencia kialakulasa [60]. A
tumorsejtek disszeminécidja a daganatprogresszié folyamatanak fontos mozzanata, amely
a célzott terapia sikerességét is jelentosen befolyasolhatja. A tumorsejtek adhézids
kapcsolatainak koros atalakulasa, és migracios aktivitasanak fokozodasa a metasztatikus
kaszkad szinte minden 1épésében (invazio, intra- és extravazacid, szdveti vandorlds ¢€s
megtapadas) kiemelkedd jelent6ségii [27]. Korabbi vizsgalatokban a monoamin-oxidaz
(MAO) enzim tultermelddését, és malignus transzformaci6é kialakulasaban betoltott
szerepét tobb kiillonb6z6 daganat esetén leirtak [62-64]. Ezek a megfigyelések azt is
felvetik, hogy a MAO-gatlok, példaul az R-deprenyl és szarmazékainak alkalmazasa
eredményes lehet a célzott daganatterapiaban [62]. A szakirodalomi adatok szerint az
egyes tumortipusok, a normal egészséges szovetekhez képest, erdteljes GnRH receptor
(GnRH-R) expressziot folytatnak [66], és a GnRH-III természetes hormon kozvetlen és
specifikus modon — gyakorlatilag endokrin mellékhatasok fellépése nélkiil — képes gatolni
ezen daganatok novekedését [132]. A tumorsejtek felszinén nagyszamban kifejez6d6
GnRH receptorokon keresztiil megvalosithatod egy kérdéses hatdanyag célbajuttatasa is. A
GnRH-III, egy hatdanyag-szallito rendszer részeként, képes egy hozza kapcsolt
gyogyszermolekulat szelektiven a daganatsejtekhez juttatni. A fenti ismeretek fényében a
tumorsejtek adhézios €s migracios tulajdonsagainak célzott, gyogyszeres befolyasolasa —
egyrészt a MAO enzim gatlasan keresztiil az R-deprenyl és szarmazékainak adasaval,
masrészt a GnRH receptoron hatod kiilonb6z6 GnRH-III szdrmazékok és hatdanyag-
szallitd konjugatumaik felhaszndlasaval — nyilvanvald fontossaggal bir a metasztazisok
kialakulasdnak megel6zése és gatlasa szempontjabol.

Jelen dolgozatban a célzott daganatterapias felhaszndlasra szant két anyagcsoport
antimetasztatikus hatasanak elemzésére vallalkozva, azok sejtfiziologiai hatdsat egy
csillos, eukariota egysejtli — Tetrahymena pyriformis — és egy emlés — dontden akut
mieloid leukémia eredetii monocita sejtvonal (MM6) — modell-sejteken vizsgaltam.

A Tetrahymena pyriformis csillos egysejtii vizsgalatat tobb tényez6 is indokolja.

Gyakorlati elénye, hogy laboratoriumi feltételek mellett konnyen, gyorsan tenyészhetd, és
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rovid (~150 perc) ciklusidejének koszonhetéen egyes kdrnyezeti hatasok rovid és hossza
tava, akéar tobb generdcion keresztiil tartdé (hormondlis imprinting) vizsgalatira is
lehetéség adodik [200]. Elméleti szempontbdl, a magasabb rendiiek sejtélettani
valaszreakcioival és szabalyozd folyamataival homoldg funkciok és mechanizmusok
jelenléte, tobbek kozott hormonszerl anyagok termelésének, tarolasanak, kibocsatasanak
képessége, kemotaktikus és kemokinetikus reakciojanak érzékenysége [168, 175] szintén
indokolja, hogy a metasztazisok kialakulasanak megel6zését és gatlasat célzo vizsgalatok
bevezetdé méréseihez ezt a modell-sejtet valasztottuk [201, 202]. A Tetrahymena
felhasznalasaval egyes bioaktiv anyagok — természetes hormonok, vagy szintetikus
vegyiiletek (gyogyszerek) — hatdsainak egyszerli és adekvat vizsgalatara nyilik lehetdség.
A valasztott monocita modell-sejt, mint a szervezet migraciora specializalodott
sejttipusa kivalo lehetéséget nyujt az adhézié és kemotaxis mellett egyes anyagok
antiproliferativ és citotoxikus tulajdonsaganak adekvat vizsgalatara is [203]. A MM6 egy
akut mieloid leukémia modell is egyben [149]. Azok a mechanizmusok — megvaltozott
adhézios fehérje expresszid, és ennek kovetkeztében megjelend sejtosztodasi €s migracios
képesség —, amelyek révén biztositott a malignus hematopoetikus sejtek érpalyaba jutasa
(leukocitdzis), valamint megfeleld jelre (pl. kemokin expresszio) a szovetekbe (pl. tiidd,
agy, bor) torténd kilépése (szorodasa), jelentds hasonlosagot mutatnak a szolid tumorok

invazivitasat és metasztazisképzését eredményez6 folyamatokkal [204-207].

5.1. R-deprenyl és szirmazékai

511. A MAO szubsztrat szerotonin é a MAO-B gatlo R-deprenyl
szarmazékainak sejtélettani hatasai Tetrahymena pyriformis modell-sejten

A szerotoninszint szabalyozasaban, mind emldsok, mind egysejtiiek esetén a MAO
enzim fontos szerepet jatszik. A Tetrahymenaban kiilonb6zd funkciondlis tesztekkel
igazoltak, hogy a MAO aktivitds pH fliggése, nem szelektiv gatloszerek iranti érzékeny-
sége jO egyezést mutat az emlGs sejtekben leirt hatasokkal [182, 208]. A chlorgyline és az
R-deprenyl, mint szelektiv MAO-A és -B inhibitorok, hatasukat részben az enzim gatlasa
folytan befolyasolt szubsztratok hatasain keresztiil fejtik ki (pl. R-deprenyl dopamin
potencirozo hatasa a Parkinson-kor kezelésében). A szubsztratok koziil, a szerotonin révid
és hosszu tavli hatdsanak vizsgalata soran nyert eredményeink ismertetésével a

gatloszerek késObbiekben bemutatott hatasainak jelentdségére szeretnék ravilagitani.
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5.1.1.1. A szerotonin rovidtava hatasai

Korabbi vizsgalatok eredményei alapjan feltételezhetd, hogy a Tetrahymena altal
termelt vagy esetleg a kornyezetébdl felvett szerotonin szekrécidja révén képes
[167]. A hormonalis interakciok jelenléte is egy, a magasabb rendliekre jellemzd
funkcioképes, szerotonerg rendszer jelenlétét feltételezi mar az egysejtli szintjén [166].
Kisérleteink elsdnek bemutatott csoportjaban a szerotoninnal torténd kezelés hatasara
realizalodo intracellularis hormonszint valtozasok koncentracio-, ido- €s kornyezeti
tényezoktol (tapanyag-ellatottsagatol) vald fiiggését vizsgaltunk.

Az egysejtli, édesvizi Tetrahymena talélését, az allandéan véltoz6d kornyezeti
feltételek kozott, az érzékeny és gyors reagaloképessége biztositja. Nem csupdn kémiai
ingerek hatasaval kell szadmolni, hanem példdul a hémérsékletvaltozds, vagy a
tenyészetek megvilagitasi viszonyai alapveté mddon képesek megvaltoztatni a sejtek
¢lettani paramétereit (pl. szaporodas, hormontartalom és kotési képesség) [209, 210]. A
Tetrahymena természetes vizi kozegében az egyik ilyen alapvetd, kiilsé faktor lehet a
tapanyag molekuldk mennyisége. Laboratoriumi koriilmények kozott a sejtek
tenyésztése tdpanyagdus, bacto tryptone-t és élesztd kivonatot tartalmazé médiumban
torténik, mindazonaltal a tenyészetek fenntarthatok — rovid ideig — teljesen inorganikus
koriilmények (pl. Losina-Losinsky — LL - médium) kozott is. A tdpanyagdus médium
tartalmazza mindazokat a ndvekedési faktorokat, amik a sejtek osztédasahoz
szlikségesek, és azokat a prekurzor molekuldkat, amelyeket az endogén anyagainak
szintézis€¢hez hasznal fel. Ezek hianydban (tisztan s6 oldatban) a sejtek osztodasa, és
egyes, kornyezeti szerves molekuldkat igényld szintetikus folyamatai ledllnak, a sejtek
ugymond ¢éheznek. Eredményeink szerint a szerotonin hatisa a Tetrahymena sejtek
endogén hormon tartalmara is jelentds eltérést mutatott attdl fliggéen, hogy milyen
kozegben tortént a kezelés. Szignifikans hormonszint (hisztamin és ACTH) emelkedést
csak az LL-médiumban tartott sejtek esetén tudtunk kimutatni. Korabbi
tanulmanyokban kimutattak, hogy a stressz — hd, hiperozmoézis és hosszantartd
¢heztetés (24 ora) formajaban — fokozza a sejtek hormontartalmat [172, 211]. Jelen
esetben az egy oras kezelés LL-médiumban nem szdmit hosszu ¢heztetésnek Ha
figyelembe vessziik azonban a Tetrahymena viszonylag rovid, kb. 150 perces

ciklusidejét, akkor a sejt egyedi életében ez jelentds hatdsnak tekinthetd. Méréseink
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soran, hasonloan az irodalmi adatokhoz, mar a kontroll, ¢heztetett sejtek esetén is
szignifikdnsan magasabb hormonszinteket mértiink, mint a tenyésztd médiumban
levokben. A s6 oldatban kapott eredmények jelentoségét az adhatja, hogy ismerve a
Tetrahymena természetes vizi kozegét, feltételezhetd, hogy a laboratériumi
tenyésztéshez hasznalt tdpanyagdiis oldathoz képest az inorganikus OsszetevOket
tartalmazo oldat jobban modellezi ezt a normal allapotot.

A sejt altal termelt és szecernalt hormonok a Tetrahymena normal kérnyezetében
extrém modon kihigulhatnak. Igy a hormonalis interakciok vagy a még a sejten beliil
kovetkeznek be (az ugyanazon sejt altal termelt hormonok kozott), vagy receptoraiknak
kell rendkiviil érzékenynek lennie. Az alkalmazott femtomolaris és az az alatti
koncentraciok hatékonysaga azt jelzi, hogy a sejtek kornyezetébe szecernélt szerotonin,
a kozegben torténd kihiguldsa ellenére is befolyasolhatja a sejtek fiziologias
folyamatait. Tehat Tetrahymena sejtekben a hormonokat (szerotonint) felismerni képes
receptorok kifejezetten érzékenyek. A szerotonin koncentraciofiiggd hatdsa alapjan
feltételezhetd, hogy az evolucié alacsonyabb szintjén a hormondlis szabdlyozasnak
fontos eleme a hirvivé anyagok koncentraci6 valtozasaiban rejld hataskiilonbségek. Mas
hatast fejtenek ki nagyobb koncentraciot elérve, a sejt kdzvetlen kornyezetében, mint a
sejttél tavol, ahol a receptorok érzékenységének koszonhetben a 104 - 10™% M-os
oldataik mennyiségben, avagy akar mindségben is eltérd hatast kozvetithetnek.

A 30 és 60 perces kezelések eltérd hatdsai azt jelzik, hogy a hatdé hormonnak a
mennyisége nem jatszik kizarolagos szerepet a hatas eléidézésében, az id6tényezd is
meghatarozonak tlinik. A szerotoninnak, a kezelés iddtartamatdl fiiggd, olykor a
Tetrahymena hormon tartalmara kifejtett ellentétes iranyu hatasait leir6 megfigyeléseink
nem tekinthetok a szakirodalomban egyediilalloak. Korabbi vizsgalatokban a sejt
inzulin kotési képességét a szerotonin rovidtdvon (1-30 perc) csokkentette, mig a 60
perces behatdas utan mar fokozott FITC-inzulin kotédést eredményezett [173]. Az
1dofiiggd hatasok értelmezéséhez gondolni kell a sejtek sejtciklustol fiiggd
érzékenységére [212], vagy €éppen a szerotonin kezelés hatasara felszabaduld anyagok
egyiittes, vagy éppen attételes hatésaira is [213].

A szerotonin kezelés hatasara mutatkozé intracellularis hormonszint valtozasok
tobb lehetdséget is felvetnek az indukalt mechanizmusok tekintetében. Az irodalmi

adatok tiikrében egyrészt utalhatnak arra, hogy a kezelés hatdsdra megvaltozik a sejtek
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hormon termelése. Egy kordbbi vizsgéalatban a szerotonin hatdsara tobb mint
tizszeresére novekedett a sejtek RNS szintézise. Ez a megfigyelés a szerotonin
hormonalis hatdsainak 1dofliggését is magyardzhatja, ugyanis ez az emlitett
aktivitasfokozodas legalabb 30 perces behatds utan kovetkezett be, a révidebb, 15
perces kezelés éppen ellenkezbleg hatott [167]. Az LL-médiumban kapott
eredményeink tovabba azt is sugalljak, hogy egyes hormonok szintézis¢hez — legalabbis
az alkalmazott 1 oras ¢éheztetési periddus alatt — nem feltétleniil sziikségesek a normal
koriilmények kozott a kornyezetben jelen 1évo prekurzorok, hanem szintézisiik részben

vagy teljes egészében endogén anyagok felhasznalasaval is torténhet.

5.1.1.2. Szerotonin imprinting

A hormondlis imprinting a kezelések egy olyan specidlis tipusat jelenti, amely a
sejtek tartosan modosult valaszreakcidit idézi el6. A hormondlis imprinting kivaltadsara
mér igen kis koncentracioban jelenlévd (10™°, 10*M) hormon is képes volt [181, 214]. A
hormonnal t6rténd elsé kezelés indukalta reakcid nem csupan a kezelt sejten, hanem
annak utddsejtjein is, tobb generdcion at megfigyelhetd. A hormonnal térténd tobbszori
talalkozas a sejtek eltérd, rendszerint intenzivebb valaszat (pl. hormonkdtés, proliferacio,
kemotaktikus reakcid) valtotta ki. A hormonalis imprinting kialakithatésaganak,
szabalyozasanak részletes feltérképezése soran a korabbi munkak altalaban a kezelések
hatdsara kialakult memoriat 24 6ra (~9 generacid) vagy 1 hét (~70 generacio) tavlatdban
vizsgaltdk. Ezeken az intervallumokon belill az imprinting érvényre jutasat a kiilonbozo
sejtélettani folyamatokban bekdvetkezett, altalaban mennyiségi valtozasok jelezték [168,
181, 215]. Munkank soran, az eddigiekkel ellentétben, a szerotonin imprinting hossza
tavl hatdsat vizsgaltuk az imprintalt sejtek 500. és az 1000. utédgeneracidiban.

Mindegyik vizsgalt index (szerotonintartalom, osztodasi képesség, kemotaktikus és
kemokinetikus aktivitds) az 500. és 1000. generacioban mérve, kvantitativ eltérést
mutatott a nem imprintalt kontroll sejtekhez képest. A kivaltott imprinting tartossaga, €s a
hatasok koncentraciofiiggése ugyanakkor eltérést mutatott az egyes élettani paraméterek
vizsgalata esetén. A sejtek szerotonin tartalmara kiilondsen igaz ez a megallapitds. Az
500. generacidban mindkét koncentracid negativ imprintinget, intracelluldris hormonszint
csokkenést valtott ki. Az elokezelést kovetd 1000. generacioban a 10"® M-os szerotonin

hatdsa a nem imprintalt kontrollal volt egyenértékii, mig az alacsonyabb koncentracio
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éppen ellenkezdleg, pozitivan hatott, mint a korabbi iddpontban. Ennek hatterében tobb
mechanizmus is allhat. Okozhatja az, hogy az egyes koncentraciok eltérd
hatasmechanizmus mentén fejthetik ki hatasukat. Koncentraciofiiggd modon valtozhat a
sejtek szerotonin szintézise, felvétele vagy akar a szekrécioja is. Tovabba ezekben a
folyamatokban, az imprinting hatasara beéllt valtozasok az iddben is eltérd stabilitdstiak
lehetnek [167]. A korabban bemutatott eredményeink Szerint is, a hormonalis interakciok
fontos elemei a sejt szabalyozo folyamatainak. Tehat feltételezhetd, hogy a szerotonin
kezelés hatasara bekovetkezd intracellularis hormonszint valtozasok moédosithatjak a
szerotonin imprintal6 képességét, a kialakult memoria mértékét €s tartdssagat is.

Az 500. és az 1000. utddgeneracio sejtieinek emelkedett osztodasi ratdja a 10° M
szerotonin eldkezelés imprintald hatisat és a hosszll tdva memoriat kialakitd képességét
jelzi. Koréabbi kisérletekben a hormon révid tavi hatasat is kimutattdk. A sejtek osztodasa
kézvetleniil és 1-14 nappal a 10™ - 10° M koncentracidban alkalmazott szerotonin
elokezelést kovetden fokozodott [167]. A dijod-tirozin korabbi, hosszi tava (500
generacio) mitozist indukalo hatasat [178] is alapul véve feltételezhetd, hogy a szerotonin
imprinting tartds funkciondlis valtozast idézett eld, és az eldkezelés formajaban atvitt
informaci6 akar 1000 generacion keresztiil is tovabb adodik.

A jelmolekulaval vald els6 talalkozas rogziilése sok esetben a Tetrahymena egy ra
jellemzo fiziologiai reakcigjaban, a mozgasi viselkedésében bekdvetkezd valtozas
formajaban nyilvanult meg [157, 168]. A sejtek kemotaktikus aktivitisa egy olyan
érzékeny paraméter, amely egyes hormonok esetén a kotddésvizsgdlatokndl is
érzékenyebben, molekula-szerkezetre specifikus modon jelezte a hormonalis memoria
kialakulasat [50]. Ko6hidai és munkatarsai kimutattak, hogy a szerotonin, az elsé kezelés
alkalmaval, kemorepellens aktivitassal rendelkezik és ez a hatdas 24 o6ra multan is
észlelheté volt [168]. Vizsgalataink soran a hosszii tavii memoria kialakulasara és
fennmaradasara egyik legszebb példa a szerotonin kemorepellens karaktere volt, amely
kovetkezetesen az 500. és 1000. utdbdgeneracidban is megnyilvanult. Az egyszeri kezelés,
az ismételt kezelés kismértékben tovabb erdsitette ezt a profilt.

A Tetrahymena mozgasa két {6 mozgasformabdl tevédik dssze. A mozgas mintazatat
az egyenes haladasok €s az azokat megszakit6 elfordulasok aranya hatdrozza meg. A

sejtek alapmozgésa az egyenes vagy spiralis nyomvonalat kovetd Uszés. A sejtek gyors
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elérehaladasat az egyenes vonalu Uszdsi szakaszok biztositjadk, mig az elfordulasok
szaménak novekedésével a sejtek uszédsa kanyarulatosabba valik. Az elforduld szakaszok
adnak modot a sejtnek az iszas kozben torténd reorientalodasra és korrekcidkra is. A
csillos egysejtiiek masik mozgastipusa abbol adodik, hogy képesek a szilard feliileten,
csilloikkal iddleges, adhézidszerii kapcsolatot 1étesitve, egyenes vonali (kuszas), vagy
korkoros mozgast (creeping) végezni [157, 190]. A szerotoninnal kivaltott imprinting
hosszl tavu, a sejtek Uszasi viselkedésére kifejtett hatdsabol lathatd, hogy a hormon
negativ — creepinget el6idéz0 — hatasa csak a madasodszori expozicido alkalmaval
jelentkezett, mig 6nmagaban az el6kezelés az 1000. utdédgeneraciod gyors, egyenes vonalu
uszasat eredményezte. A mért két index — Uiszasi sebesség és Uszasi mintazat — jo
Osszefliggésben all. A csillés mozgasbol eredd hajtderd alapjan a gyors mozgasok linearis
palydkon tehetdk meg a legnagyobb valoszinliséggel. Ebbdl adddik, hogy a lelassuld
mozgasokat a vizsgalt csillos Tetrahymena leggyakrabban kanyargdsabb utvonalon tesz
meg [216]. Ezt az elméleti fejtegetést latszik bizonyitani, egy kivételtdl eltekintve (Szer-
15 Szer-6 / Szer-15_Szer-15), a szerotonin esetében kapott két adatsor.

A szerotoninnal torténé elékezelés 1000 generacié multan is a sejtek megvaltozott
reakcidjat eredményezte, tehat az igy kivaltott imprinting hosszl tavi memoriat kialakitod
informacidja generaciorol generaciora atadodott. A hormondlis imprinting Osszetett,
részleteiben még nem teljesen feltérképezett folyamat. A rendelkezésre all6 adatok a
receptor-jelatviteli rendszer és a membran funkciondlis valtozdsa mellett génszintii
(epigenetikus) hatasok szerepét is felvetik az imprinting kialakulasa sordn. Az imprinting
kivaltasara képes, receptor szinten hatdo molekuldk, koztiik a szerotonin, nem mutagének,
valészinlileg génszintli hatasaikat, pl. a szerotonin esetében tapasztalt megnovekedett
RNS expressziot [167], epigenetikus faktorok, pl. a DNS metilacié modulalasan keresztiil
fejtik ki. Az 5-azacitidinnel — metilaciot gatlo agenssel — végzett vizsgalat mar az evolucid
alacsonyabb szintjén is bizonyitani latszott az epigenetikus szabalyozéas lehetdségét az
imprinting kialakitasaban [217]. Az emlés modell-rendszerekben végzett kisérletek
mellett, amelyek az imprinting metilaciot dtrendezd hatdsat tdmasztjak ald, a Tetrahymena
szintjén kapott eredményeink — a szerotonin elkezelés 1000 generacio elteltével is
fixalasaban €s generaciorol generdciora torténd tovabbadasaban az imprinterek metilacios

mintazatot befolyasol6 hatasanak fontos szerepe lehet [177, 201].
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5.1.1.3. A deprenyl szarmazékok sejtélettani hatisai Tetrahymena sejteken
Irodalmi adatok alapjan a szerotonin egyrészt membran ktédése utdn, kiilonbozo
jelatviteli mechanizmusokon (G-protein kapcsoltan, az adenilat ciklaz és a cAMP szint
szabalyozasan) keresztiil, masrészt, mint intracellularis mediator valthatja ki illetve
szabalyozhatja a Tetrahymena reakcioit [167]. Az imprinting kovetkeztében kialakulo
magasabb endogén szerotonin koncentracid, legyen az megnovekedett felvétel, fokozott
szintézis, vagy receptoridlis mechanizmus eredménye, azt a teoriat latszik tdmogatni,
hogy a szerotonin, mint intracellularis szabalyoz6 molekula jatszik szerepet az egyes
sejtélettani folyamatok szabalyozasdban. Azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy
az intracellularis szerotoninszint kozvetve, a Tetrahymena szekrécios folyamatai révén
autokrin/parakrin médon is befolyasolhatja az élettani funkciokat. Igy adodott a kérdés,
hogy a metabolizaciojaért felelés MAO milyen hatassal van a szerotonin intracelluléris
A kiilonbozo, MAO-A és -B izotipus szelektiv gatlészerek (chlorgyline és R-
deprenyl) a Tetrahymena szerotonin tartalmara kifejtett hatdsai alapjan feltételezhetd,
hogy az R-deprenyl, a MAO-B enzim gatlasan keresztiil fokozza a sejtek
szerotoninszintjét. Csillos modell-sejtiink esetében, az emlés sejtekben tapasztaltakkal
ellentétben, ez az izoforma lehet felelds a szerotonin lebontasaért. Az sem zarhatd ki,
hogy az R-deprenyl fent emlitett hatasaban nem kizarolag a szerotonin metabolizmusanak
hatdssal lehet. Az R-deprenyl azaltal, hogy fokozza a sejtek szerotonin tartalmat a

Tetrahymena fiziologias folyamatainak egész sorat lehet képes befolyasolni.

A kemotaxist illetben az R-deprenyl szignifikans kemoattraktans jelleggel
rendelkezett, raadasul ez a hatdés a MAO-B gatlashoz sziikséges dozisnal
nagysagrendekkel kisebb koncentracidoban mutatkozott meg, ami alapjan feltételezhetd,
hogy az R-deprenyl kemotaktikus hatasa fiiggetlen a MAO-B enzim gatlasatol. Az még
tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy az R-deprenyl alacsonyabb koncentracioi, hogyan
hatnak a Tetrahymena szerotonin tartalmara és ez mennyiben jarulhat hozz4 kemotaktikus
hatdsdhoz. Az azonban bizonyos, hogy a kemotaktikus hatas szempontjabol is érvényesiil
a sztereoszelektivitas [77], ugyanis az enantiomer, az S-deprenyl gyenge repellens hatast
mutatott. Az R-deprenyl kemotaktikus hatasahoz hasonlo aktivitast egyik vizsgalt

metabolit esetében sem tapasztaltunk. Az R-dezmetildeprenylt leszamitva mindegyik
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szarmaz¢ék dontden repellens hatassal rendelkezett a magas koncentracio tartomanyban.
Azonban azt is meg kell emliteniink, hogy a propargil csoportot tartalmazé vegyiiletek (R-
dezmetildeprenyl,  R-deprenyl-N-oxid)  esetén, legszebben éppen az R-
dezmetildeprenylnél, alacsony koncentracioban egy pozitiv kemotaktikus trend volt
megfigyelhetd. Ezek a vegyliletek abban is hasonlitanak az R-deprenylre, hogy gétoljak a
MAO-B enzimet, antiapoptotikus és neuroprotektiv hatassal is rendelkeznek [23, 85, 99].
Tetrahymena sejten kapott eredményeink is tamogatjak azt, a tobb munkacsoport altal is
megfogalmazott feltevést, miszerint az R-deprenyl hatasait részben e két metabolit
kozvetitésével fejti ki [83, 99], és a hatasok feltétele a propargil csoport jelenléte [101].

A szintetikus szarmazékok koziil a p-fluoro-R-deprenylt irreverzibilis MAO-B gatlo
tulajdonsaga mellett hatasosnak talaltak kiilonb6z6 a neurotoxinok (DSP-4, MPTP)
karositd hatasanak kivédésében is [102, 105]. Ezzel szemben a p-fluoro-R-deprenyl
kemotaktikus viselkedése messze elmaradt az R-deprenyl hatékonysagatol; mindkét
optikai izomer repellensként viselkedett. Az R-metil- és R-dimetildeprenyl egy, illetve
két nagysagrenddel kisebb MAO-B gatlo aktivitasa alapjan ugy tiinik, hogy a propargil
csoport jelenléte mellett meghataroz6 a C1 szénatomhoz kapcsolddd oldallanc
térkitoltése is [103]. Vizsgalatainkban is hasonld eredményekre jutottunk. Az oldallanc
modositasa (R-metil- és R-dimetildeprenyl) repellens hatast eredményezett szemben az
R-deprenyl kemoattraktans hatasadval. A Tetrahymena szintetikus szarmazékok esetén
tapasztalt kemotaktikus viselkedése, a modell-sejt diszkriminécios képességére hivja fel
a figyelmet. Az irodalomban mér definialt szerkezet-hatas Osszefiiggésekkel jorészt
egyez0 kemotaxis eredményeink egyben megerdsitik, hogy a Tetrahymena alkalmas

modell a valasztott gydgyszercsoport vizsgalatara.

5.1.2. R-deprenyl és derivatumainak hatasa magasabb rendii modell-sejteken
A MAO-B gatl6 R-deprenyl in vivo tumorellenes hatasat mar kordbban igazoltak
[89, 90], ugyanakkor a hattérben all6 pontos mechanizmusok Osszességében még
korantsem ismertek. Az R-deprenyl a tumorprogresszi6d gatlasaban betdltott szerepének
megértéséhez, a vegyiilet sejtbiologiai hatisvizsgalatat az alkalmazasa szempontjabol
igéretesnek tiind MM6 leukémia és LM2 emld adenokarcindma sejteken is elvégeztiik.
Az R-deprenyl hatdsspektruma meglehetdsen Osszetett, mikromolos tartomanyban

koncentraciofiiggé MAO-B gatld hatdsa domindl, mig 10 M és kisebb koncentraciokban
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elsédlegesen, a MAO-B gatlastdl fiiggetlen antiapoptotikus, antioxidans tulajdonsaga a
jellemz6é [73, 82, 103]. Az R-deprenyl adhéziot fokozo hatasa ugyan egyarant
megmutatkozott alacsony (102 M) és magas — klinikailag relevans 10° M —
koncentracioban, a kemotaxis/migraciora kifejtett hatdsaban azonban mar megfigyelhetd
volt a fent emlitett bifzisos jelleg. A MAO-B gétlashoz sziikséges 10° M-ban
repellens/migraciot csokkentd hatasa dominalt, mig alacsonyabb, 107 -10™"% M dézisban —
ahol mar az R-deprenyl érdemleges MAO-B gatlo hatassal nem rendelkezik — jelentds
kemoattraktans hatasunak bizonyult leukémia modellen és ezzel 6sszhangban fokozta az
LM2 adenokarcindma sejtek migracios készségét. Korabban Jenei és munkatéarsai

kimutattak, hogy az R-deprenyl koncentracidfiiggdé modon fokozza mind a neuronalis

------

crer

sejtvonal esetén, valamint a tumorsejteket reprezentald EGFR-t (epidermalis novekedési
faktor receptor) tultermeld NIH3T3/EGFR rendszerben még tovabbi aktivitas fokozodast
tudtak kimutatni [23, 73, 86, 92]. Az R-deprenyl sejtbiologiai hatasaval kapcsolatos
eredményeink is megerdsitik a vegylilet altalanos, nem kizardlag idegrendszer-specifikus
hatéasair6l szol6 irodalmi adatokat, valamint ijabb lehetséges hatasmechanizmust vetnek
fel, amely magyarazatot adhat az R-deprenyl jotékony hatasara kiilonb6z6 korképekben.

Eredményeink arra utalnak, hogy a sejtmozgésra kifejtett hatds elérésében a
hasonléan a Tetrahymena modellen kapott eredményiinkhoz, ellentétes kemorepellens
(MM6) és migraciot gatld (LM2) hatast valtott ki. Erdekes médon az S-enantiomer is
pozitivan hatott mindkét modell-sejt kitapadasara, raadasul ez a hatds a monocita
sejteken szignifikansabb volt, mint az R-deprenylé. Az S-deprenyl fokozottabb
aktivitdsa nem egyediilallo, protektiv hatdasa er6sebb a DSP-4 noradrenalin depletald
hatasanal [218], hatékonyabban gatolja a MAO-A enzimet [219], és noradrenalin
felszabadito hatésa is kifejezettebb, mint az R-modosulaté [77].

A metabolitok adhéziot befolydsold €és migracids viselkedésébdl egyrészt arra
tudtunk kovetkeztetni, hogy az aminocsoport szubsztitualtsiga meghataroz6 a hatasok
eldidézése szempontjabol. A tapasztalt valtozasok hatterében 4all6 pontos
mechanizmusokat még nem ismerjiikk, de korabbi eredményeink alapjan okunk van

feltételezni, hogy az egyes fiziko-kémiai paraméterek (pl. toltéseloszlas, logP —
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megoszlasi hanyados, TPSA — polaris felszin), ill. méretbeli eltérések is részben
meghatarozoak lehetnek [220, 221]. Eredményeink masrészt arra is felhivjak a
figyelmet, hogy az R-deprenyl sejtbioldgiai hatasainak eldidézésében a metabolitjainak
is jelentdsége lehet. Az R-amfetamin aktivitasa mindkét modell-sejt esetén megkozeliti
az anyavegyiilet hatékonysagat, bar eltéré koncentracidkban bizonyultak hatasosnak, az
R-deprenyl-N-oxid hatasprofiljanak hasonloésdga azonban csak LM2 sejteken
jelentkezett. Tobb vizsgalatban is igazolddott, hogy az N-oxidalt metabolit osztozik az
anyavegyiilet MAO-B gatlo, antiapoptotikus [85, 100], neuroprotektiv (noradrenerg
neurotoxinnal szemben) [77], sejt-sejt adhéziot fokozo hatasaval [23]. Az R-deprenyl
hatasa valdszinlileg nem feltételezi az N-oxidalt metabolit keletkezését, PCI12
sejtvonalon a FMO gatlasa mellett (metamizol) az R-deprenyl szignifikans sejt-sejt
adhéziot fokozoé hatasa volt kimutathaté [98]. Ugyanakkkor, az R-deprenyl-N-oxid
hidroxilamin csoportja képes relative konnyen visszaredukaldédni aminna, azaz R-
deprenyllé [85, 222]. igy a tapasztalt hatasért lehetséges, hogy nem a metabolit, hanem

maga az R-deprenyl felelds. A visszaredukalddas iiteme kiilonbozd lehet a két sejtvonal

esetén, ami magyardzatot adhat a sejtvonalokon kapott eltéré eredményekre is.

15. tablazat: Deprenyl szarmazékok adhéziot befolydsolo és kemotaxisra /migrdciora
kifejtett hatasa MM6 monocita és LM?2 adenokarcinoma sejtvonalakon

Deprenyl Adhézio Kemotaxis/migracio
szarmazékok MM6 LM2 MM6 LM2
R-deprenyl + ++ +++| - [+ | -
S-deprenyl + + - -
R-dezmetildeprenyl -- (-) -- -
R-metamfetamin -- - - -
R-amfetamin + + - | ++ ++
R-deprenyl-N-oxid -- +++ - ++
p-fluoro-R-deprenyl | + | (9 - - + | -
p-fluoro-S-deprenyl ++ - ++ ++
R-metildeprenyl - 0 - -
R-dimetildeprenyl - 0 + - (+)
+: adhézidt noéveld vagy kemoattraktans/migraciot fokozoé hatas; -: adhéziot

csokkentd vagy kemorepellens/migraciot csokkent hatas, 0: semleges hatas, (+) (-):
jelzésértékii, nem szignifikans hatas. Az osztott celldkban az alacsony (1072, 10° M)
és magas (10"°M) koncentraciokban tapasztalt eltéré hatasok kiilon jeldltiik.

A para-fluoro szarmazékok adhéziot fokozd hatasa csak leukémia modellen
jelentkezett, és ez esetben is az S-izomer bizonyult hatasosabbnak. Ez az aktivitasbeli

kiilonbség LM?2 sejteken is megfigyelhetd, bar ellentétes, adhézidé csokkenésben
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nyilvanult meg. A vegyiiletek kemotaktikus és migraciora kifejtett hatdsdban nem
tapasztaltunk hasonl6 eltérést, minddssze a hatasok koncentraciofiiggése volt kiillonbozo.

A magasabb rendii modell-sejteken kapott eredményeink Osszefoglalasat a 15.
tablazat tartalmazza. Amint lathato, az esetek nagy szazalékdban egyezd valaszokat
kaptunk, azonban egyes esetekben a két sejttipus eltérd érzékenységet mutatott.
Jelentdsebb eltéréseket az R-deprenyl-N-oxid és a szintetikus szarmazékok
viselkedésében talaltunk. A hatasok eldjele és mértéke is eltért a kiilonbozo
sejtvonalakon, ami arra utal, hogy a vegylileteknek kiilondsen a sejt-ECM adhézidra
kifejtett hatdsa nemcsak a koncentracidra, hanem egyéb sejttipusfiiggd faktorokra is
visszavezethetd. Ez a kiilonboz6ség adddhat a sejttipusok eltérd adhézids viselkedésébol
is. Ebbdl adoddan a deprenyl szarmazékok kiillonbozoképpen befolyasolhatjdk az
adhézios fehérjék szintézisét és a plazmamembranban torténd expresszalodasat [83, 98].

A pontos hatdsmechanizmus felderitése ugyan még tovabbi vizsgalatokat igényel,
néhany kovetkeztetést a fenti adatok birtokaban is levonhatunk. Az esetek tobbségében
az egyes deprenyl derivatumok mar olyan alacsony koncentracioban is képesek voltak a
gatoljak a MAO-B enzimet, igy valdszintlsithetd, hogy hasonléan szamos periférias

hatashoz (pl. antiapoptotikus hatas [98]), a MAO-B enzim gatlasatol fliggetlen moédon

crer

5.1.2.1. Kemotaxis-adhéziés arany

A tumorprogresszid sordn az attétképzésben az egyik els0 meghatirozo 1épés a
daganatsejtek adhézios kapcsolatainak meggyengiilése, €s ezzel egyidében a migracios
aktivitasuk fokozoddasa. E két esemény lényegében biztositja a sejtek levalasat és
kornyezd szovetekbe torténd vandorlasat. A sejtek adhézids és migracids fenotipusa az
attétképzés késobbi szakaszaiban, intra- és extravazicioban, valamint az 0j szoveti
térben torténd vandorlasban is kiemelt szereppel bir. A sejt €s az extracellularis méatrix
elemei kozott kialakuld kolcsonhatasok 1étrejotte  elengedhetetlen a  sejtek
elmozdulasahoz és a kialakult kapcsolatok erdssége alapvetden befolyésolja a migracid
sebességét. A fokozott és a kismértékli adhézids kapcsolat egyardnt a migracio
csokkenéséhez vezet €s inkabb a sejtek helyben tartasdnak kedvez. Az el6bbi esetben a

mozgd sejtek szubsztratumrol torténd elvaldsa nehezitett, mig az utobbi esetben a
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gyenge huzoer6 vezet a migracio lassulasdhoz, elmaradasahoz [4, 223]. A
mikrokdrnyezetben jelenlévd autokrin/parakrin kemotaktikus ligandok hatdsa és a
daganatsejtek 6nallo motilitaskészsége (citoszkeletalis atrendezOdés, polarizalt sejtalak
kialakulasa) is hozzajarul a sejtek iranyitott elmozdulasdhoz a metasztatikus folyamat
korai és kés6i eseményei soran [27]. Tehat nem elegendd egyediil az adhézion keresztiil
beavatkozni a folyamatba a sejtek migracios hajlamat is szabalyozni kell, ahhoz, hogy
eredményesen gatolni tudjuk a daganatsejtek szorodasat. Elsodleges cél, hogy a
metasztazisképzes korai eseményeibe tudjunk beavatkozni, igy a primer tumor szintjén
az adhézio fokozasan és a kemotaxis/migracid gatlasan keresztiil megakadalyozni a
Amennyiben mar megtortént a daganatsejtek szorddasa akkor a keringd tumorsejtek
megtapadasanak ¢s kemotaktikus/migracios aktivitdsdnak csokkentésén keresztiil
nyilhat lehetdség a sejtek 11j szoveti kornyezetben torténd kolonizacidjanak gatlasara.

A deprenyl derivatumok antimetasztatikus hatdsanak értékelése a vegyiiletek
sejtadhéziora és kemotaxis/migraciora kifejtett hatasainak viszonyan alapul. Ennek
jellemzésére szolgal a kemotaxis-adhézios arany (chemotaxis-adhesion ratio), vagy
roviden CAR (CAR = kemotaxis [Ktx. ind.] / adhézid [Slope]) [224]. Ez az érték egy
idedlis antimetasztatikus agens esetén, amely a primer tumor szintjén hatva fokozni
hatasu, egynél joval kisebb szam (CAR < 0,8). A tumorprogresszi6 a sejtadhézio és a
migraci6 megvaltozdsa mellett szamos egyéb tényezd (pl. sejtosztodas) egyiittes
hatasanak kovetkezménye. Igy a vegyiiletek lehetséges tumorellenes, antimetasztatikus
karaktere a proliferaciora kifejtett hatasukkal egylitt elemezhetd igazan.

Osszesitve az eredményeket lathatd, hogy az R-deprenyl MAO-B gitlashoz
sziikséges koncentracioja (10'6 M) esetén ez a CAR érték (16. #ablazar) egynél joval
kisebbnek adodott mindkét modell-sejten (CARwmms: 0,58; CARpm2: 0,55). Az R-
deprenyl antiproliferativ hatisat is figyelembe véve elmondhat6é, hogy a klinikai
szempontbol elérendd célkoncentracioban képes lehet gatolni a tumorsejtek osztodasat
és szorodasat. A leukémia modell-sejt (MM6) esetén az R-deprenyl alacsonyabb
koncentracioiban tapasztalt igen magas CAR értékei (CARmms: 102 M - 2,34, 10°M -
4,32) arra utalnak, hogy a kemotaktikus aktivitds a dominald. Mindazonaltal a 10° MR-

deprenyl szignifikdns sejtszamcsokkentd hatdsa is megfigyelhetd volt, ami
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ellenstlyozhatja a metasztazisképzés szempontjabol kedvezotlen hatdsegyiittest. Bar az
S-deprenyl nem rendelkezett antiproliferativ hatassal, azonban mindkét modell-sejten a
teljes koncentraci6 tartomanyra kiterjedé alacsony CAR értékek (CARmms: 0,55-0,35-
0,54; CARLm2: 0,55-0,69-0,15) arrdl tanuskodnak, hogy az antimetasztatikus hatas
szempontjabol hatékonyabb, mint az R-modosulat (16. tabldzat).

16. tablazat: Deprenyl szarmazékok MM6 és LM2 modell-sejteken jellemzo
CAR értékeinek osszefoglaldsa

Kemotaxis/migracié-adhézié arany (CAR)
Deprenyl MM6 LM2
szarmazékok - S = - S =
10°M | 10°M | 10° M 10°M | 10°M | 10° M
R-deprenyl 2,34 | 432 | 0,58 0,97 093] 055
S-deprenyl 055 | 0,35 | 0,54 0,55 0,69 0,15
R-dezmetildeprenyl | 0,38 | 0,66 1,71 1,16 0,88 1,07
R-metamfetamin 2,09 1,72 1,06 0,85 0,45 1,06
R-amfetamin 0,46 0,41 1,69 1,67 1,43 1,02
R-deprenyl-N-oxid 1,48 2,15 0,71 0,82 0,87 0,84
p-fluoro-R-deprenyl | 0,15 | 0,76 | 0,94 158 2,00/ 0,58
p-fluoro-S-deprenyl | 0,56 | 0,58 1,28 3,01 1,13 2,05
R-metildeprenyl 0,65 1,41 | 0,44 0,96 1,05 0,77
R-dimetildeprenyl 2,13 | 2,17 | 0,62 0,95 1,25 0,94

adhéziot fokozé hatas, kemorepellens/migrdciot csokkentd hatds,
A sziirke kiemelés az antimetasztatikus hatas szempontjabol kedvezé hatas kombinaciot jeldli.

Eredményeink szerint a keletkezd metabolitok Osszességében hozzédjarulhatnak az
alapvegylilet tumorellenes hatasdhoz: (i) az R-amfetamin adhéziét fokoz6 hatasa
leukémia modellen kemorepellens hatassal parosult; (ii)) az R-metamfetamin
antiproliferativ hatdssal rendelkezett monocita sejteken; (iii) abban az esetben, ha mar
megtortént a sejtek szorodasa az R-dezmetildeprenyl és az R-metamfetamin adhéziot
csokkentd és kemorepellens/migraciot gatlo hatdsa a keringd tumorsejtek megtapadéasat
keletkeznek az emberi szervezetben, az R-deprenyl dozisanak 16-30%-a R-
metamfetaminnd, 7-11%-a R-amfetaminna és 1-2%-a R-dezmetildeprenyllé alakul, igy
vizsgalatainkban megfigyelt hatasaik, 6sszességiikben is szamottevok lehetnek [77].

A para-fluoro szarmazékok hatdsa ellentmondésos, aktivitdsuk az attétképzeés
gatlasa szempontjabol elmaradt a referencia vegyiiletekétél (R- és S-deprenyl).
Leukémia modell-sejten a legkisebb vizsgalt koncentracioban kapott alacsony CAR

index a p-fluoro-R-deprenyl esetén erés repellens jellegéb6l adodik, és kevésbé
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vezethetd le adhéziot fokozo hatasabol (16. #abldazat). LM2 sejtvonalon egyik fluorozott
enantiomer sem rendelkezett a kivant hatasprofillal. Kiemelendé azonban, hogy az
antiproliferativ hatas tekintetében ez a szerkezeti modositds hatékonynak bizonyult,
mindkét izomer képes volt gatolni a sejtek osztdédasat. Az antiproliferativ hatasok
idébeli lefutasat tanulmanyozva lathato, hogy egyediil a p-fluoro-S-deprenyl drizte meg
hosszitavon sejtosztodast gatld jellegét, a tobbi szarmazék esetén a detektalt hatdsok
nem bizonyultak irreverzibilisnek, 72 orara a sejtek ,kiheverték™ azt. A jelenségre
magyarazatot adhat, hogy a vegyiiletek citotoxikus, antiproliferativ hatasuk
kovetkezményeként beindithatjak a sejtek védekezd, antiapoptotikus folyamatait [225].
Ehhez hozzaadédhat a deprenylek hosszi tavli antiapoptotikus aktivitdsa, ami

végeredményben kompenzalni tudja a vegyiiletek korai sejtszamcsokkentd hatasat.

5.2.  GnRH-I111 peptid-szarmazékok

5.2.1. Termeészetes és szintetikus GnRH peptidek hatasa Tetrahymena sejteken
Az utébbi  évtizedek  vizsgdlatai nyoman szdmos magasabb rendi
szignalmolekularél deriilt ki, hogy képes specifikusan befolyasolni a Tetrahymena
¢lettani folyamatait. Ilyen élettani reakcié a Tetrahymena mozgasi viselkedésében
bekovetkezd valtozds. A ligand, mindségének (kémiai természete, térbeli
elhelyezkedése) és erdsségének fiiggvényében, pozitiv, illetve negativ irdnyt vektoridlis
elmozdulast, azaz kemotaktikus valaszt eredményezhet, vagy a sejt altalanos
mozgasallapotaban — Uszési sebességében, irdnyvaltasok gyakorisagaban —, idézhet el6
random jellegli, azaz kemokinetikus valtozast [175, 220]. Ez a két folyamat nem
hatarolhat6 el élesen egymastol. A Tetrahymena az attraktans ligand koriil kialakulo
akkumulécidt, vagy a repellens anyag elkeriilését az szasi sebesség és az elforduldsok
frekvenciajanak szabalyozasaval valositja meg [226, 227]. Céljaink kozott szerepelt
annak megvalaszolasa, hogy a vizsgdlt GnRH peptidek attraktans, vagy repellens
hatdsa mennyiben képezhetd le a Tetrahymena sejtek Uszasi viselkedésében
bekovetkezd valtozasokkal, és ezek a hatasparosok altalanos érvénytinek tekinthetéek-e

egy tetszOleges attraktans vagy repellens anyag vizsgalata soran.
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5.2.1.1. GnRH peptidek kemotaktikus hatas

A Tetrahymena reakcioi nem esetlegesek, érzékeny valaszkészsége jol felhasznalhatd
egy kérdéses anyag kemotaktikus hatdsanak feltérképezésére. Példaul, a professzionalis
kemotaktikus molekuldk (pl. IL-8, RANTES) attraktdns hatasai megkdzelitden
ugyanazokban a koncentraciokban (1-100 ng/ml) nyilvanultak meg Tetrahymenaban,
mint amiben ezek a fehérjék az emberi szervezetben is hatékonyak [48]. A GnRH
hormonok, bar els6dlegesen nem hatnak a sejtek mozgésara, azonban, mint autokrin
szabalyozd szignalok, az egyedfejlodés soran kemoattraktans hatasuk révén vezérlik a
GnRH termeld neuronok hipotalamuszba térténd vandorlasat [228]. Ezzel 6sszhangban az
eredményeink is azt mutattdk, hogy a GnRH peptidek képesek mar a Tetrahymena
kemotaxisanak indukaldsara is. Az egysejtii modell széles skalan képes kemotaktikus
valaszaval kiilonbséget tenni a vizsgalt, kisebb-nagyobb szerkezeti eltérést mutato6 GnRH
szarmazékok kozott. A Tetrahymena szerkezet- és szekvenciafiiggd reakcidja mar korabbi
vizsgalatokban (vazopresszin — oxitocin [220], bradikinin és szarmazékai [229],
endotelinek [230]) is megfigyelhet6 volt. A természetes GnRH hormonok kemotaktikus
hatasbeli eltéréseinek okai az 5.-8. pozicio eltérd aminosav 0sszetételében keresendok. Az
itt talalhat6 aminosavak a biologiailag aktiv szerkezet, és ezaltal a hatas kialakuldsdban
jatszanak szerepet [108]. A GnNRH-II esetén ebben a kdzponti régidban nagyobb az
aromas aminosavak aranya (Tyr>-Trp’), ami — alapul véve munkacsoportunk korabbi, az
aromas aminosavak egyontetii kemorepellens hatasat leird eredményeit [221] — felelds
lehet a hormon széles koncentracio tartomanyra kiterjedé kemorepellens hatasaért. Annak
lehetdsége, hogy egy nagyobb peptid kemotaktikus hatasat akar egy aminosav is képes
alapvetden meghatarozni, mar korabbi vizsgalatainkban is bizonyitast nyert Tetrahymena
esetén. Az SXWS peptidek kemotaktikus hatasa nagy atfedést mutatott az X helyen 1évo
aminosav hatasaval. A szerkezeti modellezés eredménye is megerdsitette az X aminosav
kiemelt szerepét a receptorkétésben [231]. A GnRH-III fragmensek eredményeibdl is
kitlinik, hogy az N-terminalis aminosav kémiai karaktere alapvetden meghatarozza a
molekula kemotaktikus jellegét. Ez esetben is megfigyelhetd volt, hogy az aromas
aminosav (Ac-WSHDWKPG-NH,) N-terminalis elhelyezkedése kemorepellens hatassal
parosul. A lancvégi aminosav meghatarozd szerepe sem szamit egyedi jelenségnek,
szignifikans hatdscsokkenés volt tapasztalhato a lancvégi triptofan jelenlétében az SXWS

¢s WSXWS molekulacsalad kemotaktikus aktivitasanak dsszehasonlitasakor [232].
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A kiilonb6zd Osszetételi monomer ¢és dimer szarmazékok eredményei azt jelzik,
hogy a Lys® oldallancanak modositdsa a GnRH-III nativ kemotaktikus hatdsat az
oldallanc méretének, valamint dimer szarmazékok esetén a kapcsold régio hosszanak és
kémiai modositasanak (acetilalas) fiiggvényében képes befolydsolni. A kemoattraktans
hatds szempontjabol két GnRH-III kozvetleniil diszulfid hidon keresztiil torténd
osszekapcsolasa ([GnRH-1I(C)], bizonyult hatékonynak, mig a ’GFLG’ szekvencia
beépitése a dimerbe ([GnRH-II(CGFLG)],, ezt a hatast az ellentettjére forditotta. A
linker régié acetilalasa azonban, mindkét esetben ([GnRH-I11(Ac-C)]2, ([GnRH-111(Ac-
CGFLG)]; a hatas elvesztésével tarsult. A tapasztalt hatasok eltérd voltanak pontos okat
nem ismerjiik, azonban a korabbi kisérletek alapjan okunk van feltételezni, hogy az
egyes derivatumok méretbeli eltérései, valamint a toltéseloszlasbeli valtozasok

magyarazhatjak a tapasztaltakat [133, 220, 221].

5.2.1.1.1. GnRH szarmazékok altal kivaltott kemotaktikus jelatvitel

A GnRH szarmazékok indukalta specifikus valaszreakciok egyben a sejt
receptorialis érzékenységére €s a jelatviteli utvonalak jelenlétére, indukalhatdsdgara
hivjak fel a figyelmet. A GnRH szarmazékok hatasara aktivalodé6 masodlagos hirvivok
szama nagy. Ezek kozé tartozik a Tetrahymenaban is kimutatott PLC — IP3 — Ca*
rendszer és a PI3K hatasara keletkez6 inozitol foszfolipidek [121, 188, 189]. A PLC és
PI3K szerepet jatszik a Tetrahymena intracellularis kalcium szintjének szabalyozasaban,
amely a csillés mozgéas indukaldsan keresztiil a kemotaxis, mig a mikrofilamentaris
rendszer befolyéasolasa révén a szekrécid €s a fagocitdzis folyamataban vesz részt.
Specifikus enzim inhibitorok hatasara ezek a fent emlitett jelenségek gatolhatok, mely a
PLC és PI3K hatasainak karakterizalasara is jol felhasznalhato [189, 233].

A PLC aktivalodasa (foszforilacidja) egyik kemoattraktans GnRH peptid esetén sem
volt kimutathato, igy az altala kozvetitett jelatviteli t vélhetden nem jatszik szerepet a
peptidek kemotaktikus hatdsanak kivaltasaban. Ezzel szemben a PI3K részvétele a
GnRH-III szarmazékok altal kivaltott kemotaktikus jelatvitelben igazolhatod volt, bar a
gatloszerekkel torténd elOkezelés eltérd hatékonysagu volt az egyes peptidek esetén. A
fentiek értelmében ugy tlinik, hogy a GnRH-III peptidek nem csupan a Tetrahymena
kemotaxisat képesek kivaltani, hanem e reakcid intracellularis szignalizacioja is a

magasabb rendi sejtekben (tumorsejtekben) mar megismert utvonalon halad [121].
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5.2.1.2. GnRH peptidek kemokinetikus hatasa

Amint azt a 5.1.1.2 fejezetben bemutattuk, a Tetrahymena mozgasa az egyenes
vonall uszédsi szakaszok és az azokat megszakitdo elfordulasok eltérd aranya
kombinaciojabol all 6ssze. Korabbi megfigyelések szerint az attraktdns anyagok (pl.
proteose pepton) azaltal, hogy az irdnyvaltasok szamat csokkentik, a sejtek gyors, egyenes
vonall haladasat idézik eld, mig a repellens anyagok (pl. citronellol) hatdséra emelkedik
az elfordulasok szama, a sejtek mozgasa lelassul és a kanyarulatosabba valik [226].

A szignifikdns kemotaktikus tulajdonsagit GnRH szdrmazékok, valamint a
glikoprotein tipusi TSH és gonadotropin hatdsara a sejtek mozgasi sebessége ¢s a
megtett Gtvonal kanyarulatossdga — a szerotonin péld4djan mar bemutatott médon —
dontden ellentétes iranyba valtozott. A sejtek nagyobb uszasi atlagsebessége mellett az
egyenes vonalu elérehaladas (alacsony tekervényesség) volt megfigyelhetd. A vizsgalt
kemorepellens anyagok egységesen, az irodalmi adatokkal 6sszhangban, a sejtek lassu,
kanyargos uszasat eredményezték. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a repellens
molekulak, sejtszintli adaptacids folyamatokat indithatnak be, hasonldéan a baktériumok
kemotaxisanal leirt bukdacsold (tumbling) jelenséghez [226]. Az attraktans anyagok
hatdsa azonban nem bizonyult ennyire konzekvensnek, a [GnRH-III(C)], dimer, a
kontrollhoz hasonléan, inkabb a sejtek gyors eldrehaladasat valtotta ki. Az Ac-
SHDWKPG-NH; fragmens volt az egyediili kivétel a vizsgalt ligandok koziil, ahol a két
uszasi paraméter esetén megfigyelt kapcsolat nem érvényesiilt. A sejtek elmozdulasat a
lassu, de tobbnyire egyenes vonalu kiiszas jellemezte.

Altalanosnak tekinthetd dsszefiiggést talaltunk a vizsgalt ligandok kemotaktikus és
kemokinetikus aktivitdsa kozott. Ezt az is megerdsiti, hogy a kiillonbozd szerkezetii
ligandok — a peptidek kozé sorolt GnRH szarmazékok és gliporotein tipusu
trophormonok — kemotaktikus tulajdonsaguknak megfeleléen, azonos modon hatottak a

sejtek Uszasi (pl. kemorepellens — lassu, kanyarulatos Uszés) viselkedésére.

5.2.1.3. GnRH-III szarmazékok hatasa a Tetrahymena hormontartalmara

A hipotalamo-hipofizealis hormonok hatdsa nem csupan a sejtek mozgasanak
befolyasolasaban nyilvanulhat meg. A TSH, kemorepellens hatasa mellett, hasonloan az
emldsOkben leirt elsddleges hatdsahoz, képes volt emelni a Tetrahymenaban is a T3

mennyiségét [176]. Ezek az adatok azt is eldre vetitik, hogy a Tetrahymena hormonalis
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(GnRH peptidek, trophormonok) stimulusra reagalva képes lehet az endogén
és kemokinetikus hatasaik révén [48, 168, 234], indirekt modon is befolyasolhatjak a
GnRH szarmazékok kozvetlen kemotaktikus/kemokinetikus hatasat [175]. A 17.
tablazatban a vizsgalt GnRH szarmazékok kemotaktikus (4.2.1.1 fejezet) és hormon-
tartalomra (4.2.1.3 fejezet) kifejtett hatasarol szold eredményeket foglaltam Gssze.

17. tablazat: GnRH szarmazékok és trophormonok kemotaktikus és hormontartalomra
kifejtett hatasa Tetrahymena sejteken [49, 168, 234]

Hormontartalom
Vizsgalt ligandok T3 Hisztamin | Szerotonin | Adrenalin | Endorfin
Ktx. || rep“/attr?| attr® rep’ neut attr

GnRH-I (attr) 0 + 0 0 +
GnRH-II1 (rep) + 0 - 0 ++
[GHRH-|||(C)]2 attry 0 ++ - - +
[GNRH-III(CGFLG)], | rep* - ++ 0 - 0
Ac-SHDWKPG-NH; | attr” 0 ++ - - -
Gonadotropin rep” - + 0 - 0
TSH rep’ + 0 0 - 0

Ktx.: kemotaktikus hatas; attr.: attraktans; rep.: repellens, +: hormonszint fokozé hatas; -: hormonszint
csokkentd hatas; 0: neutralis hatas, szignifikancia: x — p <0,05;y —p < 0,01.

A GnRH-lII dimer ([GnRH-11I(C)],, [GNRH-III(CGFLG)];) és fragmens (Ac-
SHDWKPG-NHy) szarmazékai, kemotaktikus karakteriiktdl fiiggetleniil, elsdésorban a
hisztamin €s az adrenalin mennyiségét befolyasoltak, az eldbbit pozitiv, mig az utodbbit
negativ iranyban. Ezzel szemben a természetes hormonok (beleértve a TSH és FSH-t is)
vagy nem hatottak, vagy a szintetikus szarmazékokhoz képest kisebb mértékli hatast
fejtettek ki erre a két hormonra. A kemoattraktans és repellens anyagok k6zott az endorfin
¢és szerotonin mennyiségére kifejtett hatdsokban mutatkozott valamennyi kiilonbség (17.
tablazat). A kemorepellens anyagok semleges hormonalis hatasukkal ebben az esetben is
egységesebb csoportoknak bizonyultak. A kemoattraktans peptidek zome, bar eltérd
szerotoninét csOkkentették. A vizsgalt ligandok kemotaktikus és a hormontartalomra
kifejtett hatasaik kozott egyértelmii korrelacio nem allapithaté meg. Altalanossagban
elmondhat6 azonban, hogy a kemoattraktdns anyagok egyrészt kemotaktikus aktivitasbeli
(Ktx. ind.: [GnRH-II(C)], — 236,8%; Ac-SHDWKPG-NH, — 144,0%; GnRH-l1 —

129,9%), masrészt Uszasi viselkedésre kifejtett hatdsukban tapasztalt kiilonbségek
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hatterében részben az 4allhat, hogy parakrin hatdsuk révén kozvetett modon is
befolyasolhatjak a Tetrahymena migracids reakcidjat.

Azt is érdemes kiemelni, hogy a vizsgalt peptidek és proteinek hatasa nem volt
specifikus egy adott hormonra. Példaul a TSH nem kizarolag a T3 szintjét befolyasolta,
ami a fo feladata lenne a magasabb rendl szervezetekben, hanem a Tetrahymena
adrenalin mennyiségét is. A vizsgalt ligandok altalanos jellemzdje, hogy ellentétesen
befolyasoltdk az egyes hormonok mennyiségét, példaul a hisztamin szintet fokoztak,
mig az adrenalinét csokkentették. Ez a kettdsség egyrészt annak lehet a kovetkezménye,
hogy két kiilonbozo receptoron keresztiil kozvetitddik a két kiilonbozo hatas, de lehet,
hogy egy receptor altal aktivalt szignaltranszdukci6 a géneket ellentétes iranyban
befolyasolja (egyiket bekapcsolja, masikat kikapcsolja) [175]. Mindazonaltal, a GnRH
szarmazékok szelektiv, szerkezettdl filiggd, sokszor ellentétes irdnyu hatdsai a
Tetrahymena kemotaktikus és endokrin reakcidjaban egyarant megmutatkoznak, és

egyben a Tetrahymena érzékeny receptiv tulajdonsagara engednek kdvetkeztetni.

5.22. GnRH-III  szarmazékok és hatéanyag-tartalmi  konjugatumaik
sejtbiolégiai hatasa MM6 modell-sejteken

A iranyitott tumorterapidban igéretes lehetéség olyan GnRH-III alapi hatéanyag-
szallitd rendszerek alkalmazasa, amelyek képesek gatolni a tumorok ndvekedését és
attétképzeését is. A tumorellenes hatasért a szallitott citotoxikus/citosztatikus jellegli
hatéanyag felelds, mig az antimetasztatikus aktivitasa a konjugatumnak az adhéziora és
a kemotaxisra kifejtett hatdsaibol kovetkezik. Munkam sordn azt vizsgaltam, hogy a
targetalo GnRH-III szarmazékok dnmagukban, valamint hatéanyag-szallitdo konjugatum
részeként rendelkeznek-e antimetasztatikus potenciéllal, azaz képesek-e befolyasolni a
tumorsejtek adhézidés és kemotaktikus viselkedését, valamint a konjugatumok

rendelkezik-e a szabad hatéanyagra jellemzé tumorellenes hatassal.

5.2.2.1. Iranyité hatassal rendelkez6 GnRH-III szarmazékok hatasa

Korabbi vizsgalatokban igazoltak, hogy a tumorsejt specificitds és az antiproliferativ
jelleg kedvezden 6tvozodik a GnRH-III esetén [132, 135]. A diszulfid hidat tartalmazo
GnRH-III dimerek a tumorellenes hatds szempontjabol hatékonyabbnak, a proteazokkal

szemben stabilabbnak, mig endokrin hatés tekintetében gyengébbnek bizonyultak, mint
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maga a GnRH-1II [133, 137, 235]. Internalizaciés vizsgalatok alapjan, a GnRH-III és
dimer szarmazékai mellett az N-terminalis feldl roviditett GnRH-1I1 fragmensek is
igéretes tumor targetald egységei lehetnek a hatdéanyag-szallitd rendszereknek [236].

A GnRH peptidek adhéziot befolyasol6 hatasa egy altalanos, a hormonok
szekvenciaja altal meghatarozott tulajdonsag. Egy kivételtdl (Ac-SHDWKPG-NHy)
eltekintve mindegyik vizsgalt peptid fokozta a MM6 sejtek kitapadéasat, bar a hatasok
mértékében ¢és koncentraciofiiggésében mutatkozott kisebb kiillonbség. Ezzel szemben
monocita modell-sejtiink kemotaktikus aktivitasa érzékenyebben kovette az egyes
szerkezeti valtozasokat. A GnRH-II és GnRH-III jellegzetes bifazisos — nagy
koncentraciokban (107 - 10°° M) attraktans, mig alacsonyabb tartomanyban (10! - 10
M) repellens — kemotaktikus valaszt valtott ki. Erre a kettds hatasprofilra az a tanulmany
szolgadlhat magyarazattal, amelyben tricialt GnRH-III receptorkotési vizsgalataval
kimutattdk, hogy a tumorsejtek membranjaban kiilonboz6 affinitast, a GnRH-III
felismerésére képes kotohelyek vannak jelen [130]. Feltételezhetd, hogy a hormon
koncentréciojatol fliggden képes kotddni a kis vagy a nagy affinitasu receptorhoz, és mind
mennyiségében, mind mindségében eltérd valaszt indukalni.

A GnRH-III fragmensek MM6 sejteken mutatott kemotaktikus hatasa, hasonldan a
Tetrahymenan tapasztalt Osszefiiggésekhez (18. tdabldzat), az N-terminalison 1évo
aminosav fiziko-kémiai karakterének fontossagara hivja fel a figyelmet. Az
eredményekbdl az is lathatd, hogy a fragmens mérete is szdmottevo hatéssal bir. Az elsd
két aminosav hianyadban az Ac-HWSHDWKPG-NH; és Ac-WSHDWKPG-NH,, az N-
terminalis aminosav karakterétdl fiiggéen szignifikans kemotaktikus aktivitassal, és a
GnRH-Ill-ra jellemzd, adhézidt fokozd hatassal rendelkezett. A legkisebb vizsgalt Ac-
SHDWKPG-NH; fragmens ezzel szemben neutralis/gyenge kemorepellens viselkedése
mellett hosszu tadvon csokkentette a sejtek kitapadasat. Feltételezések szerint a Trp3 fontos
szerepet jatszik a hormon-receptor kolcsonhatasban és a GnRH-III  tumorellenes
hatasanak kivaltasaban. Igy hianya, vagy modositasa (pl. formilalasa [134]) nemcsak a
GnRH-I1I sejtosztodasra kifejtett hatasat, hanem az adhézidra és kemotaxisra gyakorolt
hatésat is befolyasolhatja. Munkacsoportunk korabbi eredményei is azt mutattdk, hogy a
viszonylag rovid peptidek kemotaktikus hatasaban, az N- és C-termindlis régio,
modositasa (acetilalasa), hosszabbitasa, hasonloan a Tetrahymena esetén tapasztaltakkal,

karakterisztikus valtozast eredményez a magasabb rendii sejtek reakciojaban is [237].
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18. tablazat: GnRH szarmazékok kemotaxisra kifejtett hatasa Tetrahymena és
MMG6 modell-sejteken

Kemotaxis
GnRH peptid MM6 Tetrahymena
10*-107 M|10%%-10° M[107-10° M| 10°-10° M
GnRH-I + 0 0 (+)
GnRH-I1 - + - 0
GnRH-I111 - ++ 0 ++
Ac-HWSHDWKPG-NH, ) - ++ +
Ac-WSHDWKPG-NH, + 0 - -
Ac-SHDWKPG-NH, ) ) 0 +
GnRH-111(Ac-C) 0 -
GnRH-I11(Ac-CGFLG) ++ - + 0
[GNRH-111(C)], - ++ +++ +
[GnRH-111(Ac-C)], - ++ (+) 0
[GNRH-11I(CGFLG)]; ++ 0 -- -
[GNRH-1II(Ac-CGFLG)]2 - - 0 (+)

+: kemoattraktans hatas; -: kemorepellens hatas, 0: neutralis hatas, (+) (-): jelzésértékil, nem szignifikans hatas.

A GnRH-III Lys® oldallancanak modositasa, és az igy kialakitott monomerek dimerré
kapcsoldsa a monocita sejtek kemotaktikus reakcidjat hasonld moddon, bar eltérd
mértékben befolyasolta, mint a Tetrahymena modell esetén (18. tabldazat). Amig a révid
oldallanct GnRH-111(Ac-C) monomer mindkét modell sejten intenziv repellens hatast
mutatott, addig a bel6le felépiild [GnRH-111(C)], dimer attraktans hatasa kisebb mértékii
volt a leukémia modellen és csak a nagy koncentraciokra korlatozodott. A *GFLG’
tavtartot tartalmazo peptidek MM6 sejteken is ellenkezd kemotaktikus valaszt indukaltak,
mint a rovid oldallancot/linker régiét hordozé szarmazékok. Erdemes kiemelni, hogy a
[GNRH-III(C)]; és a [GnRH-IlI(Ac-C)], dimerek kemotaktikus hatasaban hasonld
bifazisos jelleg (10! - 10° M: repellens, 10”7 - 10° M: attraktans) volt megfigyelhetd,
mint azt a GNRH-III példajan lattuk. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy maga a GnRH-
Il hormonrész felelds a dimerek receptorkdtéséért és kemotaktikus hatasaért. Kiilonb6zo
szerkezetvizsgalatok soran (CD, FTIR és NMR) kimutattdk, hogy nincs szignifikans
eltérés a GnRH-III és a dimer szarmazékainak térszerkezetei kozott. Igy a monomerek és
a dimerek kozott megfigyelt hatasbeli eltérések — pl. a [GnRH-I1I(Ac-C)], emelkedett
kemoattraktans és adhézidt serkentd hatdsa a nem acetilalt dimerparjahoz képest — inkabb
magyarazhatoak, toltéseloszlasbeli, mintsem térszerkezeti valtozasokkal [133]. A korabbi
szerkezet-hatds vizsgalatok szerint a Lys® kémiai modositisa megengedett, bazikus

karakterének elvesztése, pl. konjugalas kovetkeztében, az antiproliferativ hatas
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er6sodésével, és az endokrin hatas csokkenésével jart [130, 135]. A monomer és dimer
szarmazékok kemotaktikus karakterében a Lys® szerepe nem ennyire egyértelmi,
mindazonaltal a két modell-sejten kapott eredményeink a Lys8 altalanos szerepére utalnak
a kemotaxis és az adhézio kivaltasaban, modulalasaban is.

A GnRH ligandok kemotaktikus hatdsanak koncentracio fiiggését elemezve, egyes
peptidek a klasszikus egycsucsu dozis-hatas gorbétdl eltérd, kétcsucsu (két koncentracio
optimummal rendelkezd), vagy bifazisos (koncentraciotol fliggden eltérd, akar ellentétes
hatassal jellemzett — pl. GnRH-IIT) gorbét vettek fel. Nem egyedi jelenségrél van szo, az
irodalmi adatok €s munkacsoportunk sajat eredményei is azt mutattdk, hogy ez leginkabb
olyan esetekben fordulhat eld, amikor a ligandnak tobb, eltérd affinitdsu receptora van
jelen ugyanazon a sejten [229, 238]. gy feltételezhetd, hogy a kemotaktikus hatas
hétterében az ismert két, eltéré GnRH receptor (GnRH-IR, GnRH-IIR) egyiittes jelenléte
allhat. Az is ismert, hogy az egyes GnRH ligandok, kiilonb6zd koncentracioban hatva
eltérd intracellularis folyamatokat (alacsony koncentracio: cAMP 1utvonal, magas
koncentracié IP3 utvonal) képesek indukalni, amelyek akar ellentétes hatasokat — jelen

esetben példaul kemotaktikus reakciokat — eredményezhetnek [121, 239].

5.2.2.1.1. GnRH szarmazékok altal kivaltott kemotaktikus jelatvitel

A GnRH-receptor interakcio kovetkeztében indukalodo jelatviteli folyamatokat és a
realizalodd hatdsokat alapvetden meghatarozza a kivalto ligand szerkezete,
koncentréacidja, valamint maga a szoveti kdrnyezet is. Mig a GnRH izoformak kodzponti
idegrendszeri hatasa a PLC aktivacidjan keresztiil valosul meg, addig a tumorellenes és
invazivitast gatlo hatasuk jelatvitelében dontden a PI3K, MAPK jatszik fontos szerepet
[115, 120, 121]. Tovabba a PLC és PI3K a monocitak kemotaxisat kivaltd intracellularis
szignalizacioban is kozponti szereplok [14, 36].

Hasonldéan a Tetrahymena modellen kapott eredményekhez, a PLC a GnRH-III
peptidek altal kivaltott kemoattraktans reakcio jelatvitelében monocita sejtek esetén sem
jatszik szignifikans szerepet, aktivalodasat egyetlen szdrmazék esetén sem tudtuk
igazolni. A PI3K klasszikus inhibitoraként ismert wortmannint és LY-t széles korben
alkalmazzdk a kemotaktikus ligandok altal kivaltott reakcidk jelatvitelének vizsgalatara
emlés modell-sejtek esetében is [160, 161]. A PI3K szerepét csak nativ hormonok
(GnRH-1I, GnRH-IIT) és egyes dimerek ([GNRH-111(C)],) altal kivaltott kemotaktikus
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hatasok tovabbitasaban sikeriilt igazolni MM6 sejteken. A két modell-sejten kapott gatlasi
index értékeket O0sszehasonlitva elmondhatd, hogy Tetrahymena sejtek esetén nagyobb
mértékli gatlas volt megfigyelhetd, mint monocita sejteken. Példaul a kemoattraktans
fragmensek esetén szignifikans gatlo hatast csak Tetrahymena sejteken tudtunk kimutatni.
Az acetilcsoportot és a ‘GFLG’ tavtartot tartalmazo szarmazékok, mindkét modell-sejten
megnyilvanuld kemoattraktans jellegét egyik inhibotor sem befolyasolta. Esetiikben egy
PI3K (¢és PLC) fiiggetlen jelatviteli Gt indukcidja feltételezhetd [113].

5.2.2.1.2. Kemotaxis-adhéziés arany a GnRH peptidek esetén
A GnRH peptidek antimetasztatikus hatdsanak értékelése a korabban mar

ismeretetett CAR index [224] kiszamitasan keresztiil tortént.

19. tablazat: GnRH szarmazékok MMG6 sejtekre kifejtett hatasaibol szamolt CAR értékek

. Kemotaxis-adhézio arany (CAR)

GnRH peptidek 0EM|10°M ] 10°M | 10°M | 107 M | 10° M

GNRH-| 136 115 112] 087 080 117
GNnRH-II 066 074 062] 075 122] 123
GNRH-1II 114] 087| 054] 087] 152| 105
Ac-HWSHDWKPG-NH, 092] 074 066] 060 063 049
Ac-WSHDWKPG-NH, 143]  090| 135 070 1,04] 0,77
Ac-SHDWKPG-NH, 097] 089 078] 098 095 083
GNRH-(Ac-C) 038] 020 051] 050 033 021
GNRH-11(Ac-CGFLG) 124]  166] 055 026/ 050 111
[GnRH-111(C)] 058 058 0417] 059 105 124
[GNRH-I(AC-C)], 0,70 072| 045 o074] 140 067
[GNRH-I11(CGFLG)], 040 163| 070] 082 082 092
[GNRH-I1I(AC-CGFLG)], 0.64] 084 077 041] 051 064

adhéziot fokozo hatas, kemorepellens hatas
A sziirke kiemelés az antimetasztatikus hatas szempontjabol kedvez6 hatas kombinaciot jeldli.

Amint az 19. tdblazatbol 1athatd sok esetben a kifejezetten alacsony CAR értékek a
peptidek alacsonyabb koncentracidira voltak jellemzdek. Irodalmi adatok szerint a
GnRH-III szarmazékok osztodast gatld hatdsa magas (mikromolos) koncenracidban
dominal. Tehat abban a koncentracioban, ahol ezek a molekulak mar nem rendelkeznek
antiproliferativ hatassal, az antimetasztatikus hatasuk révén, 6nmagukban, vagy egy
gyogyszer-szallitd rendszer részeként még képesek lehetnek gatolni a tumorsejtek
szorodasat. Bar a peptidek egy része nem rendelkezett a kivant hatds kombinécioval

(kemorepellens €és adhéziot fokozo hatas), az esetiikben szamolt alacsony CAR indexek
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vagy tisztan az erés repellens jellegiikbdl (pl. Ac-HWSHDWKPG-NH;), vagy a
kemotaktikus hatasukhoz képest kifejezettebb adhéziot fokozo hatasukbol (pl. [GNRH-
II(CGFLG)],) adodik. Ezek az eredmények is arra engednek kovetkeztetni, hogy a
primer tumor szintjén inkébb a tumorsejtek helyben tartasat segithetik el6. A GnRH-III
Lys® oldallancanak modositasa az antimetasztatikus hatas szempontjabél is elénydsnek
bizonyult. Az igy kialakitott monomer és dimer szarmazékok hatékonyabbak voltak,
mint maga a nativ hormon. A csoportbol kiemelenddek, a két monomer forma (GnRH-
[11(Ac-C); GNRH-IT1(Ac-CGFLG)) mellett, egyes dimer vegyiiletek is ((GnRH-111(C)],
[GNRH-I1I(Ac-CGFLG)],), amelyek kedvezd hatasprofiljuknak koszonhetéen idealis
jeloltek lehetnek a gydgyszer-célbajutattatisban torténd felhasznaldsra, mint

antimetasztatikus hatast hatdanyag-szallito egységek.

5.2.2.2. GnRH-III alapu, tumorellenes hatéanyagot tartalmazé konjugatumok
hatasa MM6-modell sejteken

A gyogyszer-célbajuttatasra tervezett peptid konjugatumok altalaban harom —
esetiinkben két — f0 részbdl tevOdnek Ossze: az irdnyitd egység(ek)bdl, a hordozo
molekulabol (e két funkcidé kombinaldédik a GnRH-III és szarmazékai esetén), valamint
a célbajuttatandd hatdanyagbdl. Vizsgalatainkban, a GnRH-III alapu célbajuttatd
rendszerek harmadik elemeként leggyakrabban a daunorubicin és doxorubicin szerepelt.
A konjugatumok tumorellenes és antimetasztatikus hatdsanak optimalizaldsa végett
kiilonb6z6 szerkezeti és konjugélasi modositasok — (i) kiilonb6zd hatéanyag, valamint
tobb hatoanyag egyiittes jelenléte, (i1) enzimlabilis tavtartd szekvencia megléte; (iii) a
GnRH-III alapvazat érintd szubsztitucio; (iv) dimerré kapcsolas — hatasat vizsgaltuk, és
az igy eldallitott biokonjugadtumok aktivitasat hasonlitottuk 6ssze a klinikai kiprobalas
alatt 4ll6 AN-152 referencia konjugatum, valamint a szabad hatéanyagok hatasaval.

A GnRH-III alapti konjugatumok hatdsanak vizsgalata és elemzése soran azt
tartottuk szem el6tt, hogy a kapcsolt hatéanyag a tumorsejtekehez jutva képes legyen
kifejteni a szabad formara jellemzd tumorellenes hatdst és maga a konjugdtum a
tumorsejtek kemotaktikus és adhézids viselkedésének befolydsolasan keresztiil képes
legyen megakadalyozni a tumorsejtek levalasat és szorodasat. Igy a konjugatumok
tumorellenes ¢és antimetasztatikus hatékonysagat az adhézio, a kemotaxis és a

sejtosztodas funkcionalis egységére kifejtett hatasuk alapjan értékeltiik.
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Eredményeinkbdl altalanos kovetkeztetésként levonhatod, hogy az iranyité/hordozo
rész és a hatdanyag — beleértve a konjugalas modjat is — egyiittesen alakitja ki a
konjugatum sejtélettani hatasait. A célbavivd egység kemotaxisra és adhéziora kifejtett
hatasat a hatoanyag, illetve ugyanazon hatéanyag esetén dnmagaban a kapcsolds modja

is jelentds mértékben befolyasolta.

20. tablazat: GnRH-III konjugatumok CAR értékei MMG sejteken

Kemotaxis-adhézié arany (CAR)

GNRH-IT konjugdtumok o e o T I T 10 M 1 10° M | 107 M | 10° M

AN-152 0,80 | 064 | 081 | 0,73 | 0,61 | 0,77 | 0,52
GnRH-111(Dox-észter) 067 | 059 | 062 | 0,56 | 048 | 049 | 049
GnRH-111(Dau) 087 | 119 | 144 | 128 | 1,16 | 131 | 0,78

GnRH-111(Dox-oxim-GFLG) 105 | 087 | 146 | 0,81 | 106 | 1,79 | 1,67

GnRH-111(Dox-amid-GFLG) 121 | 087 | 086 | 0,71 | 0,74 | 0,92 | 0,53

GnRH-111(Dau-GFLG) 084 | 068 | 0,72 | 0,88 | 1,30 | 0,93 | 0,82
GnRH-111(Dau-YRRL) 121 | 065 | 1,11 | 0,78 | 1,13 | 1,18 | 1,24
(N-MeSer)’GnRH-Ill(Dau) | 0,74 | 0,62 | 0,60 | 0,84 | 1,11 | 0,72 | 0,62
(Lys(Ac))*GnRH-111(Dau) 0,75 | 062 | 0,60 | 058 | 0,36 | 1,27 | 051

(Lys)*GnRH-I11(Dau*-Dau®) | 1,53 | 0,63 | 059 | 0,69 | 098 | 1,31 | 1,11

(Lys)'GnRH-11I(Mtx*-Dau®) | 0,79 | 0,96 | 091 | 0,56 | 0,81 | 0,60 | 0,74

GnRH-111(Dau®-Dau®) 0,70 | 068 | 1,20 | 1,06 | 1,15 | 0,48 | 0,58
GnRH-111(Mtx°-Dau®) 1,00 | 1,43 | 1,32 | 1,09 | 1,05 | 1,21 | 1,25
[GnRH-111(Dau)]> 049 | 046 | 0,79 | 099 | 1,18 | 0,51 | 0,54
[GnRH-111(Dau-YRRL)], 094 | 078 | 1,01 | 065 | 0,72 | 0,71 | 047

[(N-MeSer)’GnRH-111(Dau)], | 1,00 | 0,97 | 091 | 092 | 0,83 | 0,85 | 0,54

adhéziot fokozo hatas, kemorepellens hatas
A sziirke kiemelés az antimetasztatikus hatas szempontjabol kedvez6 hatas kombinaciot jeldli.

Az AN-152 modell-rendszeriinkben is igen hatékonynak bizonyult, citotoxikus
karakterét egyik GnRH-III bazisi konjugdtum sem haladta meg., Amint az a 20.
tablazat CAR index értékeibdl (10®° - 10° M: 0,61 - 0,52) is kideriil, esetében az
adhéziot fokozd €és a kemorepellens jelleg kedvezd kombinacidja volt megfigyelhetd.
fgy a daganatellenes hatasan til képes lehet gatolni a tumorsejtek szorodasat is. A
GnRH-III konjugatumai koziil a citotoxikus, adhéziot fokozo és kemorepellens hatas
konjugatumban (GnRH-I1I(Dox-észter)) 6tvoz6dott. Ez a konjugatum a citotoxikus
hatas tekintetében lényegesen nem tért el az AN-152 és a szabad doxorubicin hatasatol
(40. dbra), azonban az adhézidra és kemotaxisra kifejtett aktivitasa, mint ahogy azt az

alacsony CAR értékek (10° - 10° M: 0,56 - 0,49) is mutatjak, meghaladta a referencia
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konjugatumét (20. tablazat). Az észterkotésii szarmazékok tumorellenes hatékonysaga
azzal magyarazhat6, hogy ezekbdl a konjugatumokbol képes a hatéoanyag a
legkdnnyebben felszabadulni a citoplazmatikus észterazok hatisara. Azonban, ami az
elonylik egyben a hatranyuk is. Az észterkotés kevésbé stabil, igy a hatdéanyag korai
felszabadulasaval is szamolni kell [137]. Az AN-152 esetén a célzo egység egy
szuperagonista GnRH-I analég ([D-Lys]®’GnRH-I), ami ily médon felszabadulva a
konjugatumbodl endokrin mellékhatasokat idézhet el6 [65]. A GnRH-I1I(Dox-észter)
esetén, hasonld mellékhatds valosziniileg nem alakulna ki, mivel a GnRH-III
gyakorlatilag nem rendelkezik ilyen aktivitassal.

A stabilabb oximkotésti daunorubicint tartalmazo konjugatum (GnRH-111(Dau)
esetén azonban csak kismértékli antiproliferativ hatas volt kimutathat6. Ez az alacsony
aktivitas a kotés tulzott stabilitdsdbol adodhatott. A daunorubicin vélhetéen nem tudott a
citotoxikus hatas kivaltasahoz kell6 mértékben felszabadulni. A lizoszémalis enzimekre
(pl. katepszin B) érzékeny GFLG tavtart6 szekvencia beépitése, a vartnak megfelelden,
javitotta valamelyest a daunorubicin-tartalmti konjugatum antiproliferativ hatdsat. A
doxorubicin-tavtarto-GnRH-III 6sszetételi konjugatumok koziil, az amidkotéstt forma
tovabbra is rendelkezett a hatéanyagra jellemz6 citotoxikus aktivitdssal. Ezzel
egyidében, amellett hogy kemorepellens hatdst indukalt, képes volt fokozni a sejtek
adhéziojat is (10° M: CAR=0,53) (20. tabldzat). A doxorubicin-tartalmi szarmazékok
koziil, az enzimatikus hasitasra érzékeny észterkotésii forma mellett, az amidkotés
jovoltabol  viszonylag  stabilabb ~ GnRH-1lI(Dox-amid-GFLG) is  kielégitd
hatékonysaggal gatolhatja a tumorsejtek osztodasat és levalasat is.

Korabbi eredményeket is figyelembe véve elmondhatd, hogy a fent emlitett
konjugatumok, szerkezeti kiilonbségeikbdl adddoan, eltérd aktivitassal képesek gatolni
a kiilonb6z6 daganattipusok osztodasat. A kotéstipusok, MCF-7 humén emlé-, és HT-29
huméan vastagbéltumor eredeti sejtvonalakon torténd Osszehasonlitdsdban is az
észterkotésit  konjugatum (GnRH-I1I(Dox-észter) bizonyult a leghatékonyabbnak.
Egyediil ennél a konjugatumnal lehetett a szabad drog hatisaval kozel egyenértékii
aktivitast kimutatni [137]. Az amidkotésit GnRH-I11(Dox-amid-GFLG) hatasara a MM6
modell-sejtiink azonban érzékenyebben reagalt; MCF-7 ¢és HT-29 sejteken a
konjugatum citosztatikus hatdsa csak két nagysagrenddel nagyobb koncentracidoban

jelentkezett [137]. Ezek az eltérések tobbek kozott azzal magyarazhatok, hogy a
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hatéanyag felszabaduldsat biztositdé enzimek, koztik a tumorokban rendszerint

tultermel6do katepszin B, szintje tumor tipustol fiiggden eltérd lehet [240, 241].

A daunorubicin, egy hidroxil (C14) csoport hianyabol addédoéan (33. dbra), a
doxorubicinhez képest kevésbé hajlamos szabadgyok-képzésre és ennek kdszonhetéen
kardiotoxicitasa is kisebb. A GnRH-III(Dau) és GnRH-Ill(Dau-GFLG) konjugatumok
azonban nem rendelkeztek a GnRH-Ill-doxorubicin konjugatumok esetén megfigyelt
kedvezd harmas hataskombinaciéval. Igy a daunorubicin tartalmi konjugatumok
hatékonysaganak javitasa érdekében, kiillonb6zé GnRH-III agonista monomer és dimer
alapu konjugatumok szintézise és vizsgalata valt sziikségessé. A konjugatumok oralis
adagolhatosagat a proteolitikus enzimekkel szemben mutatott stabilitdsuk hatarozza
meg. Kordbbi vizsgalatokban kimutattdk, hogy a GnRH-III Trp®-Ser® kotés helyén a
legérzékenyebb a kimotripszin enzimatikus hatdsaval szemben. A 4-es pozicioban
modositott  (N-MeSer)’GnRH-IIl  vagy  (Lys(Ac))’GnRH-III  iranyitd egység
alkalmazasaval fokozni lehetett a konjugatum stabilitdsat, és egyben a sejtbejutési
képességét is [144, 145, 147]. Az (N-MeSer)*GnRH-111(Dau), (Lys(Ac))*GnRH-
[II(Dau) konjugitumok vizsgalata e kedvezd tulajdonsagaiknak koszonhetden keriilt
elétérbe. Az Lys(Ac)* beépitése a molekulaba nemcsak a konjugatum citotoxikus hatasat
javitotta, hanem, a kemorepellens hatasi (Lys(Ac))’GnRH-IlI(Dau) a legjelentdsebb
adhéziot fokozo hatéssal is rendelkezett, ami egyben antimetasztatikus képességét is eldre
vetiti. Ezzel szemben N-MeSer’ jelenléte nem bizonyult ennyire hatékonynak. A
kemotaxis-adhézids aranyt ugyan a kedvezd iranyba (102 - 10° M: CAR = 0,74 - 0,62)
befolyasolta (20. tabldazat) — ami inkabb repellens karakterébdl, mintsem adhéziot fokozo
hatasabol kovetkezett —, azonban 72 ora elteltével sem mutatott sejtosztodast gatld hatést.
Hasonlo aktivitas kiilonbség volt megfigyelhetd e két konjugatum MCF-7, HT-29, és
LNCap (human prosztata) sejtvonalakon mutatott tumorellenes hatdsdban is. A
(Lys(Ac))*GnRH-1II(Dau) fokozta, mig az (N-MeSer)*GnRH-III(Dau) lerontotta a
referencia konjugatum (GnRH-III(Dau)) esetén mért citosztatikus hatast [147].

A GnRH alapt gyogyszer-célbajuttatas hatékonysagat nagymértékben befolyasolja,
hogy a tumorsejteken milyen mértékben expresszalédnak a GnRH receptorok és milyen
iitemben kovetkezik be a konjugatum-receptor komplex internalizacioja. Tovabba, ezek

a receptorok hormon jelenlétében képesek deszenzitizalodni, ami végeredményben
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rezisztencia kialakulasadhoz vezethet [148, 242]. A GnRH-III konjugatumok
hatékonysaganak fejlesztésére és a fenti limitdlo tényezok kikiiszobolésére kézenfekvd
lehetdség két hatdanyagot hordozd, mas néven bifunkcids konjugatumok eldallitasa. A
(Lys(Ac))*GnRH-1II peptid hasznalata ebbél a szempontbol is jo valasztas, mert a Lys®
mellett a Lys® oldallancan keresztiil is lehetéség nyilt egy wjabb hatéanyag —
daunorubicin vagy metotrexat — konjugaldsara. A bifunkcids konjugatumok masik
csoportjat azok a konjugatumok alkottdk, ahol mindkét hatdanyag egy lizin aminosav
kozbeiktatasaval a Lys® oldallancahoz volt kapcsolva [148, 195], mig a harmadik
csoportba a dimer alapt konjugdtumok tartoztak.

Vizsgalataink soran a bifunkcidés, monomer konjugatumok nem eredményeztek
egyértelmii  hatdsjavulast. Ennek az oka feltételezhetéen a hatéanyagok
hozzéaférhetdségében vagy a konjugatumok térbeli elrendezddésében keresendd. A két
konjugalasi stratégia koziil a (Lys)*GnRH-III hordozé alkalmazasaval el8allitott
konjugatumok ((Lys)*GnRH-I1I(Dau*-Dau®), (Lys)*GnRH-II(Mtx*-Dau®)) mutattak
kedvezdbb hatasprofilt, a tumorellenes €és az antimetasztatikus hatas szempontjabol is.
A 4. pozicioban is daunorubicint tartalmazé konjugatum ((Lys)*GnRH-I11(Dau*-Dau®)),
a vartnak megfelelden, erdteljesebb tumorellenes hatast valtott ki, mig az ugyanitt
metotrexatot hordozé szarmazék, (Lys)’GnRH-III(Mtx*-Dau®) sejtosztodast gatld
aktivitasa elmaradt még az egyszeresen konjugalt forméhoz ((Ac-Lys)*GnRH-I11(Dau®))
képest is. A (Lys)4GnRH-III(Dau4-Dau8) konjugatum hatasprofiljaban, a tumorellenes
jelleg dominalt az antimetasztatikus karakterével szemben (10'10 M: CAR =0,59; 10° -
10° M: CAR = 0,69 — 1,11) (20. tdbldzar). Ezzel szemben a gyenge antiproliferativ
aktivitissal rendelkezd (Lys)'GnRH-III(Mtx*-Dau®) konjugatum, az alacsony CAR
index értékek alapjan (10 - 10 M: 0,56 - 0,74), inkabb antimetasztatikus potencialja
révén, lehet eredményes az irdnyitott tumorterapidban. A masik konjugalasi modszerrel
(8-as pozicion keresztiil) el8allitott GnRH-11I(Mtx®-Dau®) esetén az erdteljes
antiproliferativ. hatds mellé egy, az antimetasztatikus jelleg szempontjabol
kedvezétlenebb, attraktans és gyenge adhéziot csokkentd hatas (1072 -10° M: CAR =
1,00 - 1,25) tarsult (20. tablazat).

Amint az lathat6 volt, a két hatdéanyag egylittes jelenléte nemcsak additiv hatést
eredményezett, hanem antagonista kdlcsonhatdsok is megfigyelhetdk voltak. Korabbi

adatok [148] és sajat eredmények [195] szerint, a két kapcsolasi stratégiaval eléallitott
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bifunkciés konjugatum parok MCF-7, HT-29 modell-sejteken mutatott citosztatikus
hatasdban nem volt lényeges eltérés. A daunorubicin-daunorubicin és metotrexat-
daunorubicin tartalmi konjugatumok hatékonysdgaban, fliggetleniill a kapcsolas
modjatol, egyediill az LNCaP sejtvonal esetén mutatkozott kiilonbség. A két
daunorubicint tartalmaz6 konjugatumok egyértelmiien hatékonyabbnak bizonyultak a
tumorellenes hatas tekintetében. A kétféle, hatdanyag-Osszetételii konjugatum kozott
leukémia modell esetén is megfigyelhetd volt ez az aktivitasbeli kiilonbség, bar nem
ennyire konzekvensen. Az eltérd kisérleti koriilmények mellett (pl. eltéré kezelési ido:
MM6 — 24, 48, 72 h, MCF-7, HT-29, LNCap — 6h), a sejtek ligand iranti
szelektivitasaban, a konjugatumok sejtfelvételében (pl. MCF-7 sejteken: (Lys)*GnRH-
l1I(Dau*-Dau®) > GnRH-I1I(Dau) > GnRH-llI(Daut-Dau®), a lizoszomalis emésztés
soran  keletkezd fragmensek  min8ségében  ((Lys)*GnRH-111(X*-Dau®):  H-
Lys(Dau=Aoa)-OH, <EHWK(Mtx)HDWK (Dau=Ao0a)-OH fragmensek; GnRH-111(X-
Dau®): H-Lys(Dau=Aoa-Lys(Dau=Ao0a))-OH, H-Lys(Mtx-Lys(Dau=Aoa))P-OH
fragmensek) ¢és a fragmensek altal kozvetitett hatds mechanizmusaban (pl. DNS-k&td
képesség) is mutatkozhatnak olyan eltérések, amelyek feleldsek lehetnek a
konjugatumok intenzitasaban tapasztalt kiilonbségekért [148, 195]. Arrél sem szabad
megfeledkezni, hogy a konjugalas helye és — ahogy azt az elézéekben bemutatott
eredményekbdl lathattuk — a kialakitott kotés tipusa (metotrexat esetén amidkotés,
daunorubicin esetén oximkotés) is jelentdsen modosithatja a konjugatum hatasat,

valdsziniileg a hatdanyag felszabadulasanak befolyasolasan keresztiil.

Eldzetes méréseinkben kimutattuk, hogy az oldallancban mddositott GnRH-III
szarmazékok mellett egyes dimer formdak is alkalmas jeldltek, mint potencialis
antimetasztatikus célzo egységek egy kérdéses hatdoanyag célbajuttatdsara. A
tumorellenes hatés tekintetében, mindegyik altalunk vizsgalt dimer szarmazék esetén a
monomer forméhoz képest legalabb kétszeres aktivitasfokozodas volt megfigyelhetd. Ez
természetesen egyrészt abbdl adodik, hogy a dimer-konjugadtumokban a hatéanyag eleve
kétszeres dozisban van jelen, masrészt az is hozzéajarulhat az aktivitds novekedéséhez,
hogy maguk a dimer-hordozok is gatolhatjak a monocita sejtek osztdédasat. A spacer
szekvenciat tartalmazé [GnRH-IlI(Dau-YRRL)], konjugatum nagyobb mértéki
antiproliferativ/citotoxikus hatasa, a tavtarté nélkili [GnRH-I11(Dau)], formahoz képest,

vélhetéen azzal magyardzhatd, hogy az enzimlabilis tavtartd segiti a daunorubicin
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(illetve aktiv metabolitjanak) felszabaduldsat. Feltételezések szerint a dimerek mindkét
monomer alegysége képes kiilon-kiilon kotddni egy-egy receptorhoz eldsegitve a
receptorok mikroaggregaciojat és jobb ligand-telitettségét. Ez elOsegitheti a
konjugatumok hatékonyabb sejtbejutasat ¢és fokozottabb tumorellenes hatast
eredményezhet [133, 137]. A receptorok Osszekapcsolasanak sztérikus feltételei
lehetnek. Ez alapjan a spacert tartalmazd dimer-konjugatum esetén javulhat a
hatékonysag. A dimerek esetén kapott egynél kisebb CAR értékek (20. tdbldzat) pedig
arra engednek kovetkeztetni, hogy a dimer-hatéanyag konjugatumok nemcsak a

tumorok novekedését gatolhatjdk eredményesen, hanem az antiproliferativ/citotoxikus

hatasuk szempontjabol relevans koncentracion (10°M) jelentkezd kemorepellens és

rrrrr

Az antiproliferativ/citotoxicitdsi méréseinkbdl lathatd volt, hogy a daunorubicin
tartalmu konjugatumok hatdsa nem érte el a szabad gydgyszermolekula hatékonysagat.
A korabban mar emlitett vizsgalatokban, az MCF-7, a HT-29, az LNCaP sejteken is
hasonlo aktivitasbeli kiillonbségek voltak megfigyelhetdk a konjugatumok és a szabad
hatoanyagok hatasai kozott [137, 144, 147, 148, 195]. Ennek az altalanosnak tekinthetd
jelenségnek a hatterében az allhat, hogy a szabad hatéanyagok passziv diffuzidval
szallitdodnak be a sejtbe és hatdshoz tovabbi atalakulasuk nem sziikséges. A
konjugatumok viszont, kotddve a sejteken taldlhatd GnRH receptorokhoz, lassabban,
receptor medialt endocitézis révén jutnak be a sejtbe, ahol a konjugatumbol a
hatéanyagnak még fel is kell tudnia szabadulni ahhoz, hogy kifejthesse tumorellenes
hatasat [145, 147, 148]. Mindezek ellenére a GnRH-III alapti konjugatumok szdmos
eldnnyel rendelkeznek a szabad hatdanyaghoz viszonyitva, képesek lehetnek a
gyogyszermolekulat szelektiven, a normdl sejtek karositasa nélkiill, a GnRH-R-t
expresszald tumorsejtekhez juttatni. A daganatok novekedésének gatlasan tul, komplex,
kemorepellens ¢s adhéziot fokozo hatasuknak koszonhetden megakadalyozhatjdk a

tumorsejtek levalasat és ezaltal csokkenthetik a tavoli attétek kialakuldsanak esélyét.
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6. KOVETKEZTETESEK

Munkank a célzott terapia kidolgozasara lehetéséget ado, molekularis célpontokon
(MAO-B vagy GnRH-R) hat6 vegyiilet csoportok — a MAO-szubsztrat szerotonin és
MAO-bénitd R-deprenyl szarmazékok, valamint a GnRH természetes analogok, GnRH-
Il szintetikus szarmazékai és hatdanyag-tartalmi konjugatumaik — sejtfizioldgiai
folyamatokra kifejtett hatasanak tanulmanyozasat tiizte ki célul, keresve olyan
ligandokat, amelyek Onmagukban, vagy hatdéanyag-szallito rendszerként képesek
lehetnek gatolni a daganatok novekedését és szorddasat. A kérdéskor elsd, Tetrahymena
sejten végzett vizsgalatai soran, a MAO-enzimen/GnRH-receptoron hatdé természetes
szubsztratok/ligandok és a fent emlitett két gyogyszercsoport hatdsainak parhuzamos
elemzésére vallalkoztunk. A tovabbiakban a két anyag csoport kiértékelését, a célzott
daganatterdpias felhasznalasban gondolkodva, kiilonb6zé malignitasi tumoros
sejtvonalakon is elvégeztiik.

A Célkitizések fejezetben felvetett kérdésekre vonatkozd megfigyeléseink az

alabbiakban foglalhatok Ossze.

R-deprenyl és szarmazékai

1. A MAO szubsztratok koziil a szerotonin képes-e befolyasolni a Tetrahymena
endogén hormon tartalmat, valamint elékezelés formdjaban alkalmazva (szerotonin

imprinting) képes-e hosszutavon megvaltoztatni a modell-Sejt fizioldgiai reakcioit?

Megéllapitottuk, hogy a szerotonin koncentracio- és 1dofiiggd modon novelte a
Tetrahymena intracellularis hormon tartalmat. Ez a hatds a sejtek természetes
kozegét jobban modellezd, tapanyagszegény oldatban volt kifejezettebb, ¢és
kivaltasdhoz mar a femtomolaris €s az alatti koncentraciok is elegenddek voltak.

A szerotoninnal kivaltott imprinting hatasara 500. és 1000. generaciot kovetden, a
sejtek fokozott (hormontartalom, osztodasi képesség, kemokinetikus aktivitas) vagy
csokkent reakcidja (kemotaktikus valaszkészség) volt megfigyelheté a nem-
imprintalt sejtekhez képest, ami a hormondlis imprinting hosszi tavll hatdsat

(memoria kialakulasat) jelzi, és felveti az epigenetikus 6roklddés lehetdségét.
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A MAO-B gatlo R-deprenyl milyen hatdst fejt ki a Tetrahymena szerotonin tartalmara?

Eredményeink azt valoszintsitik, hogy a Tetrahymena a korabban mar kimutatott
MAO enzim B izotipusaval (MAO-B) rendelkezik. Ez az izoenzim lehet felelés a
szerotonin metabolizmusaért, és gatlasan keresztiil az R-deprenyl a sejtek élettani

reakciojanak széles skalajat befolyasolhatja.

Az R-deprenyl szarmazékok képesek-e kivaltani a Tetrahymena kemotaktikus valaszat?

Kimutattuk, hogy az R-deprenyl és tovabbi 9 derivatuma képes a Tetrahymena
kemotaktikus valaszanak kivaltasara. Az R-deprenyl kemoattraktans hatasa,
sztereoszelektivnek bizonyult, és a kiilonb6zd szerkezeti modositdsok dontden
repellens vagy neutrdlis hatdst eredményeztek. A kemotaktikus hatdsok

koncentraciofiiggése egy MAO-B gatlastol fliggetlen aktivitast jelez.

Az R-deprenyl és szarmazékai rendelkeznek-e adhéziot befolyasolo, kemotaktikus és
antiproliferativ hatassal, eltéré malignitisu tumorsejtvonalakon? Ezek a hatdsok

hozzajarulhatnak-e a tumorok novekedésének és szorodasanak megakadalyozasahoz?

Magasabb rendli modell-sejteken végzett vizsgalatokban azt talaltuk, hogy az R-
deprenyl és derivatumainak a kérdésben jelzett folyamatokra kifejtett hatdsai nagy
szazalékban, jO egyezést mutatnak a két sejtvonalon (MM6 és LM2). Az R-deprenyl
a MAO-B gatlashoz sziikséges koncentracioban, direkt antiproliferativ hatdsa révén a
tumorsejtek osztodasat, mig adhéziot fokozd ¢és repellens/migraciot csokkentd
hatasanak kdszonhetéen a tumorsejtek szorodasat gatolhatja (45. abra). Az adhéziora
¢és kemotaxisra kifejtett hatdsa alapjan az S-deprenyl a hatékonyabb szarmazék az
antimetasztatikus hatas tekintetében. Az R-deprenyl antimetasztatikus hatasahoz a

keletkez0 metabolitok is hozzajarulhatnak, adhéziot csokkentd ¢s kemorepellens

srer

GnRH-I11 peptid-szarmazékok

5.

Milyen kemotaktikus hatdst fejtenek ki a GnRH szarmazékok Tetrahymena sejteken

és milyen szerkezet-hatas osszefiiggések mutathatoak ki?

A GnRH peptid-szarmazékok kemotaktikus hatasa és a PI3K aktivacidja a

kemoattraktans reakcio szignalizacidjaban igazolhaté volt a csillos modellen. A
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Tetrahymena szekvencia- és szerkezetfliggd reakcidja a N-terminalis aminosav
kémiai karakterének (aromas vs. polaris oldallanc) és GnRH-111 Lys® oldallancat

érinté modositasoknak a meghatarozo szerepére utal a kemotaxis kivaltasaban.

A természetes GnRH izoformak és szintetikus szarmazékok milyen hatassal vannak a
csillos protozoon hormontermelésére és kemokinetikus aktivitisara, dsszehasonlitva

mas magasabb rendiiekre jellemzo hormonok hatasaival?

A Kkiilonboz6 szerkezetii GnRH-III peptidek ¢és glikoprotein tipusi hormonok
karakterizalasaval kimutattuk, hogy a repellens derivatumok egységesen a sejtek
lasst korkords mozgéasat, mig az attraktans hatastiak dontéen egyenes vonall haladést
valtottak ki. Ezek a kemotaktikus ligandok hormonszint befolyasolo hatasuk révén is

— parakrin/autokrin modon — hozzajarulhatnak migracios aktivitasuk kialakuldsédhoz.

Rendelkeznek-e adhéziot befolydsolo és kemotaktikus hatdssal az egyes GnRH-111

szarmazeékok és konjugdtumok magasabb rend:i modell-sejten?

A gyogyszer-célbajuttatasra tervezett GnRH-III szarmazékok és hatdanyag-tartalmi
konjugadtumaik sejtadhéziora és kemotaxisra kifejtett hatdsa igazolhatd volt akut
mieloid leukémia (MM6) modellen. MM6 sejtvonalon is sikeriilt megerdsiteni a
célzd egységként szereplé GnRH-III szdrmazékok Tetrahymena sejteken torténd
vizsgalatakor mar tapasztalt szerkezet-hatds Osszefliggéseket. A konjugatum
kemotaktikus aktivitasat €s adhéziora kifejtett hatasat nem egyediil az irdnyitd hatasa
hordozonak valasztott GnRH-1II peptidek hatdrozzak meg, hanem szignifikans
mértékben befolyasolhatja maga a hatéanyag €és a kapcsolds modja (kialakitott kotés
tipusa, vagy a tavtartdo szekvencia jelenléte és kémiai karaktere) is. A doxorubicin-
tartalmt konjugatumok a daunorubicin-tartalmtiakkal 6sszehasonlitva hatékonyabbnak
bizonyultak, mint ahogyan a 4-es pozicioban modositott konjugatumok (pl.
(Lys(Ac))*GnRH-11I(Dau)) adhéziot fokozé és repellens hatasa is elénydsebb volt a
megfeleld6 GnRH-III alapu parjaikhoz (pl. GnRH-I11(Dau)) képest.

A tumorellenes-hatoanyag-tartalmi  konjugatumok  megtartjdk-e a  szabad

gvogyszermolekulara jellemzo antiproliferativ hatasukat?

Az antiproliferativ/citotoxicitdsi méréseinkben kimutattuk, hogy a GnRH-III alapt

konjugatumok tobbsége rendelkezett a szabad hatdanyagra jellemzd hatassal. A
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doxorubicin-tartalmi konjugatumok bizonyultak a leghatékonyabbnak, a citotoxikus
hatasuk 6sszemérhetd volt a referencia molekula (AN-152) és a szabad citosztatikum
aktivitdsaval, mig a daunorubicin-kapcsolt konjugatumok citotoxikus potencialjat a

dimerképzés és (Lys)4GnRH-III hordozo alkalmazasa szignifikdnsan javitotta.

A gyogyszer-célbajuttatasara tervezett GnRH-III hordozok és konjugatumaik komplex
hatasprofiljuk  alapjin  alkalmasak-e az irdnyitott  tumorterdpiaban  torténd

felhasznalasra, mint tumorellenes és antimetasztatikus agensek?

A hatoanyag-GnRH-III konjugatumok antiproliferativ/citotoxikus hatdsa alapjan
feltételezziik, hogy a célzo egységként szolgdlo GnRH-III szarmazékok képesek
biztositani a hatéanyag célsejthez jutasat, felszabaduldsat ¢és tumorellenes
aktivitasat. A hordozokra és egyben a konjugatumaikra jellemz6 adhéziot fokozo és
kemorepellens hatasegyiittes viszont mar azt valdsziniisiti, hogy a primer tumor
szintjén hatva, képesek lehetnek megakadalyozni a tumorsejtek levalasat, invaziojat
¢és csOkkenteni a tavoli attétek kialakulasanak esélyét (45. abra). Ezek az adatok
végeredményben eldrevetitik az egyes doxorubicin-szallitdé rendszerek és
daunorubicin-tartalma  dimer és a (Lys)’GnRH-III alapi  konjugatumok
alkalmazasdnak lehet6ségét a célzott daganatterapidban, mint komplex,

tumorellenes ¢és antimetasztatikus hatasu terapeutikumok.

Primer tumor Metasztatizalé primer tumor
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45, abra: A vizsgalt gyogyszer csoportok tumorellenes és antimetasztatikus hatasa

140



DOI: 10.14753/SE.2013.1836

7. OSSZEFOGLALAS

A kornyezetben jelenlévé endogén vagy szintetikus eredetli bioaktiv anyagok
hatasara kialakul6 sejtélettani reakciok (adhézio, kemotaxis, proliferacid) az egysejtiiek
szintjén alapvetéen meghatarozzak a sejt sorsat, mig magasabb rendiiek esetén szamos
klinikai szempontbdl (pl. tumorgenezis, attétképzes) is fontos folyamat kulcsszerepldi. A
célzott gyogyszeres befolyasolasuk példaul 11j perspektivat jelenthet a tumorellenes hatés
szelektivitasanak novelésére, a metasztazisok kialakulasanak megakadalyozasara.

A célzott tumorterapias eljarasra szant MAO-B gatld R-deprenyl és derivatumainak,
valamint a GnRH receptor-agonista GnRH-IIl peptid-szarmazékok sejtélettani hatasait
eldszor Tetrahymena modellen vizsgaltuk, értékelve azokat a természetes ligandok
(szerotonin, hipotalamo-hipofizealis hormonok) aktivitasanak tiikrében. Ezt kovet6en
magasabb rendli sejteken definialtuk, a tumorellenes ¢s antimetasztatikus hatas
tekintetében fontos szerkezet-hatas 0sszefliggéseket, keresve az irdnyitott tumorterapiadban
eredményesen alkalmazhat6 gyogyszereket, peptid alapu hatdanyag-szallitoé rendszereket.

Egysejtiickben kimutattuk a MAO-szubsztrat szerotonin hatasara kialakuld akut
hormonszint valtozdsok koncentracid-, idd-, és tapanyagellatottsagtol valod fliggését,
valamint a hosszl tava, sejtszintli memoria (imprinting) kialakuldsara utald, az 500./1000.
generacioban is megnyilvanuld funkcionalis valtozasokat. A MAO-B bénité R-deprenyl
intracellularis szerotoninszint emeld hatasa az enzimgatld aktivitdsanak tulajdonithato,
mig a deprenyl szdrmazékok kemotaktikus karaktere attol fliggetlen jelenség lehet. A
kiilonbozd szerkezeti GnRH-III szarmazékok, és trophormonok vizsgélata soran jo
Osszefliggést talaltunk a ligandok altal indukalt, vélhetéen autokrin/ parakrin szabalyozas
alatt allo, kemotaktikus és kemokinetikus valaszreakciok kozott.

Munkank folytatasaban, dontéen leukémia modellen, igazoltuk, hogy az R-deprenyl —
a klinikailag relevans célkoncentracioban — és egyes derivatumai (pl. S-deprenyl, p-
fluoro-S-deprenyl) antiproliferativ, adhéziot fokozd és kemorepellens hatasuk révén,
képesek lehetnek a daganatok novekedésének és szorodasanak célzott gatlasara. A
kemotaktikus és adhéziot fokoz6 hatassal rendelkez6 GnRH-III szarmazékokhoz
konjugalt gyogyszermolekuldk alkalmazasaval kialakitott hatdanyag-szallité rendszerek
(pl. GNRH-I11(Dox-észter), Lys(Ac)*GnRH-I11(Dau)) kielégité hatékonysaggal gatoltik a
tumorsejtek osztédasat. Adhéziot fokozd, kemorepellens hatasuknak koszonhetden

alkalmas jeloltek lehetnek a célzott antimetasztatikus tumorterapiara.
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8. SUMMARY

The cell physiological activities (adhesion, chemotaxis, proliferation) induced by
endogenous or synthetic bioactive compounds fundamentally determine the cell fate in
unicellular level and have pivotal roles in many clinically relevant processes (e.g.,
formation of tumor and metastasis) in mammalians. Furthermore targeted therapy for the
influence of these activities represents a new way for example to increase the selectivity
of antitumoral effect, and to prevent the formation of metastasis.

The cell physiological effects of R-deprenyl and its derivatives that target the MAO-
B, as well as GnRH-I11, an agonist of GnRH receptor, and related peptides designed for
drug delivery were first investigated on Tetrahymena and elucidated in respect of effects
induced by native ligands (serotonin, hypothalamo-hypophyseal hormones). Then, in
higher ranked cells in point of antitumoral and antimetastatic effects important structure-
function relations were described to find small drugs and peptide based drug delivery
systems for targeted tumor therapy.

In Tetrahymena the acute effects of serotonin (substrate of MAO) on the intracellular
hormone contents proved to depend on concentration, time of treatment and nutritive
conditions, while the enhanced or decreased reactions of the cells in progeny generations
500. and 1000. after serotonin imprinting indicated the development of a durable and
heritable imprinting. The elevation in the serotonin level caused by R-deprenyl appeared
to be due to MAO-B inhibition, while chemotactic effects of deprenyl derivatives were
rather MAO-B independent actions. By screening different types of GnRH-I11 derivatives
and trophomones good correlation was found between their chemotactic and
chemokinetic reactions regulated by endogenous autocrine/paracrine signal molecules.

In different types of cancer cells, the adhesion inducer, chemorepellent and
antiproliferative effects of R-deprenyl in the clinically relevant concentration and for some
derivatives (e.g. S-deprenyl, p-fluoro-S-deprenyl) indicate that these molecules might have
targeted inhibitory effects in tumor growth and in metastasis formation at primary tumors.
The drug-targeting conjugates (e.g. GnRH-I11(Dox-ester), Lys(Ac)*GnRH-III(Dau))
containing chemotherapeutic agents coupled to GnRH-I1I targeting moiety or its analogues
with chemotactic and adhesion modulator potency could trigger efficient toxic effects and
their adhesion enhancer and chemorepellent effects confirmed the feasibility of the GnRH-

I11-based conjugates as antimetastatic drug delivery systems for targeted tumor therapy.
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