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BEVEZETES
A sejt kornyezetében jelenlévd kémiai, idébeli és térbeli informaciot hordozd bioaktiv

molekulak — szecernalt endogén hirvivok (hormonok), vagy szintetikus gyogyszervegyiiletek
— a sejtek ¢€lettani folyamatainak egész sorat képesek befolyasolni. A sejtfiziologiai reakciok
koziil a kemotaxis, a sejtek irdnyitott vektorialis mozgéasa, a hozzd kotdédo jelenségekkel
(adhézids készség, parakrin/autokrin kommunikacio, proliferacié) a filogenezis alacsonyabb
¢s magasabb szintjét képviseld szervezetekben fontos regulaléd és végrehajtd mechanizmusok
résztvevbi. Az evolicid alacsonyabb szintjén az egysejtii talélését befolyasoljak, a szoveti
rendszerbe szervezddott sejtek esetén az adhézid, a migracio és a proliferacid Osszerendezett
mikodése szamos normal élettani folyamat (pl. immunvédekezés, ivaros szaporodas,
differencialodas) alapjat képezik, mig muiikodésiik, vagy szabalyozasuk zavara betegségek
megjelenéséhez, tobbek kozott neurodegenerativ és gyulladasos autoimmun korképek,
valamint daganatok kialakulasahoz vezethet. A sejtek megvaltozott adhézids-, migracios, és
osztodasi képessége igéretes terapias célpontnak szamit és gyogyszeres befolyasolasa
eredményes lehet a fent emlitett korfolyamatok megel6zésében és kezelésében.

A gyogyszerek célsejt szelektivitdsanak novelésével nagymértékben javithatd a terapia
hatékonysaga. Ez kiilondsen a tumorok kezelésében valt egyre fontosabba, ahol az alacsony
terapids indexti tumorellenes hatéanyagok alkalmazasanak legfébb korlatjat az egészséges
sejtek karosodasabol adddo stlyos mellékhatasok kialakulasa jelenti. A célzott daganatterdpia
(i) a malignus transzformacioban kritikus szerepet jatszo, rendszerint talmikéd6 biokémiai
folyamatok gatlasan, vagy (ii) az egészséges sejtekhez képest nagyobb mértékben kifejez6d6
hormon receptorok elérésén alapul. Az egyik ilyen azonositott molekularis célpont a
monoamin-oxidaz enzim (MAO), melynek taltermelddését tobb tumortipusban (vese-,
prosztata-, agydaganat) kimutattak; valamint gatlasaval in vitro és in vivo modellben egyarant
szignifikans tumorellenes hatast sikeriilt elérni. A monoamin-oxidaz B (MAO-B) szelektiv
gatloszereként ismert R-deprenyl a Parkinson-kor kezelésében alkalmazott gyogyszer,
Osszetett hatasprofilja (pl. antiapoptotikus, tumorellenes, antioxidans) révén azonban egyéb
idegrendszeren kiviili betegség, mint példaul az ateroszklerdzis, vagy a daganatok
megel6zéséhez és kezeléséhez is hozzajarulhat. Az R-deprenyl farmakologiai hatasai
sztereoszelektivnek bizonyultak, és azok elérésében a citokrom P450 és a flavin-tartalmu
oxigenaz enzimek altal keletkez6 metabolitoknak is fontos szerepet tulajdonitanak.

A célzott tumorterdpia megvalositasara egy masik lehetdség kiilonb6zd hatdéanyag szallitd
rendszerek alkalmazédsa. Ebben az esetben a gydgyszer olyan hordozéhoz/iranyitohoz van
kapcsolva, amelyek képesek a tumorsejtekben fokozott expressziot mutatd receptorokhoz

kotédni és ezaltal a kapcsolt hatoanyagot szelektiven, a hatashoz sziikséges koncentracioban a
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célsejtekhez jutatni (gyodgyszer-célbajuttatas). A gonadotropin-releasing hormon receptor
(GnRH-R) egy, a tumor sejteken nagyszamban kifejez6d6, mig az egészséges sejtekbdl
gyakorlatilag hidnyz6 fehérjecélpontok koziil. A természetes GnRH hormonok elsésorban a
nemi hormon szintézis és a gametogenezis szabalyozasaért felelések. A célzott kemoterapia,
elényben részesiti azokat a GNnRH szarmazékokat — pl. GnRH-I11 — amelyek gyakorlatilag
endokrin mellékhatasok fellépése nélkiil, kozvetleniil képesek gatolni a GnRH-R pozitiv
tumorok novekedését. Az egyes GnRH-III szdrmazékok a célzott tumorterapias felhasznalasra
szant hatdanyag-tartalmu konjugatumok részeként, mint irdnyité hatdsi hordozok hivatottak
biztositani a hozzajuk kapcsolt hatoanyag(ok) szelektiv célbajuttatasat.

A tumorsejtek szorodasa a daganatprogresszido folyamatanak fontos mozzanata, amely
tobbek kozott a célzott terapia sikerességét is befolyasolhatja. A tumorsejtek adhézios
kapcsolatainak koros atalakulasa, és migracios aktivitasanak fokozddasa a metasztatikus
kaszkad szinte minden lépésében (invazid, intra- és extravazacio, szoveti vandorlas és
megtapadas) kiemelkedd jelentdségii. A fenti ismeretek fényében a tumorsejtek adhézids és
migracios tulajdonsagainak célzott, gyogyszeres befolyasolasa, egyrészt a MAO enzim
gatlasan keresztiil az R-deprenyl és szdrmazékainak adédsaval, masrészt a GnRH receptoron
hatd, kiilonb6z6 GnRH-III alapi hordozé rendszerek és konjugatumok felhasznalasaval
nyilvanvalo fontossaggal bir a metasztazisok kialakulasanak megel6zése szempontjabol.

Munkank a célzott terapia kidolgozasara lehetdséget add molekularis célpontokon (MAO
vagy GnRH-R) hat6 két vegyiilet csoport — a MAO-szubsztrat szerotonin, MAO-bénitd R-
deprenyl szdrmazékok, valamint a nativ GnRH analdgok, a GnRH-III szintetikus szdrmazékai
¢s hatdanyag-tartalmu konjugatumai — sejtfiziologiai folyamatokra kifejtett hatasanak
tanulmanyozasat tiizte ki célul az evolucidé alacsonyabb és magasabb szintjét képviseld
modell-rendszerekben, keresve olyan ligandokat, amelyek egyszerre képesek lehetnek gatolni

a daganatok novekedését és szorodasat.

CELKITUZESEK
1. Munkdm elsé fazisaban a deprenyl szarmazékok antimetasztatikus hatasat, a
tumorprogresszidban betoltott szerepét, és sejtélettani hatasok filogenetikai megdrzottségét

vizsgalva a kovetkez6 kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul.

e A MAO szubsztratok koziil a szerotonin képes-e befolyasolni a Tetrahymena endogén
hormon tartalmat, valamint el6kezelés formajaban alkalmazva (szerotonin imprinting)

képes-e hosszu tavon megvaltoztatni a modell-sejt fizioldgiai reakcidit?
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e A MAO-B gatlo R-deprenyl milyen hatast fejt ki a Tetrahymena szerotonin tartalmara, és a

deprenyl szarmazékok képesek-e kivaltani a modell-sejt kemotaktikus reakciojat?

e Az R-deprenyl és szarmazékai rendelkeznek-e adhéziot befolyasolo, kemotaktikus és
antiproliferativ hatassal eltérd malignitasi tumor sejtvonalakon, és ezek a hatasok

hozzajarulhatnak-e a tumorok novekedésének és szorodasanak megakadalyozasahoz?

2. Munkam folytatasaban, a kiilonb6zé GnRH peptidek sejtfizioldgiai folyamatokra kifejtett
hatasat el6szor Tetrahymena modell-sejten tanulmanyoztuk, majd a GnRH-III szarmazékok és
hatoanyag-tartalmu konjugatumaik magasabb rendl sejtvonalon végzett, részletesebb in vitro

vizsgalataval a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt.

e Milyen kemotaktikus hatast fejtenek ki a GnRH szarmazékok Tetrahymena sejteken és
milyen szerkezet-hatas 6sszefiiggések mutathatoak ki?

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

magasabb rendiiekre jellemz6 hormonok hatasaival?

o Rendelkeznek-e adhéziot befolyasold és kemotaktikus hatassal az egyes GnRH-III
szarmazékok és konjugatumaik magasabb rendii modell-sejten.

e A tumorellenes hatéanyag tartalmu konjugatumok megtartjak-e a  szabad
gyogyszermolekulara jellemzo antiproliferativ hatasukat?

e A gyogyszer-célbajuttatasara tervezett GnRH-III hordozok és konjugatumaik komplex
hatasprofiljuk alapjan alkalmasak-e az iranyitott tumorterapiaban torténd felhasznalasra,

mint tumorellenes €s antimetsztatikus dgensek?

MODSZEREK
Vizsgalt anyagok

A vizsgalt 10 deprenyl szarmazékot a Chinoin Gyogyszer- €s Vegyészeti Termékek
Gyara / Sanofi-Aventis Zrt. (Budapest, Magyarorszag) ingyen bocsajtotta rendelkezésiinkre.
Tetrahymena modell-sejten végzett kisérletek soran alkalmazott hormonok a Sigma-Aldrich
Kft.-t6l vagy a Human Gyogyszergyartod Rt.-t6l keriiltek beszerzésre.
A disszertacidban szerepld Osszes GnRH szarmazék szintézise, tisztitdsa és analitikai
vizsgalata az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport és a Konstanzi Egyetem, Analitikai

Kémiai és Biopolimer Szerkezetanalitikai Laboratorium kozremitkodésével tortént.



Modell-sejtek

A MAO enzimen és a GnRH receptoron hato természetes €s szintetikus ligandok sejtélettani
hatasanak bevezetd vizsgalatai Tetrahymena pyriformis GL modell-sejten torténtek. Modell-
sejt valasztasunkat a laborgyakorlati elényokon (egyszeri feltételek mellett tenyészthetd, 150
perces generacios 1d6jébdl adodoan sokadik - 1000. - utdédgeneracio is vizsgalhato) tul az
indokolja, hogy sejtélettani reakcioi (érzékeny kemotaktikus és kemokinetikus aktivités),
szabdlyoz6 folyamatai (membran receptorok, parakrin/autokrin hatasok) nagyfoku
homologijat mutat a magasabb rendiiekre jellemz6 mechanizmusokkal.

A deprenyl derivatumok, valamint a GnRH-III peptid varidnsok és konjugatumaik
antimetasztatikus hatdsanak elemzésére vallalkozva, sejtélettani hatasaik vizsgalatat
kiértékelését magasabb rendli — akut mieloid leukémiai eredetli Mono Mac 6 (MM6) human

monocita, és LM2 egér eml6 adenokarcindma — sejtvonalakon is elvégeztiik.

Kemotaxis méromodszer

Tetrahymena modell-sejten végzett kemotaxis vizsgalatainkhoz két-kamras kapillaris
kemotaxis assayt alkalmaztuk.

A MM6 sejtek kemotaktikus valaszkészségének mérése modositott Boyden-kamras eljarassal
(NeuroProbe® kamréaban) tortént. A kemotaktikus reakcidét mutatd sejtek szamat MTT-teszt

segitségével allapitottuk meg.

Uszasi paraméterek vizsgalata (tracking analizis)

A Tetrahymena tuszasi viselkedésének elemzése soran a sejtek random mozgasardl Axio
Observer inverz mikroszkop felhasznalasaval, az AxioVision Rel 4.7.1 program Time Lapse
tizemmodjaval készitettiink felvételeket, amit a Cell Tracker modul segitségével értékeltiink

Ki. Meghataroztuk a sejtek atlagsebességét és a megtett Ut tekervényességét (tortuosity).

Jelatviteli utvonalak vizsgalata

A kemoattraktans GnRH szarmazékok indukalta szignalizaci6 vizsgélata sordn a foszfolipaz
C-y aktivaciojat az enzim foszforilalt formajat felismer6 PLC anti-phospho-PLCyl(Alexa
647) ellenanyaggal torténd jelolést kovetden aramlasi citométerben hataroztuk meg. A
foszfatidil-inozitol 3-kinaz szerepét specifikus gatloszerek (wortmannin és LY294002)

felhasznalasaval jellemeztiik.

Impedimetrian alapulé adhéziéo méromodszer

Az impedancia valds ideji regisztralasan alapuld xCELLigence és ECIS (Electrical Cell-
substrate Impedance Sensing) rendszerek ko6zos jellemzdje, hogy a sejtek, a szigeteld
tulajdonsagu sejtmembranjuknak kdszonhetden, az alkalmazott elektrodok felszinére torténd

kitapadasuk soran impedancia emelkedést okoznak, amely aranyos a kitapadt sejtek szamaval
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¢és az adhézid mértekével. A MM6 sejtek adhézids viselkedését és az egyes kezelések hatasat
xCELLigence rendszerben vizsgaltuk. LM2 sejtek esetén az ECIS technika lehet6séget adott a

deprenyl szarmazékok adhézidra és migraciora kifejtett egyidejii hatdsanak vizsgalatara is.

Proliferacio és citotoxicitas vizsgalata

Munkank soran a szerotonin kezelés (imprinting) hatasat tanulmanyoztuk a Tetrahymena
A deprenyl szarmazékok ¢és a hatéanyag-tartalmtt GnRH-III konjugatumok direkt
tumorellenes aktivitasat, 24, 48, 72 6ras inkubaciot kdvetden a vegyiiletek antiproliferativ és
citotoxikus hatasanak vizsgalataval kivantuk igazolni MM6 sejteken. Mindkét kisérleti
rendszerben a sejtszamvaltozdsok mennyiségi jellemzésére az impedimetria elvén miikodod
CASY TT sejtszamlalo késziiléket hasznaltuk, amely a sejtszdm mellett a sejtméret eloszlas

meghatarozasara és az eld-halott sejtek elkiilonitésére is lehetdséget adott.

Hormontartalom meghatarozas Tetrahymena sejtekben

A magasabb rendiiekre jellemz6 szignalmolekuldk a Tetrahymena intracellularis hormon
tartalmara kifejtett hatasat indirekt immuncitokémiai jel6lést (anti-Szerotonin, anti-hisztamin,
anti-T3, anti-endorfin, anti-ACTH, anti-adrenalin primer antitest + FITC anti-nyal IgG

masodlagos antitest) kdvetden dramlasi citometrids mérés soran tanulmanyoztuk.

Hormonalis imprinting vizsgalatok

A szerotoninnal kivaltott imprinting hossza tdva hatasat Tetrahymena sejteken, sorozatos
(heti kétszer) atoltast (60 és 120 napon keresztiil) kdvetden, az eldkezelést kovetd 500. és
1000. utodgeneraciok funkcionalis vizsgalataval elemeztik. Az 500. és 1000. generacidban
négy index mérésére keriilt sor: a (i) hormon szintézis €s (ii) sejtosztodas vizsgalata soran
nem alkalmaztunk jboli kezelést, mig (ii1)) a kemotaktikus aktivitas és (iv) az uszasi

viselkedés meghatarozasanal ismételt kezelésben is részesitettiik az imprintalt sejteket.

Statisztikai analizis

A vizsgalati eredmények — kontrollra normalizalt parhuzamos mérések atlaga + SD —
statisztikai kiértékelése Origin Pro 8.0 program segitségével tortént. A kemotaxis ¢&s
sejtadhéziordl nyert adatok szignifikancia analiziséhez az ANOVA modszert hasznaltuk, az
aramlasi citometria és a CASY TT Aaltal szolgéltatott hisztogrammok szignifikancia
vizsgalatahoz Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztuk. A szignifikancia szintek jelolése a

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



EREDMENYEK
R-deprenyl és szarmazékai

Szerotonin rovid és hosszi tava hatdsai Tetrahymena modell-sejten

A MAO gatlé R-deprenyl és szarmazékainak a Tetrahymena sejtfizioldgiai paramétereire
(hormontartalom, kemotaktikus aktivitas) kifejtett hatasai mellett vizsgaltuk a MAO
természetes szubsztratjanak szdmito szerotonin rovid és hosszl tavl hatdsat.

Korabbi vizsgalatokban igazoltak, hogy Tetrahymena csillos egysejtliben a magasabb
rendiiekre jellemz6 hormonalis szabalyozas Szamos eleme — gerincesekre jellemz6 hormonok,
felismerésiikre képes receptorok, jelatviteli mechanizmusok — jelen van. A sejt édesvizi
kozegében a hormonalis interakciok sejtélettani hatasat a hormonok nagymértékii kihigulasa,
a kornyezetben oldott tadpanyag molekuldk mennyisége és az expozicid ideje 1is
befolyasolhatja. A szerotonin a Tetrahymena sejtek endogén hormon tartalmara kifejtett
hatasa is eltért attol fliggden, hogy milyen kozegben tortént a kezelés. Kizarolag, inorganikus
sokat tartalmaz6 Losina-Losinsky oldatban tudtunk szignifikans hisztamin és ACTH szint
emelkedést kimutatni, ami mér femtomolaris €és az alatti koncentraciokban is megnyilvanult.
Megfigyelésiink szerint a hatasok eldidézésében az id6tényezd is fontos szerepet jatszik.
Eredményeink jelentdségét az adhatja, hogy a sejt normal kozegét a tenyésztéshez hasznalt
tapanyagdis médiumhoz képest a Losina-oldat jobban modellezi, és hormonok a nagyfoka
kihigulasuk ellenére, a Tetrahymena kelléen érzékeny receptorkészletének koszonhetden,

koncentraciofiiggé modon befolyasolhatjak a sejtek fiziologias folyamatait.

A kezelések egy specidlis tipusat jelenti a hormonnal torténd elsd taldlkozas alkalméval
lezajlo élettani jelenség, a hormonalis imprinting, ami a sejtek tartésan — utodsejtjeire is
tovabbadott — modosult funkcioit eredményezi. A kivaltdé hormonnal valo tobbszori talalkozas
alkalmaval a Tetrahymena sejtek reakcioi eltérnek az elsé stimulus hatasatol, altalaban sokkal
intenzivebbé valnak. Munkank soran a 10° és 10™° M szerotonin kivaltotta imprinting
megtartottsagat hosszi tavon az imprintinget kdveté 500. (~60 nap) és 1000. (~120 nap)
utdédgeneracioban tanulmanyoztuk négy sejtélettani index: (1) szerotonin tartalom, (2)
osztodasi képesség, (3) kemotaktikus valaszkészség és (4) az iszasi viselkedés vizsgalataval.

Mindegyik vizsgalt jelenség, az 500. és 1000. generdcidban mérve, kvantitativ eltérést
mutatott a nem imprintalt kontroll sejtekhez képest. (1) A szerotonin imprinting a sejtek
szerotonin tartalmara kifejtett hatasanak iranyat €s tartdssagdt az imprintald koncentracio
jelentds mértékben befolyasolta. Az 500. generacidban mindkét koncentracid negativ
imprintinget, intracellularis hormon szint csokkenést valtott ki. Az 1000. generacidban a 10°

M-os eldkezelés hatasa lecsengett, mig az alacsonyabb koncentracié éppen ellenkezdleg,
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pozitivan hatott. (2) Az 500. és 1000. utdédgeneracio sejtjeinek emelkedett osztodasi aktivitasa
arra utal, hogy a 10° M szerotonin el8kezelés tartds funkcionalis valtozast idézett, és az
imprinting formajaban atvitt informacié akar 1000 generacion keresztiil is tovabbadodik. (3)
A szerotonin kovetkezetes kemorepellens hatasa az elokezelés imprintal6 hatasat €s a hossza
tavi memoriat kialakitd képességét jelzi. Az egyszeri behatas, 500. és 1000. generacidban, a
sejtek negativ kemotaktikus reakciojat indukalta, mig az ismételt szerotonin kezelés
kismértékben tovabb erdsitette ezt a profilt. (4) Ha a sejtek tszasi viselkedésén keresztiil
vizsgaljuk a szerotoninnal kivaltott imprinting hossz tava hatasat, akkor lathatd, hogy a
hormon negativ — lasst, korkords mozgast el6idézé — hatdsa csak a masodszori expozicid
alkalméaval jelentkezett. A szerotonin elékezelés 1000 generacido multan is érvényesiilé hatasai

cres

epigenetikus 6roklodését valoszinisitik.

R-deprenyl és szdrmazékainak alapvetd sejtélettani hatdsai Tetrahymena modell-sejten

A MAO enzim a szerotonin, mint intracellularis szabalyoz6é molekula, széleskori
sejtélettani hatasait a hormon lebontasan keresztiil képes befolyasolni. A MAO-A és -B
szelektiv gatloszerek (chlorgylin, R-deprenyl) vizsgalata soran nyert eredményeink arra utalnak,
hogy az emlds sejtekkel ellentétben, Tetrahymenaban valdsziniileg a B izoforma felelés a
szerotonin lebontasaért. A MAO-B bénitd R-deprenyl, vélhetéen a hormon metabolizmusanak
gatlasan keresztiil, képes volt fokozni az endogén szerotonin szintjét. Az R-deprenyl kozvetlen,
a szerotonin mennyiségének szabalyozasatol fiiggetlen kemotaktikus aktivitasat is sikeriilt
Kimutatnunk. Sztereoszelektiv attraktans hatasa a MAO-B gatlashoz sziikséges koncentracional
tobb nagysagrenddel kisebb tartomanyban jelentkezett. Az R-deprenyl kiilonbozd szerkezeti
modositasai, beleértve a metabolikus atalakulasat is (dezalkilacio és N-oxidacid), dontéen
repellens vagy neutralis hatdst eredményeztek. Egyediil a propargil-csoportot tartalmazo
vegyiileteknél (R-dezmetildeprenyl, R-deprenyl-N-oxid) volt megfigyelheté az alacsony
koncentracioban egy pozitiv kemotaktikus trend. A Tetrahymena sejten kapott, az irodalomban
mar definidlt szerkezet-hatas Osszefliggésekkel (R-deprenyl hatisanak feltétele a propargil-
csoport megléte, és a C1 oldallanc mddositasa lerontja aktivitasat) jorészt egyezd eredményeink
megerdsitik a modell-sejt korabbi munkainkban is tapasztalt diszkriminacios képességét és

egyben alkalmassagat is a gyogyszercsoport vizsgalatara.

R-deprenyl és derivatumainak sejtbioldgiai hatdsa magasabb rendi modell-sejteken

A R-deprenyl derivatumok sejtbioldgiai hatasvizsgalatat a Tetrahymena modellt

kovetden, a célzott tumorterapiaban torténd felhasznalasuk lehetdségének értékeléséhez, az
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alkalmazasuk szempontjabol igéretesnek tiind6 MM6 humén leukémia és LM2 emld
adenokarcinoma sejteken is elvégeztiik.

A két eltér6 tumor modellen nagy szazalékban egyez6 valaszokat kaptunk, azonban egyes
esetben a két sejttipus eltérd érzékenysége volt jellemzd. Az alapvegyliletek €s metabolitok
kozel egyforma adhézids €s kemotaktikus aktivitdst mutattak a két sejttipusban, mig a
szintetikus szarmazékok adhézios viselkedésében talaltunk jelentésebb, a hatasok eldjelében,
vagy mértékében megmutatkozo6 eltéréseket.

Az attétképzés egyik elsé meghatarozo 1€épés a daganatsejtek adhézids kapcsolatainak
meggyengiilése, €s ezzel parhuzamosan a migracios aktivitdsuk fokozodasa, e két esemény
lényegében biztositja a sejtek levalasat és kornyezd szovetekbe torténd vandorlasat. A sejtek
adhéziés ¢és migraciés fenotipusa az attétképzés késobbi szakaszaiban, intra- és
extravazacidban, valamint az j szoveti térben torténd vandorlasban is kiemelt szereppel bir.

A deprenyl szarmazékok antimetasztatikus hatasanak értékelése a vegyiiletek sejtadhéziora
¢s kemotaxis/migraciora kifejtett hatdsanak viszonyan alapul. Ennek jellemzésére szolgal a
kemotaxis-adhézios arany (CAR= kemotaxis [Ktx. ind.] / adhézié [Slope]), ami egy idealis
antimetasztatikus 4gens esetén, amely primer tumor szintjén hatva fokozni tudja a sejtek
kisebb szam (CAR < 0,8). Az R-deprenyl MAO-B gatlashoz sziikséges koncentracidja esetén
ez a CAR értek egynél kisebbnek adodott mindkét modell-sejten. Az antiproliferativ hatasat is
figyelembe véve elmondhatd, hogy az R-deprenyl a klinikai szempontbol elérendd
célkoncentracioban képes lehet gatolni a tumorsejtek osztodasat és szorddasat. Leukémia
modellen az R-deprenyl alacsonyabb koncentracidiban a kemotaktikus aktivitds a dominalo
(magas CAR érték). Mindazonaltal a 10° M R-deprenyl szignifikéns sejtszamcsdkkentd
hatdsa is megfigyelhetd volt, ami ellensulyozhatja a metasztazisképzés szempontjabol
kedvezétlen hatdsegylittest. Bar az S-deprenyl nem rendelkezett antiproliferativ hatéssal,
azonban mindkét modell-sejten a teljes koncentracidtartomanyra kiterjedé alacsony CAR
értekek arrol tantiskodnak, hogy az antimetasztatikus hatas szempontjabol hatékonyabb, mint
az R-modosulat. Vélhetéen az R-deprenyl hatasanak nem feltétele a metabolikus atalakulésa,
azonban a keletkez6 metabolitok 0Osszességében hozzajarulhatnak az alapvegytilet
tumorellenes hatdsahoz: (i) az R-amfetamin adhéziot fokozd hatasa leukémia modellen
kemorepellens hatassal parosult, (i1) az R-metamfetamin antiproliferativ hatassal rendelkezett
monocita sejteken, (iii) abban az esetben, ha mar megtortént a sejtek szordédasa az R-
dezmetildeprenyl és az R-metamfetamin adhéziot csokkentd €s kemorepellens/migraciot gatlo

crer

szarmazékok hatésa ellentmondésos, aktivitasuk az attétképzes gatldsa szempontjabol elmarad
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a referencia vegyltiletekétdl (R- és S-deprenyl). Kiemelend6 azonban, hogy az antiproliferativ
hatas tekintetében ez a szerkezeti mddositas hatékonynak bizonyult, mindkét izomer képes

volt gatolni a monocita sejtek osztddasat.

GnRH peptidek és kiilonb6z6 magasabb rendiiekre jellemzé hormonok

Tetrahymena modell-sejten kifejtett hatasok

A magasabb rendiiekre jellemzd hormonok, mint azt a szerotonin példdjan is lattuk,
képesek befolyasolni a Tetrahymena ¢lettani folyamatait, példaul mozgési viselkedését —
vektoridlis irdnyu elmozdulésat, azaz kemotaxisat, vagy random jellegli kemokinetikus

A GnRH peptidek kemotaktikus hatasa kimutathaté volt Tetrahymena pyriformis
sejteken, annak ellenére, hogy ezek a hormonok a magasabb rendiekben elsédlegesen nem
rendelkeznek ilyen aktivitassal. Az egysejtii modell kemotaktikus valaszaval széles skalan
képes volt kiilonbséget tenni a vizsgalt, kisebb-nagyobb szerkezeti eltérést mutatd6 GnRH
szarmazékok kozott. A Tetrahymena szekvenciafiiggd kemotaktikus reakcidja alapjan a nativ
GnRH hormonok (GnRH-1, GnRH-11, GnRH-III) és a GnRH-III fragmens szarmazékok (Ac-
HWSHDWKPG-NH,, Ac-WSHDWKPG-NH;, Ac-SHDWKPG-NH;) kemotaktikus hatasat, a
centralis régid (5.-8. pozicié) aminosav Osszetétele és az N-terminalis aminosav kémiai
karaktere alapvetéen meghatarozza. A kiilonb6z6 6sszetételit monomer és dimer szarmazékok
eredményei azt jelzik, hogy a Lys® oldallancanak moédositasa a GnRH-111 kemotaktikus
hatasat az oldallanc méretének ([GnRH-I11(Ac-C), GnRH-I1I(Ac-CGFLG)), valamint dimer
szarmazékok esetén a kapcsolo régid hosszanak ([GNRH-I1I(C)],, [GNRH-II(CGFLG)],) és
kémiai  modositasanak  (acetildlas)  ([GNRH-INI(Ac-C)],,  [GNRH-1I(Ac-CGFLG)],
fliggvényében képes befolyasolni.

A GnRH szarmazékok indukalta specifikus valaszreakciok egyben a sejt receptorialis
érzékenységére €s a jelatviteli utvonalak indukalodésara utalnak. A GnRH szarmazékok
hatasara aktivalodo intracelluléris hirvivok kozé tartozik a Tetrahymenaban is kimutatott PLC
¢és a PI3K enzim. A GnRH-III szarmazékok kemotaktikus hatasanak kivaltasaban a PLC
aktivalodasa nem volt kimutathaté, mig a PI3K inhibitorai szignifikdins modon gatoltak a
sejtek kemoattraktans valaszat. A GnRH-III peptidek nem csupén a Tetrahymena kemotaxisat
képesek kivaltani, hanem a folyamat szignalizacioja is a magasabb rendii (tumor)sejtekben
mar ismert ttvonalon halad.

A GnRH szarmazékok gradiens mentén hatva a Tetrahymena kemotaxisat indukaltak,
mig ha egyontetii koncentracidban voltak jelen a sejtek kemokinetikus aktivitasat
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befolyasoltak. A sejtek Uszasi sebessége ¢és az altaluk megtett utvonal kanyarulatossaga
dontden ellentétesen valtozott. A sejtek nagyobb atlagsebessége mellett az egyenes vonala
elérehaladéas (alacsony tekervényesség) volt megfigyelhetd. A kemorepellens anyagok
egységesen, az irodalmi adatokkal Osszhangban, a sejtek lassu, kanyargds Uszasat
eredményezték. Az attraktans anyagok hatdsa azonban nem bizonyult ennyire konzekvensnek,
inkabb a sejtek egyenes eldrehaladasat valtottak ki. A kemotaktikus és kemokinetikus hatasok
kozotti korrelacio altalanos jellegére utal, hogy a kiilonb6z6 szerkezetii ligandok — a peptidek
kozé sorolt GnRH szarmazékok és glikoprotein tipusa trophormonok — kemotaktikus
tulajdonsaguknak megfeleléen, azonos modon hatottak a sejtek Uszasi viselkedésére (pl.
kemorepellens — lassu, kanyarulatos iszas).

A GnRH ligandok a sejtek mozgésallapotara kifejtett kozvetlen hatdsa mellett kozvetve a
sejtek kemotaktikus/kemokinetikus valaszat. Ez annak koszonhet6, hogy a felszabaduld
szignal molekulak 6nmagukban is rendelkeznek ilyen aktivitasokkal. A vizsgalt ligandok
kemotaktikus és hormontartalomra kifejtett hatasai kozott egyértelmi korrelacidé nem volt
megfigyelhet6. A GnRH-I11 dimer ([GNRH-111(C)]2, [GNRH-ITI(CGFLG)],) és fragmens (Ac-
SHDWKPG-NH,) szarmazékai, kemotaktikus karakteriiktél fliggetleniil a hisztamin
mennyis€gét pozitivan az adrenalinét negativan befolyasoltdk. A kemoattraktans és repellens
anyagok kozott az endorfin és szerotonin tartalomra kifejtett hatasukban mutatkozott
kiilonbség. Altalanossagban elmondhato, hogy a kemoattraktans anyagok uszasi viselkedésre
kifejtett hatasaban tapasztalt kiilonbségek hatterében részben az allhat, hogy fokozva az
attraktans endorfin és csokkentve a repellens szerotonin szintjét kozvetett modon IS

befolyasolhatjdk a Tetrahymena migracios reakciojat.

GnRH-III szdrmazékok hatdsa magasabb rendii (MM6) modell-sejt

Az irényitott tumorterapids felhasznalasra tervezett GnRH-III szadrmazékok, mint a
gyogyszer-célbajuttatas targetald egységei szerepelnek a MM6 sejteken végzett vizsgalataink
soran. Elemeztik a GnRH-III szarmazékok ¢€s tumorellenes hatdanyag-tartalmu
konjugatumaik adhézidt befolydsold és kemotaktikus hatasat, amely a metasztazisképzés
folyamatara kifejtett hatdsuk szempontjabol alapvetd. Tovabba vizsgéltuk a GnRH-Il1-alapu
konjugatumok antiproliferativ/citotoxikus aktivitasat, igazolva ezzel azt, hogy a gydgyszer-

tartalmu szarmazékok ténylegesen kifejtik a szabad hatdanyagra jellemz0 hatast.

Iranyito hatdstt GnRH-III szdrmazékok hatdisa MM6 modell-sejten

Az iranyit6 hatassal rendelkez6 GnRH-III szdrmazékok sejtadhéziora kifejtett hatasa egy

altalanos, a hormonok szekvenciajaban kodolt tulajdonsag, egy kivételtol (Ac-SHDWKPG-
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NH.) eltekintve mindegyik vizsgalt peptid fokozta a MM6 sejtek kitapadasat, bar a hatasok
mértékében €s koncentraciofiiggésében mutatkozott kisebb kiilonbség. Ezzel szemben az N-
terminalis feldl roviditett GnRH-I11 fragmensek valamint a Lys® oldallanc modositasaval
kialakitott monomer és dimer szarmazékok, a Tetrahymena esetén tapasztalt szerkezet-hatas
Osszefliggésekhez hasonlo, karakterisztikus valtozast eredményeztek a MMG6 sejtek
kemotaktikus reakciojaban. Amig a rovid oldallanca GnRH-I1I(Ac-C) monomer mindkét
modell-sejten intenziv repellens hatast mutatott, addig a bel6le felépiilé [GnRH-I11(C)], dimer
attraktans hatasa kisebb mértékii volt leukémia modell esetén, és csak a nagy koncentracidkra
korlatozodott. A GFLG’ tavtartdt tartalmazd peptidek MMG6 sejtek esetén is ellenkezd
kemotaktikus valaszt indukaltak, mint a rovid oldallancot/linker régiot hordozo szarmazékok.
A [GNRH-I1I(C)]2 és [GnRH-I1I(Ac-C)], dimer kemotaktikus hatdsaban mutatkoz6, a GnRH-
IIT hormon aktivitdsdhoz hasonld bifazisos (alacsony koncentracion repellens, magas
koncentracion attraktans) jelleg arra enged kovetkeztetni, hogy maga a GnRH-III hormonrész
lehet felelds a dimerek receptorkotéséért és kemotaktikus viselkedéséért.

A PLC ¢és PI3K egyrészt a GnRH szadrmazékok hatdsdnak kozvetitésében masrészt a
monocita sejtek kemotaktikus reakcidjanak kivaltasaban is kulcsszerepet jatszik. Igy
fontosnak éreztiik e két enzim részvételét megvizsgalni a GnRH-III szarmazékok MM6
sejtekre kifejtett kemotaktikus hatasaban is. A PI3K szerepét csak a nativ hormonok ¢és egyes
dimer szarmazékok ([GnRH-III(C)],) altal kivaltott kemotaktikus hatasok tovabbitasaban
sikeriilt igazolni, mig a PLC aktivalodasat egyetlen szarmazék esetén sem tudtuk kimutatni.
Az acetil csoportot és a ‘GFLG’ tavtartét tartalmazod szarmazékok, mindkét modell-
rendszerben megnyilvanuld kemoattraktans jellegét egyik inhibitor sem befolyasolta, igy
esetiikben egy PI3K (és PLC) fliggetlen jelatviteli ut indukcioja feltételezhetd.

A célzo egységnek szamitd6 GnRH-III szdrmazékok antimetasztatikus hatdsdnak
értekelése a CAR index kiszdmitdsa alapjan tortént. Az alacsonyabb koncentraciokban
tapasztalt, nem egy esetben kifejezetten alacsony CAR értékek arra utalnak, hogy ezek a
peptidek 6nmagukban, vagy egy gyogyszer-szallitd rendszer részeként a primer tumor
szintjén hatva a tumorsejtek helyben tartdsat segithetik el6. Az antimetasztatikus hatas
tekintetében a GNRH-I1l monomer és dimer szarmazékai hatékonyabbak voltak, mint maga a
nativ hormon. A csoportbol kiemelendd, a két monomer forma (GnRH-I1I(Ac-C); GnRH-
II(Ac-CGFLG)) mellett, egyes dimer vegyiiletek is ([GnRH-I1I(C)];, [GnRH-III(Ac-
CGFLG)],), amelyek kedvezé hatasprofiljuknak kdszonhetben idedlis jeloltek lehetnek az
iranyitott tumor-terapidban torténd felhaszndldsra, mint a hatdéanyag szallitdé rendszerek

targetalo egységei.
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Hatbanvyag-tartalmi GnRH-I11 konjugitumok hatdsa MM6 modell-sejten

A gyogyszer-célbajuttatasra tervezett GnRH-III alapu peptid konjugatumok masik fontos
elemét maga a hatébanyag — jelen esetben a doxorubicin vagy daunorubicin — jelenti. A GnRH-
Il alapt konjugdtumok hatasanak vizsgalata és elemzése soran azt tartottuk szem el6tt, hogy
a kapcsolt hatéanyag a célsejthez jutva képes legyen kifejteni a szabad formara jellemzd
tumorellenes hatdst, és maga a konjugdtum a tumorsejtek kemotaktikus ¢és adhézids
viselkedésének befolyasolasan keresztiil képes legyen megakadalyozni a tumorsejtek levalasat
és szorddasat. Eredményeinkbodl altalanos kovetkeztetésként levonhatd, hogy az
iranyitd/hordozé rész €s a hatdbanyag — beleértve a konjugalas modjat is — egylittesen alakitja
ki a konjugatum sejtélettani hatasait. A célbavivo egység kemotaxisra €s adhéziora kifejtett
hatasat a hatdéanyag, illetve ugyanazon hatéanyag esetén onmagaban a kapcsolds moddja is
jelentés mértékben képes volt befolyasolni.

A GnRH-III konjugatumai koziil a citotoxikus, adhéziot fokozo és kemorepellens hatas
konjugatumban (GnRH-I1I(Dox-észter)) 6tvozodott. Az irodalombol ismert AN-152 mar
klinikai kiprobalas alatt allé6 konjugatum, amiben a hatéanyag egy észterkotésen keresztiil
kapcsolodik a GnRH-I agonista szarmazékahoz ([D-Lysﬁ]-GnRH-I). Igy vizsgélatainkban az
AN-152 referencia konjugatumként szerepelt. A GnRH-IlI(Dox-észter) citotoxikus hatasa
lényegesen nem tért el az AN-152 és a szabad doxorubicin hatasatol, azonban az
antimetasztatikus potencidl tekintetében meghaladta a referencia konjugdtum hatékonysagat.
Az észterkotés enzimatikus érzékenységébdl adodo esetleges mellékhatasok kikiiszobolésére
stabilabb kotést tartalmazo konjugatumokat is vizsgaltunk. Ezekben a gydgyszermolekula
megfeleld felszabadulasa érdekében a hatdéanyag ¢s a GnRH-III k6z¢é lizoszomalis enzimekre
érzékeny tavtartdo szekvencia (GFLG, YRRL) keriilt beépitésre. Az amidkotés jovoltabol
viszonylag stabilabb GnRH-I11(Dox-amid-GFLG) konjugatum is rendelkezett a tumorellenes
¢€s az antimetasztikus hatas szempontjabol kedvezd hataskombinacioval.

A daunorubicint oximkotésben tartalmazé GnRH-III(Dau) és GnRH-I1I(Dau-GFLG)
konjugatumok azonban nem rendelkeztek hasonlé aktivitissal. Igy eltérd felépitésii,
daunorubicin-tartalmi konjugatumok vizsgalata valt sziikségessé. Az acetil-lizin (Lys(Ac))
beépitése a molekulaba nemcsak a konjugatum citotoxikus hatasat javitotta, hanem a
(Lys(Ac))*GnRH-III(Dau) konjugatum a kemorepellens hatasa mellett a legjelentésebb adhéziot
fokozo hatéssal is rendelkezett, ami egyben antimetasztatikus képességét is eldre vetiti.

A GnRH-III konjugatumok hatékonysaganak fejlesztésére, az alacsony GnRH-R

expresszid6 ¢és downregulacio okozta hatascsokkenés kikiiszobolésére eldallitott, két
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hatéanyagot (daunorubicint és metotrexatot) hordozo, un. bifunkciés konjugatumokat is
vizsgaltunk. Ezek a bifunkcidés konjugatumok nem eredményeztek azonban egyértelmi
citotoxikus hatdsjavulast, aminek az oka feltételezhetéen a hatdbanyagok hozzaférhetdségében
vagy a konjugdtumok térbeli elrendezddésében keresendd. Az (Lys)*GnRH-III hordozod
alkalmazasaval eldallitott, a 4. ¢és 8. pozicioban is egy-egy hatdanyagot tartalmazo
(Lys)*GnRH-111(Dau*-Dau®), (Lys)*GnRH-III(Mtx*-Dau®) mutattak kedvezébb hatasprofilt,
mind a tumorellenes, mind az antimetasztatikus hatds szempontjabol, Osszehasonlitva
azokkal, ahol a hatoanyagok egy lizin aminosav kdzbeiktatasaval a Lys® oldallancahoz volt
kapcsolva (GnRH-111(Daud-Dau®), GnRH-111(Mtx3-Dau®)).

A dimer alapu konjugatumok, monomer egységenként egy-egy hatdanyagot tartalmaztak,
¢s a monomer konjugatumokhoz képest a vartnak megfelelden, legalabb kétszer nagyobb
citotoxikus aktivitassal rendelkeztek. A CAR értékeik (CAR<<1) pedig arra engednek
kovetkeztetni, hogy kemorepellens ¢és adhéziot fokozd hatdsuknak koszonhetéen a

daganatsejtek levalasat és szorodasat is eredményesen gatolhatjak.

KOVETKEZTETESEK

1. Megéllapitottuk, hogy a szerotonin koncentracio- ¢és idd-fliggdé modon fokozta a
Tetrahymena endogén hormon tartalmat a sejt természetes kozegét jobban modellez6
tapanyag szegény oldatban. Ennek a hatdsnak a kivaltdsdhoz mar a femtomolaris és az
alatti koncentraciok is elegenddek voltak, ami a sejtek receptiv érzékenységére utal.

A szerotoninnal kivaltott imprinting hatasara 500. és 1000. generaciot kovetden, a sejtek
fokozott (hormontartalom, osztodasi képesség, kemokinetikus aktivitas) vagy csokkent
reakcidja (kemotaktikus valaszkészség) volt megfigyelhetd a nem-imprintalt sejtekhez
képest, ami a hormonalis imprinting hosszl tdva hatdsat (memoria kialakuldsat) jelzi, és

felveti epigenetikus oroklodeés lehetdségét.

2. Eredményeink azt valoszinisitik, hogy a Tetrahymena a korabban mar kimutatott MAO
enzim B izotipusaval rendelkezik. A MAO-B lehet felelds a szerotonin metabolizmusaért, és

gatlasan keresztiil az R-deprenyl a sejtek élettani reakcidjanak széles skalajat befolyasolhatja.

3. Kimutattuk, hogy az R-deprenyl és tovabbi 9 derivatuma képes a Tetrahymena kemotaktikus
valaszanak kivaltdsara. Az R-deprenyl attraktans hatdsa, sztereoszelektivnek bizonyult. A
kiilonbozd szerkezeti modositasok dontden repellens vagy neutralis hatast eredményeztek. A

kemotaktikus hatasok koncentraciofiiggése egy MAO-B gatlastol fliggetlen aktivitast jelez.
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4. Magasabb rendii modellen végzett vizsgalatokban azt talaltuk, hogy az R-deprenyl és
szarmazékainak adhézidt befolyasold €s kemotaktikus hatasi nagy szazalékban, j6 egyezést
mutatnak a két sejtvonalon (MMG6 és LM2). Az R-deprenyl a MAO-B gatlashoz sziikséges
koncentracioban, direkt antiproliferativ hatasa révén a tumorsejtek osztdédasat, mig
adhézidt fokozo ¢és repellens/migraciot csokkentd hatdsanak koszonhetden tumorsejtek
szOrodasat gatolhatja. Az adhézidra és kemotaxisra kifejtett hatasa alapjan az S-deprenyl a
hatékonyabb szarmazék az antimetasztatikus hatas tekintetében. Az R-deprenyl

antimetasztikus hatasdhoz a metabolitjai is hozzajarulhatnak; adhézidt csokkentd é€s

crcr

5. A GnRH peptid-szarmazékok kemotaktikus hatasa és a kemoattraktans jelatvitelben a
PI3K aktivéacioja igazolhaté volt a csillds modellen. A Tetrahymena szekvencia- és
szerkezetfliggd reakcidja az N-terminalis aminosav kémiai karakterének és GnRH-II1 Lys®

oldallancat érint6 modositasok meghataroz6 szerepére utal a kemotaxis kivaltasaban.

6. A kiilonb6z6 szerkezeti GnRH-III peptidek és glikoprotein tipusi hormonok
karakterizalasaval kimutattuk, hogy a repellens derivatumok egységesen a sejtek lassu
korkords mozgésat, mig az attraktans hatastiak dontden egyenes vonall haladast valtottak ki.
Ezek a kemotaktikus ligandok a hormonszint befolyasold hatasuk révén is —

parakrin/autokrin médon — hozzajarulhatnak migracios aktivitasuk kialakulasahoz.

7. A gyogyszer-célbajuttatasra tervezett GnRH-III szarmazékok ¢&s hatdanyag-tartalmu
konjugatumaik sejtadhézidra és kemotaxisra kifejtett hatdsa igazolhaté volt leukémia
modellen. MM6 sejtvonalon is sikeriilt megerdsiteni a célzo egységként szereplé GnRH-11
szarmazékok Tetrahymena sejteken torténd vizsgalatakor tapasztalt szerkezet-hatas
Osszefiiggéseket.

A konjugatum kemotaktikus és adhéziora kifejtett hatasat nem egyediil az irdnyitd hatasu
hordozonak valasztott GnRH-III ill. szdrmazékai hatarozzdk meg, hanem szignifikans
mértékben befolydsolhatja maga a hatéanyag €s a kapcsolas modja (kialakitott kotés tipusa,
vagy a tavtartd szekvencia jelenléte és kémiai karaktere) is. A doxorubicin-tartalmu
konjugadtumok a daunorubicin-tartalmuakkal Osszehasonlitva hatékonyabbnak bizonyultak,
mint ahogyan a 4-es pozicioban médositott konjugatumok (pl. (Lys(Ac))*GnRH-111(Dau))
adhéziot fokozo és repellens hatdsa is elonyOsebb volt a megfeleld GnRH-III alapu

parjaikhoz (pl. GnRH-I1l1(Dau)) képest.

8. Az antiproliferativ/citotoxicitasi méréseinkben kimutattuk, hogy a GnRH-III alapu
konjugatumok tobbsége rendelkezett a szabad hatdanyagra jellemzé hatassal. A

doxorubicin-tartalmiu konjugatumok bizonyultak a leghatékonyabbnak; a citotoxikus
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hatasuk Gsszemérhetd volt a referencia molekula (AN-152) és a szabad citosztatikum
aktivitasaval. A daunorubicin kapcsolt konjugatumok citotoxikus hatasat a dimerképzés és

(Lys(Ac))*GnRH-III hordoz6 alkalmazésa szignifikansan javitotta.

. A hatéanyag-GnRH-III  konjugatumok antiproliferativ/citotoxikus hatdsa alapjan
feltételezziik, hogy a célzd egységként szolgaldé GnRH-III peptid-szarmazékok képesek
biztositani a hatéanyag célsejthez jutasat, felszabadulasat és tumorellenes aktivitasat. A
hordozokra és egyben a konjugatumaikra jellemzé adhézidt fokozod és kemorepellens
hatasegyiittes mar azt valdszinisiti, hogy a primer tumor szintjén hatva, képesek lehetnek
esélyét. Ezek az adatok végeredményben eldrevetitik az egyes doxorubicin-tartalmu
konjugatumok, valamint a daunorubicint szallité dimer és (Lys(Ac))*GnRH-III alapt
konjugatumok alkalmazisanak lehetdségét a célzott daganatterdpidban, mint komplex,

tumorellenes és antimetasztatikus hatasu terapeutikumok.
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OSSZEFOGLALAS

A kornyezetben jelenlévd endogén vagy szintetikus eredetli bioaktiv anyagok hatasara
kialakulo sejtélettani reakciok (adhézid, kemotaxis, proliferacio) az egysejtiiek szintjén
alapvetéen meghatarozzdk a sejt sorsat, mig magasabb rendiiek esetén szdmos klinikai
szempontbol (pl. tumorgenezis, attétképzés) is fontos folyamat kulcsszerepléi. A célzott
gyogyszeres befolyasolasuk példaul 10j perspektivat jelenthet a tumorellenes hatas
szelektivitasanak novelésére, a metasztazisok kialakuldsdnak megakadalyozasara.

A célzott tumorterapias eljarasra szant MAO-B gatld R-deprenyl és derivatumainak,
valamint a GnRH receptor-agonista GnRH-I11 peptid-szarmazékok sejtélettani hatasait el6szor
Tetrahymena modellen vizsgéltuk, értékelve azokat a természetes ligandok (szerotonin,
hipotalamo-hipofizealis hormonok) aktivitasanak tiikrében. Ezt kovetden magasabb rendii
sejteken definialtuk, a tumorellenes és antimetasztatikus hatas tekintetében fontos szerkezet-
hatds Osszefliggéseket, keresve az iranyitott tumorterdpidban eredményesen alkalmazhatd
gyogyszereket, peptid alapu hatdanyag-szallitoé rendszereket.

Egysejtiiekben kimutattuk a MAO-szubsztrat szerotonin hatasara kialakul6 akut
hormonszint valtozasok koncentracioé-, idd-, és tdpanyagellatottsagtol valo fiiggését, valamint a
hosszu tavu, sejtszintli memoria (imprinting) kialakulasara utald, az 500./1000. generacidban is
megnyilvanulé funkciondlis valtozdsokat. A MAO-B bénit6 R-deprenyl intracelluldris
szerotoninszint emeld hatdsa az enzimgatld aktivitdsanak tulajdonithatd, mig a deprenyl
szarmazékok kemotaktikus karaktere attol fiiggetlen jelenség lehet. A kiilonb6zd szerkezetii
GnRH-111 szarmazékok, és trophormonok vizsgalata soran jo Osszefiiggést talaltunk a ligandok
altal indukalt, vélhetden autokrin/ parakrin szabéalyozas alatt 4llo, kemotaktikus ¢és
kemokinetikus vélaszreakciok 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 fokozé €s kemorepellens hatasuk révén, képesek lehetnek a
daganatok novekedésének és szorddasanak célzott gatlasara. A kemotaktikus és adhéziot fokozo
hatéssal rendelkezd GnRH-III szdrmazékokhoz konjugélt gydgyszermolekuldk alkalmazasaval
kialakitott hatbanyag-szallito rendszerek (pl. GnRH-111(Dox-észter), Lys(Ac)*GnRH-I11(Dau))
kielégité hatékonysdggal gatoltdk a tumorsejtek osztodasat. Adhézidt fokozo, kemorepellens

hatasuknak kdszonhetéen alkalmas jeloltek lehetnek a célzott antimetasztatikus tumorterapiara.
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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-I111, 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-III 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-llI(Dox-ester), Lys(Ac)’GnRH-llI(Dau)) containing chemotherapeutic agents
coupled to GnRH-I11 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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