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Daganatellenes antiszensz
oligonukleotidok

Ötvös László, Sági Gyula

MTA Kémiai Kutatóközpont, Budapest

Az antiszensz oligonukleotidok (AON) alkalmazása a génexpresszió specifikus gátlása révén igen haté-
kony lehetôségeket biztosít a daganatellenes gyógyszerek fejlesztése területén. Az AON-ek terápiai ha-
tékonyságának növelése céljából két új vegyületcsoportot állítottunk elô. Az elsô bázismódosított
oligonukleotidokat tartalmaz. A pirimidinek 5-pozíciójában szubsztituált származékainak AON-ekbe
történô beépítése növeli a sejtmembrán-permeabilitást (a), a duplexstabilitást (b) és a nukleázrezisz-
tenciát (c). Az említett sajátságokat nagyszámú modell vegyülettel tanulmányoztuk. A legjobb módosí-
tásnak az 5-(1-hexinil)dU alkalmazását találtuk. Az MMP-9 kollagenázinhibitor oligonukleotidokba (po-
tenciális metasztázisgátló szerek) a timidinek helyére ezt a nukleotidot beépítve az inhibitor hatékony-
sága nagyságrenddel megnôtt a timin bázist tartalmazókhoz viszonyítva. A másik vizsgált vegyületcso-
portot az antiszensz irányított prodrug terápia koncepció alapján szintetizált vegyületek képezik. En-
nek az elvnek megfelelôen egy telomerázinhibitort 3’ végén 5-fluor-2’-dezoxiuridinnel (FdU) és oligo-
FdU-val konjugáltunk foszfodiészter-kötéssel. HT29 human adenocarcinoma sejtkultúrában a
prodrugok antiproliferatív aktivitása lényegesen növekedett az (FdU)n tagszám növekedtével. Az egy
FdU-t tartalmazó konjugátum mintegy 5-ször, az (FdU)3 tartalmú 19-szer volt aktívabb, mint az FdU
magában. A 6 FdU egységet tartalmazó prodrug aktivitása kimagaslóan nagy volt (FdU-ra vonatkozta-
tott relatív hatékonyság = 26,6), mely alapján az in vivo hatástani vizsgálatoktól biztató gyógyszer-
fejlesztési eredmények várhatók. A HT1080 sejtekben a konjugátumokban lévô FdU antiproliferatív
aktivitása 5-13-szorosra nôtt a nukleozid formában adott FdU-hoz viszonyítva. Magyar Onkológia
48:221–227, 2004

Antisense oligonucleotides (AONs) provide an efficient approach for developing target-selective
anticancer drugs, because they can inhibit gene expression sequence specifically. To improve the
therapeutic effenciency of AONs, two new types of the compounds have been developed. The first
group of antisense oligodeoxynucleotides investigated contains base modified nucleotide units.
Incorporation of 5-substituted pyrimidines into AONs increases cell membrane permeability (a), dup-
lex stability (b), and nuclease resistance (c). These properties were studied using a large number of
model oligonucleotides. The application of 5-(1-hexynyl)dU has been found to be the best
modification. Application of MMP-9 collagenase inhibitor oligonucleotides (potential metastasis
inhibitors) containing these nucleotide units instead of thymidines increased the collagenase
inhibition potency by one order of magnitude compared to that of parental oligonucleotide including
thymine bases. The second group of the compounds investigated represents a new type of antisense
oligonucleotide synthesized by the antisense directed prodrug therapy (ADPT) conception. According
to this principle, a telomerase inhibitor AON was conjugated with 5-fluoro-2’-deoxyuridine (FdU) and
oligo-FdUs by phosphodiester bond at the 3’-terminus. The antitumor activities of conjugates in
comparison with that of FdU were tested in HT1080 human fibrosarcoma and HT29 human colon
adenocarcinoma cell lines. In HT29 cell culture the antiproliferative activity of prodrugs significantly
increased with increasing length of the 3’-(FdU)n tail. The conjugate with one FdU unit was about 5
times, while the AON-(FdU)3 analogue was almost 19 times more active than FdU. Antitumor activity
of the prodrug containing six FdU units was extremely high (relative efficiency = 26.6), therefore, in
vivo testing of this analogue seems to be reasonable and promising. Antiproliferative activity of
(FdU)n conjugated with a telomerase inhibitor increased by 5-13 times in HT1080 cells as compared to
FdU administered in nucleoside form. Ötvös L, Sági G. Antisense oligonucleotides with antitumor activity.
Hungarian Oncology 49:221–227, 2004
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Az antiszensz oligonukleotid gyógyszerelv

Zamecnik és Stephenson 1978-ban közölt felis-
merése (27, 31), mely szerint a Rous sarcoma ví-
rus replikációja oligodezoxinukleotidokkal gátol-
ható, a gyógyszeres terápia új, ma még alig felbe-
csülhetô értékû lehetôségét nyitotta meg, elsô-
sorban a vírus- és daganatkemoterápia területén. 

A génregulációs oligonukletidok biológiai ha-
tásukat vagy DNS-sel való triplex vagy RNS-sel va-
ló duplex képzése útján fejtik ki. A triplexképzés
farmakológiai felhasználása azon alapszik, hogy
az oligonukleotid valamely betegség létrejöttében
szerepet játszó endogén vagy exogén anyag (bak-
térium, vírus, patogén gomba) bioszintézisét meg-
határozó DNS-részlet adott szakaszával komplexet
képezve meggátolja a transzkripciót.

Az RNS-sel való duplex antiszensz elven fejti
ki biológiai hatását. Az antiszensz oligonukleoti-
dok nagy többsége adott messenger-RNS érését
ill. transzlációs effektusát gátolja. Egyes RNS-ví-
rusok esetén a virális RNS transzkripciójának gát-
lása is kedvezô biológiai hatást fejthet ki. 

A módszer alapvetô gyógyszeralkalmazási le-
hetôsége szelektivitásában rejlik. A szensz
nukleinsavszakasszal komplementer 15–25 tagú
oligonukleotid igen nagy specificitással kötôdik a
kóros fehérje transzlációját kiváltó mRNS-hez. A
specificitás olyan mértékû, hogy egyetlen bázis
kicserélése egy másikkal (mismatch) a fehérje-
szintézis gátlását nagyságrenddel csökkenti, több
csere a hatást teljesen megszünteti. Más szóval: a
feltüntetett tagszámú oligonukleotid csak egyet-
len fehérje specifikus szintézisének gátlását vált-
ja ki (1. ábra).

Az idézett felfedezés a gyógyszeralkalmazás-
nak csak az elvi lehetôségét teremtette meg. A
természetes nukleotidokból felépített oligomerek
gyógyszerként nem használhatók az élô szerve-
zetben bekövetkezô igen gyors lebomlásuk miatt.
Gyógyszercélú felhasználásra az ezt kizáró módo-
sított szerkezetû oligomerek szintézisére volt
szükség. A világszerte igen nagy intenzitással
megindult kutatások eredményeként ma már
több mint ezerötszáz módosítás vált ismertté
(több mint ötven magyar eredetû). A módosítá-
sok elsô típusát a foszfátdiészter-kötés tiofoszfát-
ra való cseréje képviselte. Azóta az oligonukleo-
tid-részek minden egységét (bázisok, dezoxiribóz,
internukleotid kötések) igen különbözô szerkeze-
ti elemekkel módosították. A nukleázrezisztencia
említett követelményét is beleértve az antiszensz
oligonukleotidoknak az alábbi tulajdonságokkal
kell rendelkezniük:
• megfelelô koncentrációban jusson be a fertô-

zött sejtbe;
• stabil komplexet hozzon létre a gátolt RNS

komplementer részével;
• ellenálló legyen a bontó enzimekkel szem-

ben.

Ezeken túlmenôen a megfelelô farmakológiai ha-
tásnak feltétele az RNáz-H-val való hasíthatóság
is. Az RNáz-H mûködése lehetôvé teszi, hogy a
szerek ne csak egy molekula mRNS-ének transz-
lációját akadályozzák meg, hanem a gátolt nukle-
insav elbontása után az antiszensz vegyület újabb
mRNS-hez kötôdjön. A folyamat többször megis-
métlôdhet. Az RNáz-H-indukció nagymértékben
függ az oligonukleotid-módosítástól.

Az antiszensz stratégia hatékonyságát mutatja,
hogy az elsô alapkutatási eredmény megjelenését
követôen – a kilencvenes évek közepén közzétett
szkeptikus vélemények (4, 26) ellenére – alig két
évtized múlva az elsô antivirális dezoxioligo-
nukleotid az Egyesült Államokban gyógyszerként
(Vitravene) forgalomba került, két daganatellenes
vegyületet engedélyeztek, és már 2002-ben több
mint 30 származék volt a klinikai vizsgálatok kü-
lönbözô fázisaiban (6). Bár egyes vélemények e
vizsgálatokkal kapcsolatosan csalódottságról be-
szélnek (25), az antiszensz gyógyszerek jelentôsé-
gét mutatja, hogy a kutatásukra specializálódott
csoportok mellett, illetve azokkal együttmûködve,
újabban gyógyszergyártó világcégek (Lilly,
Novartis) is részt vesznek a fejlesztésekben. Az en-
gedélyezett ill. klinikailag vizsgált vegyületek több
mint fele daganatkemoterápiai célt szolgál. 

Ebben a közleményben két olyan oligonuk-
leotid vegyületcsoporttal végzett vizsgálatot fog-
lalunk össze, melyek elvi alapjait hazánkban dol-
gozták ki, és citosztatikus hatásuk megismerése
magyar kutatási eredmény.

Pirimidinbázis-módosított vegyületek
A vegyületcsoportba azok a vegyületek tartoz-
nak, melyekbe az oligonukleotidok timin bázisai
helyett 5-alkil-, 5-(1-alkenil)- ill. 5-(1-alkinil)-ura-
cilok, a citozin helyett a pirimidingyûrû 5-pozí-
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ciójában ugyanezen szubsztituenseket tartalmazó
bázisok kerültek beépítésre.

A nukleozidok szintézisét az 1975 utáni évek-
ben dolgozták ki (17, 18) az MTA Központi Kémi-
ai Kutató Intézet munkatársai. Széleskörûen ta-
nulmányozták DNS-be történô enzimatikus be-
épülésük specificitását (14, 16), egyes származé-
kok antivirális és citosztatikus hatását (7, 8, 18,
19), valamint az antiszensz alkalmazhatóság
szempontjából alapvetô fontosságú nukleázre-
zisztenciát (21) a belôlük enzimkatalizált szinté-
zissel elôállított polinukleotidokkal.

A nukleozidokból szilárdfázisú olligonukleo-
tid-szintézisekhez alkalmazható foszforamidite-
ket és H-foszfonátokat szintetizáltunk. A kívánt
szekvenciájú oligomert automata szintetizátorok-
kal állítottuk elô és HPLC technikával tisztítot-
tuk. A tiofoszfát oligonukleotidok szintéziséhez a
kénatom beépítésére tetraetil-tiuram-diszulfid re-
agenst használtunk. A vegyületek tisztaságát tö-
megspektrumuk igazolta.

Laboratóriumunkban mindhárom, a bevezetô-
ben említett alapvetô antiszensz oligonukleotid
tulajdonságot vizsgáltuk. Ehhez az egyes módosí-
tott nukleotidokból (5-R-dC – dA)10 illetve (5-R-dC
– dG)6 oligonukleotidokat szintetizáltunk a fenti-
ekben említett módon, és meghatároztuk ezek
sejtbe jutási, hibridstabilitási és nukleázhasít-
hatósági értékeit, összehasonlítva a természetes
bázisokat tartalmazó (dT—dA)10 ill. (dC–dG)6 oli-
gomerekével. Mivel a citosztatikus hatástani vizs-
gálatokat módosított uracilt tartalmazó vegyület-
tel végeztük, csak az uridinszármazékokkal nyert
eredményeket foglaljuk össze.

Sejtbe jutási tulajdonságok
A 2’-dezoxi-oligonukleotidok sejtbe jutási készsé-
gének meghatározása 5’ végén 35S-tiofoszfát cso-
portokat tartalmazó radioaktív vegyületek fel-
használásával valósult meg MT4 hibridoma sejt-
vonalon. A radioizotópos vegyületek szintézise
polinukleotid katalizálta reakcióban történt γ-35S-
ATP foszfátdonor alkalmazásával.

Az 5-R-dU tartalmú oligomerek a pirimidingyû-
rû 5-helyzetében C1-C8 szénatomszámú alkil-, 1-al-
kenil- ill. 1-alkinil szubsztituenst tartalmaztak. A 24
órán át 35S-jelzett (5-(1-alkinil)dU-dA)10 ODN-ekkel
gátolt, majd feltárt sejtek azonos térfogatú mintái-
nak a (dT-dA)10-5’-35S-γ-foszfáthoz viszonyított rela-
tív radioaktivitását az 1. táblázat foglalja össze.

Az értékek jó korrelációt mutatnak a vegyüle-
tek hidrofobicitásával (23) (2. ábra). Utóbbiak a
nukleozidokra kidolgozott HPLC retenciós idôk
mérésére alapozott eljárással (30) kerültek meg-
határozásra. 

Hasonló korrelációk valamennyi sorozatban
bizonyítottak, így az antiszensz oligonukletidok
tervezésénél megfelelô biztonsággal figyelembe
vehetôk.

Hibridstabilitás
Az antiszensz hatékonyság kifejtése szempontjá-
ból alapvetô jelentôségû kérdés a megfelelô stabi-

litású duplex kialakítása a komplementer nuk-
leinsavszakasszal.

A komplexek stabilitását – általánosan – hô-
vel szembeni stabilitásuk mérésével, az ún. Tm
pont megadásával jellemzik. A Tm pont (thermal
transition midpoint) az a hômérséklet, amelyen
az eredeti duplex 50%-a még „natív” kettôs hélix,
50%-a pedig már „denaturált” állapotú. A Tm pont
az UV-fényelnyelés–hômérséklet összefüggés
görbéirôl olvasható le.

A vizsgált vegyületsorozatok közül az 5-alkil-
dU-tartalmú oligomerekben a szubsztituens hosz-
szával arányosan csökken a komplex stabilitása
(2. táblázat).

Az 5-alkil szubsztitució a dU egységben csök-
kenti a duplexstabilitást, így ez a módosítás hasz-
nálhatatlan antiszensz vegyületek elôállítására.
Az 5-(1-alkinil)dU egységeket tartalmazó ODN-ek
közül a propinil-, pentinil-, és hexinil szubszti-
tuens növeli az oligomerek Tm értékeit, ezáltal a
módosítás javítja az antiszensz tulajdonságokat.
A hexinilnél hosszabb 1-alkinil-csoportok az alkil
szubsztituenshez hasonlóan kedvezôtlen hatású-
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dU 5-helyzetû szubsztituense Relatív radioaktivitás (%)

metil 100

1-propinil 118

1-butinil 160

1-pentinil 212

1-hexinil 305

1-heptinil 355

1-oktinil 405

dpm
6000

4500

3000

1500

0,7 0,9 1,1 1,3 log k'

(5-(1-oktinil)dU-dA)10

(5-(1-hexinil)dU-dA)10

(5-(1-pentinil)dU-dA)10

(5-(1-propinil)dU-dA)10

(dT-dA)10

2. ábra. 5-(1-alkinil)dU tartalmú oligonukleotidok [(dU-dA)10 analógok]
hidrofobicitása és sejtbejutási készsége közötti összefüggés

1. táblázat. (dT-dA)10
és 5-(1-alkinil)dU
analógjaik relatív sejtbe
jutási készsége
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ak. A (dT-dA)10 analógok Tm adatainak összefog-
lalását a 2. táblázat adja meg.

Nukleázrezisztencia
A megfelelô stabilitású hibrid képzése mellett az
antiszensz oligonukleotidokkal szembeni legfonto-
sabb követelmény a nukleázokkal szembeni ellen-
állóképesség biztosítása. Az irodalomban található
igen nagyszámú módosítás a természetes oligo-
nukleotidok foszfátdiészter-kötése ill. a cukorrész
módosításán alapul. A polinukleotidokkal nyert
eredményekre alapozva a hazai vizsgálatok a bá-
zismódosított vegyületek felhasználását tûzték ki
célul az elôzôekben már tárgyalt 5-szubsztituált pi-
rimidinek felhasználásával. A kísérletek e módosí-
tás használhatóságát teljes mértékben igazolták. 

A 3. táblázat az 5-R-dU tartalmú oligomerek
enzimes hasíthatóságát foglalja össze kígyóméreg
foszfodiészteráz (PDE) katalizálta reakcióban és
humán szérummal végzett kísérletekben. Az an-
tiszensz-alkalmazási szempontból való analízis
egyszerûsítése céljából a táblázatban szereplô
értékek a természetes bázist (T) tartalmazó ve-
gyületre vonatkoztatott relatív adatok. A részle-

tes kinetikai vizsgálatok az irodalomban (15) ta-
lálhatók. Az eredmények azt igazolják, hogy már
a telített megfelelô hosszúságú alkilszubsztituen-
sek is csökkentik a nukleáz általi hasíthatóságot,
mely még sokkal hatékonyabban érvényesül az
1-alkenil- és még kifejezettebben az 1-alkinil-
származékok esetén. A pentinilnél hosszabb 5-(1-
alkinil)-dU-t tartalmazó oligomerek nem hidroli-
zálnak a megadott kísérleti körülmények között,
így antiszensz oligonukleotidokba való beépíté-
sük igen elônyös lehet.

Összegzô analízis
Az elôzôekben tárgyalt vizsgálatok szerint a 2’-
dezoxiuridin pirimidingyûrûjének 5-helyzetébe
beépített alkil- és 1-alkinil-szubsztituensek a há-
rom antiszensz kritériumot nem azonos mérték-
ben változtatják meg, sôt adott esetben ellentétes
hatásúnak bizonyultak. Az 5-alkil-helyettesítôk
pl. a szénlánc növelésével arányosan csökkentik
a nukleáz általi hasíthatóságot, ugyanakkor a hib-
ridképzôdési készséget rontják. A tényezôk ösz-
szegzô analízise arra az eredményre vezetett,
hogy legmegfelelôbb az 5–7 tagszámú, hármas
kötést tartalmazó szubsztitúció. Az összes para-
méter figyelembevételével a leghatékonyabbnak
az 5-(1-hexinil)dU alkalmazása látszott. Ennek
igazolására szintetizáltunk HIV- valamint HSV-
ellenes ODN-eket, továbbá kollagenázinhibitor
antiszenszeket. Az in vitro mikrobiológiai vizsgá-
latok elképzelésünk helyességét meggyôzôen bi-
zonyították. A timidin 5-(1-hexinil)dU-val történô
kicserélése az oligonukleotidok HIV (16), vala-
mint HSV (29) elleni hatékonyságát legalább egy
nagyságrenddel növelte. Elôkísérletek alapján
hasonló mértékû effektus volt várható a kollage-
názinhibitorok esetén is (16).

Kollagenáz enzim gátlása 5-(1-hexinil)dU-
tartalmú oligonukleotidokkal
tumorsejtekben
A mátrixmetalloproteázok (MMP) közé tartozó
kollagenáz-IV enzim két izoenzimjének (MMP-2
és MMP-9) aktivitása és a tumormetasztázis kö-
zötti korrelációra számos irodalmi utalás találha-
tó (1, 2, 11, 24). Mindkét izoenzim katalizálja a
bazális membránfehérjék lebontását, ami a tu-
mormetasztázisok kialakulásának elsô lépése. E
felismerés szerint a kollagenázinhibitoroktól tu-
morellenes hatás várható. Mind az MMP-2, mind
az MMP-9 mRNS-szekvenciája ismert, így lehetô-
ség kínálkozik antiszensz típusú oligonukleotid
inhibitorok tervezésére. 

A humán kollagenáz antiszensz oligonukleoti-
dokkal történô gátlását már vizsgálták (22). Az 1-
hexinil-dU módosítás hatásának tanulmányozása
céljából szintetizáltuk az alábbi vegyületeket.

1 5’-CTGGGCAGATTCCAAACC-3’
2 1 oligomer tiofoszfát származéka
3 5’-CHiGGGCAGAHiHiCCAAACC-3’

Hi = 5-(1-hexinil)dU
4 3 oligomer tiofoszfát származéka
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dU 5-helyzetû szubsztituense Tm (°C)

metil 47,4

n-propil 34,9

n-butil 33,8

n-pentil 32,1

n-hexil <5

n-oktil <5

1-propinil 58,4

1-pentinil 54,4

1-hexinil 52,5

1-heptinil 44,0

1-oktinil 18,3

*0,1 M NaCl, 20 mM Na-foszfát puffer (pH 7,2), 2 mM
MgCl2

dU 5-helyzetû szubsztituense Hidrolízist kiváltó ágens
PDE szérum

metil 100 100

n-propil 79 -

n-butil 27,5 36

n-pentil 2,8 0

n-hexil 0 0

1-propinil 38 11,5

1-pentinil 0 0

1-hexinil 0 0

3. táblázat. Oligonukleotidok relatív hidrolízis-sebessége humán szérumban és
PDE-katalizált reakcióban

2. táblázat. 
(dT-dA)10 analógok
duplexstabilitása
fiziológiás* sóoldatban
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A HT1080 human fibrosarcoma sejtekkel végzett
kollagenázgátlási kísérletek eredményeit a 4. táblá-
zat összegzi. A kollagenázaktivitás mérése zselatin
zimográfiás módszerrel történt. Az adatok szerint a
4 vegyület, mely a tiofoszfát-módosított oligomer-
ben 5-(1-hexinil)dU egységeket tartalmaz, inhibitor
aktivitása egy nagyságrenddel nagyobb, mint a T-t
tartalmazó 3 vegyületé. A 4. táblázatban szereplô 1
és 2 vegyületek foszfátdiészter-kötést tartalmaz-
nak, nem tiofoszfát-módosított származékok. Az 1-
ben T, a 2-ben 5-(1-hexinil)dU szerepel. Ez az ösz-
szehasonlítás is mutatja az alkinilszubsztitúció ha-
tását, de mértéke az 1 bizonytalan értéke miatt
nem definiálható. A 3 és 4 közötti nagyságrendi
IC50 különbözôség igazolja az alkinil-bázismódosí-
tás kedvezô hatását a tumorellenes antiszensz
oligonukleotidok körében.

Antiszensz-irányított prodrugok

Antiszensz-irányított prodrug-koncepció
A prodrug-kutatások több mint negyven éves tör-
ténetében az utolsó évtized a rohamos fejlôdés és
a koncepcióváltás idôszaka. Utóbbi alatt az érten-
dô, hogy míg korábban elsôsorban az adott gyógy-
szer farmakokinetikai paramétereinek (felszívó-
dás, szerveloszlás, kiürülés, metabolizmus) ha-
tástanilag kedvezô irányú vátoztatása volt a cél,
jelenleg a kóros sejtekre ill. azok betegségben
szerepet játszó alkotórészeire (biopolimerjeire)
gyakorolt szelektív hatásnövelés vált fô célkitûzés-
sé. Ezt a „pro” („módosító”) egység szerkezeti és
biokémiai sajátosságai biztosítják. Ilyen módon
jöttek létre az ADEPT (antibody directed enzyme
prodrug therapy) és a GDEPT (gene directed
enzyme prodrug therapy) koncepciók, melyek-
ben a szelektív felismerést az antitest ill. a sejt-
idegen bevitt gén biztosítja. A módszerek elsôsor-
ban daganatterápiai szerek fejlesztésében nyer-
tek felhasználást (10).

A szelektivitás biztosítására igen racionális-
nak tûnt egy adott gyógyszernek kóros sejtekre
specifikus antiszensz oligonukleotidhoz való kap-
csolása. A hazánkban felvetett (20) antiszensz
irányított prodrug-terápia (antisense directed
prodrug therapy; ADPT) lényege, hogy ismert
gyógyszermolekulát egy antiszensz oligonukleo-
tidhoz kapcsolunk kovalens kötéssel. Ebben a
rendszerben a specifikus felismerést a kórképre
jellemzô nukleinsav-szegmenssel végbemenô
specifikus hibridizáció biztosítja. A lokálisan le-
hasadó gyógyszermolekula a szelektív felhalmo-
zódás révén egyrészt nagyobb hatást vált ki, mint
az oligomerhez nem kötött vegyület, másrészt a
nem kóros sejtek kevésbé károsodnak.

A módszer elvét a 3. ábra mutatja citosztati-
kus hatású prodrugokra alkalmazva.

Telomeráz-FdU konjugátumok tumorellenes
hatása
Az ADPT daganatterápiai lehetôségének bizonyí-
tására elsô vegyületcsoportként telomerázinhibi-
torokat választottunk. A telomeráz típusát tekint-

ve reverz transzkriptáz, a kromoszóma végén el-
helyezkedô néhány ezer ismétlôdô, humán kro-
moszómákban TTAGGG hexanukleotidból fel-
épülô, speciális térszerkezetû oligonukleotid –
telomer – szintézisét katalizálja. A telomerek az
apoptózis bekövetkezéséig védik a kromoszómá-
kat különbözô hatásokkal szemben.

Az érett sejtekben a telomerázmûködés meg-
szûnik, utat engedve a sejt programozott lebontá-
sának. A telomeráz által katalizált telomerszinté-
zis Kim és munkatársa vizsgálatai szerint (9) a da-
ganatsejtekben nem áll le, így azok korlátozás
nélkül szaporodhatnak. Az elmúlt három évben
több mint száz közlemény bizonyította, hogy a
telomerázaktivitás és a daganatos folyamatok kö-
zötti korreláció igen szoros. A legjobb összefüg-
gést emlô-, prosztata- és tüdôcarcinoma esetén
mutatták ki, de gyakorlatilag minden rosszindu-
latú sejtszaporodásra jellemzô az aktív telomeráz
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Vegyületszám AON szerkezeti jellemzô IC50 µg/ml
µg/ml µM

1 Módosítatlan >75 >15

2 Hi-módosított 8,5 1,70

3 P-S-módosított 2,0 0,40

4 Hi- és P-S-módosított 0,18 0,035

cit
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at

iku
m

citosztatikum

TUMORELLENES HATÁS

fehérje
templát

citosztatikum

citosztatikum

citosztatikum

3. ábra. Antiszensz-irányított prodrug-terápia (ADPT) elve citosztatikumokra
specializálva (ADPT = antisense directed prodrug therapy)

4. táblázat. 
Különbözôen 
módosított MMP-9-
inhibitor AON-ek
kollagenázgátló hatása
HT1080 sejtekben
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jelenléte. Ezt a felismerést használja a telomeráz-
aktivitás meghatározásán alapuló daganatdiag-
nosztika (12). 

A telomeráz tumorsejt-specificitása kiváló le-
hetôséget ad antiszensz irányított prodrugok ter-
vezésére. A telomerázinhibitorok specifikusan fel-
ismerik a daganatsejtet, és lokálisan nagymérték-

ben megnövekedett relatív koncentrációt biztosí-
tanak a hozzájuk kapcsolt citosztatikum számára.

A telomerázinhibitorok alkalmazása az
ADPT-ben említett alapvetô következményen kí-
vül az alábbi elônyökkel is jár: 
• A telomerázaktivitás és ennek gátlása az igen

jól kidolgozott TRAP módszerrel (9) pontosan
mérhetô.

• Irodalmi adatok (5) és saját eredményeink bi-
zonyították, hogy addig, amíg a telomerázmû-
ködés megfelelô inhibitorkoncentráció esetén
24 óra alatt teljesen megszûnik, az inhibitor
gyakorlatilag nem okoz sejtproliferáció-
gátlást. Ilyen hatás eléréséhez 10 napon túli
idô szükséges. Ez azt jelenti, hogy a telomeráz
nem zavarja a konjugátumból felszabaduló
FdU citosztatikus hatásának a kiértékelését.

Az irodalom részletesen foglalkozik a telomerázban
szereplô RNS-rész enzimaktivitás szempontjából
legfontosabb régióinak felderítésével. Az összegzett
eredmények alapján megállapítható, hogy a legaktí-
vabb templátrész a humán telomeráz RNS 5’ végé-
hez közeli 40-70 nukleotid egységben található.
Erre alapozva állították elô (30) a 46-65 RNS-
szekvenciával komplementer 5 oligonukleotidot (5’
- CCCTTCTCACTTAGGGTTAG - 3’), mely módosí-
tás nélkül is jelentôs enziminhibíciót fejt ki.

Vizsgálatainkhoz az 5 oligomer olyan konju-
gátumait állítottuk elô, melyekben 5 minden
internukleotid kötése tiofoszfát jellegû, és ehhez
foszfátdiészter-kötéssel a 3’ végén 1,3, ill. 6 FdU-t
kapcsoltunk (6, 7, 8).

A tiofoszfát és az oligomert FdU-val összekap-
csoló foszfodiészter-kötés hidrolízissebessége kö-
zött kígyóméreg PDE-vel és humán szérummal
végzett hasítási kísérletek szerint több nagyság-
rend differencia van, így az FdU monofoszfát
képzôdése, az oligonukleotid intakt jellegének
megôrzése mellett biztosítható mind in vitro,
mind in vivo körülmények között.

Az FdU-nak a konjugátum citosztatikum egy-
ségeként való választását kiemelkedô daganatel-
lenes tulajdonságán kívül indokolja, hogy
• a prodrugból az FdU 5’-monofoszfát képzôdé-

se közben szabadul fel, ami a szabadon szer-
vezetbe vitt FdU hatásához is elengedhetetle-
nül szükséges metabolit, és ehhez ebben az
esetben timidinkináz sem szükséges;

• az FdU 3’- és 5’-OH csoportjai közötti foszfát-
diészter-kötés kiépítésével több FdU is kapcsol-
ható egyetlen antiszensz oligonukleotidhoz.

A telomeráz-(FdU)n konjugátumok sematikus
szerkezeti felépítését a 4. ábra mutatja.

A proliferációgátlási vizsgálatok egyrészt
HT1080 humán fibrosarcoma, másrészt HT29 hu-
mán colon adenocarcinoma sejtekkel történtek.
Az eredményeket az 5. és 6. táblázat tartalmazza.

A táblázatok adatai jól demonstrálják, hogy az
antiszensz oligonukleotidhoz való kötés nagymér-
tékben megnöveli az FdU hatékonyságát. (A több
FdU-t tartalmazó konjugátumok esetén az adatok
számolás alapján egyetlen FdU egység hatáserôs-
ség-változását mutatják.) Az eredmények az anti-
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n = 0, 2, 5

n

Vegyület IC50 (µM) FdU-tartalom (%) Relatív hatékonyság*

FdU 9,35 100 1

5 >40 - -

6 0,69 3,0 13,5

*IC50 (FdU)/n x IC50(AON-(FdU)n)

Vegyület IC50 (µM) Relatív hatékonyság*

FdU 10,16 1

6 2,05 5,0

7 0,18 18,8

8 0,66 26,6

*IC50 (FdU)/n x IC50(AON-(FdU)n)

Vegyület IC50 (µM) Relatív hatékonyság*

FdU 9,35 1

1 >15,0 -

9 2,38 3,93

10 0,56 5,56

11 0,46 3,39

*IC50 (FdU)/n x IC50(AON-(FdU)n-3’)

6. táblázat. Telomerázinhibitor (5) konjugátumainak FdU-hoz viszonyított
antiproliferatív aktivitása HT29 sejtvonalon

7. táblázat. Az FdU, az MMP-9 AON és az AON-(FdU)n-3’ konjugátumok hatása
a sejtproliferációra HT1080 fibrosarcoma sejtvonalon

5. táblázat. Telomerázinhibitor 5 és FdU-3’ konjugátumának FdU-hoz viszonyított
antiproliferatív aktivitása HT1080 sejtvonalon

4. ábra. 
Telomerázinhibitor
AON-t és FdU
egységeket tartalmazó
oligonukleotid
prodrugok
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szensz-irányított prodrug-koncepció helyességét
teljes mértékben igazolják. A hatáserôsség változá-
sa olyan jelentôs, hogy amennyiben az in vitro
eredményeket in vivo kísérletek is alátámasztják, a
telomerázinhibitor-FdU konjugátumok gyógyszer-
ré fejlesztése kifejezetten indokolt lesz.

Az ADPT elv érvényességének alátámasztásá-
ra az FdU-t a korábbiakban említett kollagenázin-
hibitor oligonukleotidhoz (1 vegyület) kapcsoltuk
a 3’ végen foszfordiészter-kötéssel (9, 10, 11 ve-
gyületek). A sejtproliferációs kísérletek eredmé-
nyeit a 7. táblázat foglalja össze. A 3-FdU egysé-
get tartalmazó konjugátum (10) FdU-ra vonatkoz-
tatott hatékonysága ebben az esetben is megha-
ladta a fél nagyságrendet, de a többiek (9, 11) ese-
tén is legalább háromszoros.

Az FdU-ra vonatkoztatott relatív hatékonyság-
növelés a vizsgálat eredményei szerint tág határok
között változik. Ennek számos oka lehetséges. A
hatékonyság mindenképpen függ a bioaktivációt
kiváltó nukleázok aktivitásától, az exo- és endonuk-
leázok arányától. Jelentôs effektus, hogy a 3. ábrán
feltüntetett citosztatikum-felszabadulás az RNS-in-
hibitor duplexbôl, vagy a vele egyensúlyban levô
oligonukleotid prodrugból történik-e. Igen erôsen
befolyásolja az FdU-5’-foszfát keletkezését modell-
kísérletek alapján (13) az a szerkezeti tulajdonság,
hogy az FdU milyen szekvenciájú oligonukleotid-
hoz kötött. Utóbbi hozzájárulhat a telomeráz és az
MMP-9-inhibitor konjugátumból felszabaduló cito-
sztatikum aktivitáskülönbségéhez.

Megjegyezzük, hogy bár az FdU-t tartalmazó
oligonukleotid prodrugok a tárgyalt eredmények
alapján önmagukban is lehetôséget adnak új, ha-
tékony citosztatikumok kifejlesztésére, az ADPT
alkalmazhatósága sokkal szélesebb körû. A kü-
lönbözô antiszensz ODN-ek és a velük konjugál-
ható eltérô szerkezetû citosztatikumok igen
nagyszámú vegyület elôállítását teszik lehetôvé.
A módszer az antiszensz gyógyszerfejlesztési
stratégia új irányát jelöli ki.
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