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Az antiszensz oligonukleotidok (AON) alkalmazasa a génexpresszio specifikus gatlasa révén igen haté-
kony lehetéségeket biztosit a daganatellenes gyogyszerek fejlesztése teriiletén. Az AON-ek terapiai ha-
tékonysaganak novelése céljabol két uj vegytiletcsoportot allitottunk els. Az elsé bazismodositott
oligonukleotidokat tartalmaz. A pirimidinek 5-pozici6jaban szubsztitualt szarmazékainak AON-ekbe
torténd beépitése noveli a sejtmembran-permeabilitast (a), a duplexstabilitast (b) és a nukledzrezisz-
tenciat (c). Az emlitett sajatsdgokat nagyszamu modell vegyiilettel tanulmanyoztuk. A legjobb médosi-
tasnak az 5-(1-hexinil)dU alkalmazasat talaltuk. Az MMP-9 kollagenazinhibitor oligonukleotidokba (po-
tencialis metasztazisgatl6 szerek) a timidinek helyére ezt a nukleotidot beépitve az inhibitor hatékony-
saga nagysagrenddel megnétt a timin bazist tartalmazokhoz viszonyitva. A masik vizsgalt vegytiletcso-
portot az antiszensz iranyitott prodrug terapia koncepcié alapjan szintetizalt vegyiiletek képezik. En-
nek az elvnek megfelelden egy telomerdzinhibitort 3’ végén 5-fluor-2’-dezoxiuridinnel (FAU) és oligo-
FdU-val konjugaltunk foszfodiészter-kotéssel. HT29 human adenocarcinoma sejtkultirdban a
prodrugok antiproliferativ aktivitdsa lényegesen névekedett az (FdU)n tagszam novekedtével. Az egy
FdU-t tartalmazoé konjugatum mintegy 5-szor, az (FdU)3 tartalmu 19-szer volt aktivabb, mint az FdU
magaban. A 6 FAU egységet tartalmazo prodrug aktivitasa kimagasléan nagy volt (FdU-ra vonatkozta-
tott relativ hatékonysag = 26,6), mely alapjan az in vivo hatastani vizsgalatoktol biztat6 gyogyszer-
fejlesztési eredmények varhatok. A HT1080 sejtekben a konjugatumokban 1évé FAdU antiproliferativ
aktivitasa 5-13-szorosra nétt a nukleozid formaban adott FdU-hoz viszonyitva. Magyar Onkoldgia
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 FAU 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. Otvés L, Sdgi G. Antisense oligonucleotides with antitumor activity.
Hungarian Oncology 49:221-227, 2004
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Az antiszensz oligonukleotid gyogyszerelv

Zamecnik és Stephenson 1978-ban kozolt felis-
merése (27, 31), mely szerint a Rous sarcoma vi-
rus replikaci6ja oligodezoxinukleotidokkal gatol-
hato, a gyogyszeres terapia 1j, ma még alig felbe-
csiilhetd értékd lehet6ségét nyitotta meg, elsé-
sorban a virus- és daganatkemoterapia tertiletén.

A génregulacios oligonukletidok biolégiai ha-
tasukat vagy DNS-sel valo triplex vagy RNS-sel va-
16 duplex képzése utjan fejtik ki. A triplexképzés
farmakologiai felhasznalasa azon alapszik, hogy
az oligonukleotid valamely betegség létrejottében
szerepet jatsz6 endogén vagy exogén anyag (bak-
térium, virus, patogén gomba) bioszintézisét meg-
hatarozo DNS-részlet adott szakaszaval komplexet
képezve meggatolja a transzkripciot.

Az RNS-sel val6 duplex antiszensz elven fejti
ki biolégiai hatasat. Az antiszensz oligonukleoti-
dok nagy tobbsége adott messenger-RNS érését
ill. transzlacios effektusat gatolja. Egyes RNS-vi-
rusok esetén a viralis RNS transzkripcigjanak gat-
lasa is kedvez6 bioldgiai hatast fejthet ki.

A modszer alapvet6 gyogyszeralkalmazasi le-
het6sége szelektivitasaban rejlik. A szensz
nukleinsavszakasszal komplementer 15-25 tagd
oligonukleotid igen nagy specificitassal kotédik a
koros fehérje transzlacigjat kivalto mRNS-hez. A
specificitas olyan mértéki, hogy egyetlen bazis
kicserélése egy masikkal (mismatch) a fehérje-
szintézis gatlasat nagysagrenddel csokkenti, tébb

1. dbra. csere a hatast teljesen megsziinteti. Mas szoval: a
Az antiszensz feltiintetett tagszamu oligonukleotid csak egyet-
oligonukleotid len fehérje specifikus szintézisének gatlasat valt-
hatdsmechanizmusa jaki(l. dbra).
antiszensz oligonukleotid
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Az idézett felfedezés a gyogyszeralkalmazas-
nak csak az elvi lehetGségét teremtette meg. A
természetes nukleotidokbdl felépitett oligomerek
gyogyszerként nem hasznalhatok az él6 szerve-
zetben bekovetkez6 igen gyors lebomlasuk miatt.
Gyogyszercélu felhasznalasra az ezt kizaré modo-
sitott szerkezetd oligomerek szintézisére volt
szitkség. A vilagszerte igen nagy intenzitassal
megindult kutatdsok eredményeként ma mar
tobb mint ezerotszaz modositas valt ismertté
(tobb mint 6tven magyar eredetd). A modosita-
sok els6 tipusat a foszfatdiészter-kotés tiofoszfat-
ra valo cseréje képviselte. Azdta az oligonukleo-
tid-részek minden egységét (bazisok, dezoxiriboz,
internukleotid kétések) igen kiilonbozé szerkeze-
ti elemekkel modositottak. A nukleazrezisztencia
emlitett kovetelményét is beleértve az antiszensz
oligonukleotidoknak az alabbi tulajdonsagokkal
kell rendelkeznitik:

+ megfelel6 koncentracioban jusson be a ferts-
z0tt sejtbe;

» stabil komplexet hozzon létre a gatolt RNS
komplementer részével;

* ellenallo legyen a bont6 enzimekkel szem-
ben.

Ezeken tdlmenden a megfelelé farmakolégiai ha-
tasnak feltétele az RNaz-H-val val6 hasithatosag
is. Az RNaz-H mikodése lehet6vé teszi, hogy a
szerek ne csak egy molekula mRNS-ének transz-
insav elbontdsa utan az antiszensz vegytilet Gjabb
mRNS-hez kotddjon. A folyamat tdbbszor megis-
métlédhet. Az RNaz-H-indukcié nagymértékben
fiigg az oligonukleotid-modositastol.

Az antiszensz stratégia hatékonysagat mutatja,
hogy az elsé alapkutatasi eredmény megjelenését
kovetGen - a kilencvenes évek kozepén kozzétett
szkeptikus vélemények (4, 26) ellenére - alig két
évtized mulva az els6 antivirdlis dezoxioligo-
nukleotid az Egyesiilt Allamokban gyogyszerként
(Vitravene) forgalomba keriilt, két daganatellenes
vegytletet engedélyeztek, és mar 2002-ben tobb
mint 30 szarmazék volt a klinikai vizsgalatok ku-
lénboz6 fazisaiban (6). Bar egyes vélemények e
vizsgalatokkal kapcsolatosan csal6dottsagrol be-
szélnek (25), az antiszensz gyogyszerek jelentdsé-
gét mutatja, hogy a kutatasukra specializalodott
csoportok mellett, illetve azokkal egyiittmikodve,
tjabban gydgyszergyarté vilageégek (Lilly,
Novartis) is részt vesznek a fejlesztésekben. Az en-
gedélyezett ill. klinikailag vizsgdlt vegytletek t6bb
mint fele daganatkemoterapiai célt szolgal.

Ebben a kozleményben két olyan oligonuk-
leotid vegytiletcsoporttal végzett vizsgalatot fog-
lalunk 6ssze, melyek elvi alapjait hazankban dol-
goztak ki, és citosztatikus hatasuk megismerése
magyar kutatasi eredmény.

Pirimidinbazis-modositott vegyiiletek

A vegyitiletcsoportba azok a vegytletek tartoz-
nak, melyekbe az oligonukleotidok timin bézisai
helyett 5-alkil-, 5-(1-alkenil)- ill. 5-(1-alkinil)-ura-
cilok, a citozin helyett a pirimidingytri 5-pozi-
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ci6jaban ugyanezen szubsztituenseket tartalmazo
bazisok keriiltek beépitésre.

A nukleozidok szintézisét az 1975 utani évek-
ben dolgoztak ki (17, 18) az MTA Kézponti Kémi-
ai Kutat6 Intézet munkatarsai. Széleskorten ta-
nulmanyoztak DNS-be torténd enzimatikus be-
épilésik specificitasat (14, 16), egyes szarmazé-
kok antivirlis és citosztatikus hatasét (7, 8, 18,
19), valamint az antiszensz alkalmazhat6sag
szempontjabol alapvetd fontossagl nukledzre-
zisztenciat (21) a bel6liik enzimkatalizalt szinté-
zissel elgallitott polinukleotidokkal.

A nukleozidokbdl szilardfazisu olligonukleo-
tid-szintézisekhez alkalmazhat6 foszforamidite-
ket és H-foszfonatokat szintetizaltunk. A kivant
szekvenciaju oligomert automata szintetizatorok-
kal allitottuk el6 és HPLC technikaval tisztitot-
tuk. A tiofoszfat oligonukleotidok szintéziséhez a
kénatom beépitésére tetraetil-tiuram-diszulfid re-
agenst hasznaltunk. A vegyiiletek tisztasagat to-
megspektrumuk igazolta.

Laboratériumunkban mindharom, a bevezeto-
ben emlitett alapvetd antiszensz oligonukleotid
tulajdonsagot vizsgaltuk. Ehhez az egyes modosi-
tott nukleotidokbdl (5-R-dC - dA),, illetve (5-R-dC
- dG), oligonukleotidokat szintetizaltunk a fenti-
ekben emlitett modon, és meghataroztuk ezek
sejtbe jutdsi, hibridstabilitdsi és nukleazhasit-
hatosagi értékeit, 6sszehasonlitva a természetes
bazisokat tartalmazo (dT—dA),, ill. (dC-dG), oli-
gomerekével. Mivel a citosztatikus hatastani vizs-
galatokat modositott uracilt tartalmaz6 vegyiilet-
tel végeztiik, csak az uridinszarmazékokkal nyert
eredményeket foglaljuk ossze.

Sejtbe jutasi tulajdonsagok

A 2-dezoxi-oligonukleotidok sejtbe jutasi készsé-
gének meghatarozasa 5 végén 3°S-tiofoszfat cso-
portokat tartalmazé radioaktiv vegyiiletek fel-
hasznalasaval valosult meg MT4 hibridoma sejt-
vonalon. A radioizotépos vegyiiletek szintézise
polinukleotid katalizalta reakcioban tortént y-35S-
ATP foszfatdonor alkalmazasaval.

Az 5-R-dU tartalmu oligomerek a pirimidingyd-
ri 5-helyzetében C-C, szénatomszamu alkil-, 1-al-
kenil- ill. 1-alkinil szubsztituenst tartalmaztak. A 24
oran at *Sielzett (5-(1-alkinil)dU-dA),, ODN-ekkel
gatolt, majd feltart sejtek azonos térfogati mintai-
nak a (dT-dA), -5"-*5S-y-foszfathoz viszonyitott rela-
tiv radioaktivitasat az 1. tdbldzat foglalja 6ssze.

Az értékek jo korrelaciot mutatnak a vegyiile-
tek hidrofobicitasaval (23) (2. dbra). Utébbiak a
nukleozidokra kidolgozott HPLC retencios idék
mérésére alapozott eljarassal (30) kertiltek meg-
hatarozasra.

Hasonl6é korrelaciok valamennyi sorozatban
bizonyitottak, igy az antiszensz oligonukletidok
tervezésénél megfelelé biztonsaggal figyelembe
vehetdk.

Hibridstabilitas

Az antiszensz hatékonysag kifejtése szempontja-
bol alapvet6 jelent6ségii kérdés a megfeleld stabi-

DAGANATELLENES ANTISZENSZ OLIGONUKLEOTIDOK

litasu duplex kialakitdsa a komplementer nuk-
leinsavszakasszal.

A komplexek stabilitasat - altalanosan - hé-
vel szembeni stabilitasuk mérésével, az tn. T
pont megadasaval jellemzik. A T pont (thermal
transition midpoint) az a hémérséklet, amelyen
az eredeti duplex 50%-a még ,nativ” kett6s hélix,
50%-a pedig mar ,denaturalt” allapotd. A T, pont
az UV-fényelnyelés-hémérséklet Gsszefiiggés
gorbéirdl olvashato le.

A vizsgalt vegyiiletsorozatok koziil az 5-alkil-
dU-tartalma oligomerekben a szubsztituens hosz-
szaval aranyosan csokken a komplex stabilitasa
(2. tabldzat).

Az 5-alkil szubsztitucié a dU egységben csok-
kenti a duplexstabilitast, igy ez a modositas hasz-
nalhatatlan antiszensz vegyiiletek eléallitasara.
Az 5-(1-alkinil)dU egységeket tartalmaz6 ODN-ek
kozil a propinil-, pentinil-, és hexinil szubszti-
tuens noveli az oligomerek T, értékeit, ezaltal a
modositas javitja az antiszensz tulajdonsagokat.
A hexinilnél hosszabb 1-alkinil-csoportok az alkil
szubsztituenshez hasonléan kedvezétlen hatasu-

és 5-(I-alkinil)dU

jutdsi készsége

1. tabldzat. (AT-dA),,

analogjaik relativ sejtbe

dU 5-helyzetli szubsztituense Relativ radioaktivitas (%)
metil 100
1-propinil 118
1-butinil 160
1-pentinil 212
1-hexinil 305
1-heptinil 355
1-oktinil 405

2. dbra. 5-(1-alkinil)dU tartalmii oligonukleotidok [(dU-dA),, analogok]
hidrofobicitdsa €s sejtbejutdsi készsége kozotti 6sszefiiggés

A
dpm
6000
O (5-(1-oktinil)dU-dA),,
(5-(1-hexinil)dU-dA),,
4500
3000 O (5-(1-pentinil)dU-dA);o
O (5-(1-propinil)dU-dA),,
1500 — (dT-dA);,
| | | | | | »
0,7 0,9 1,1 1,3 log k'
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2. tabldzat.

(dT-dA),, analogok
duplexstabilitdsa
fiziologids* sooldatban

ak. A (dT-dA),, analogok T, adatainak osszefog-
lalasat a 2. tdbldzat adja meg.

Nukleazrezisztencia

A megfelel stabilitasu hibrid képzése mellett az
antiszensz oligonukleotidokkal szembeni legfonto-
sabb kovetelmény a nukleazokkal szembeni ellen-
alloképesség biztositasa. Az irodalomban talalhato
igen nagyszamu modositas a természetes oligo-
nukleotidok foszfatdiészter-kotése ill. a cukorrész
modositasan alapul. A polinukleotidokkal nyert
eredményekre alapozva a hazai vizsgalatok a ba-
zismodositott vegytletek felhasznalasat ttizték ki
célul az el6z6ekben mar targyalt 5-szubsztitualt pi-
rimidinek felhasznélasaval. A kisérletek e modosi-
tas hasznalhatosagat teljes mértékben igazoltak.

A 3. tabldzat az 5-R-dU tartalmu oligomerek
enzimes hasithat6sagat foglalja 6ssze kigyoméreg
foszfodiészteraz (PDE) katalizalta reakciéban és
human szérummal végzett kisérletekben. Az an-
tiszensz-alkalmazasi szempontb6l valé analizis
egyszerisitése céljabol a tablazatban szerepld
értékek a természetes bazist (T) tartalmazo ve-
gylletre vonatkoztatott relativ adatok. A részle-

dU 5-helyzeti szubsztituense T, (°0
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-foszfat puffer (pH 7,2), 2 mM
Mgdl,

3. tabldzat. Oligonukleotidok relativ hidrolizis-sebessége humdn szérumban és

PDE-katalizdlt reakcioban

dU 5-helyzeti szubsztituense Hidrolizist kivalté agens
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
1-hexinil 0 0
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tes kinetikai vizsgdlatok az irodalomban (15) ta-
lalhatok. Az eredmények azt igazoljak, hogy mar
a telitett megfelelé hossztsagu alkilszubsztituen-
sek is csokkentik a nukleaz altali hasithatésagot,
mely még sokkal hatékonyabban érvényesiil az
1-alkenil- és még kifejezettebben az 1-alkinil-
szarmazékok esetén. A pentinilnél hosszabb 5-(1-
alkinil)-dU-t tartalmazé oligomerek nem hidroli-
zalnak a megadott kisérleti koriilmények kozott,
igy antiszensz oligonukleotidokba valé beépité-
sitk igen elényos lehet.

Osszegz6 analizis

Az elézéekben targyalt vizsgédlatok szerint a 2'-
dezoxiuridin pirimidingytirdjének 5-helyzetébe
beépitett alkil- és 1-alkinil-szubsztituensek a ha-
rom antiszensz kritériumot nem azonos mérték-
ben valtoztatjak meg, s6t adott esetben ellentétes
hatdstinak bizonyultak. Az 5-alkil-helyettesiték
pl. a szénlanc novelésével aranyosan csokkentik
anukleaz altali hasithatdsagot, ugyanakkor a hib-
ridképzddési készséget rontjak. A tényezdk 6sz-
szegz6 analizise arra az eredményre vezetett,
hogy legmegfelelébb az 5-7 tagszamu, harmas
kotést tartalmazd szubsztitici. Az Osszes para-
méter figyelembevételével a leghatékonyabbnak
az 5-(1-hexinil)dU alkalmazdsa latszott. Ennek
igazolasara szintetizaltunk HIV- valamint HSV-
ellenes ODN-eket, tovabba kollagenazinhibitor
antiszenszeket. Az in vitro mikrobiol6giai vizsga-
latok elképzelésiink helyességét meggy6zéen bi-
zonyitottdk. A timidin 5-(1-hexinil)dU-val t6rténé
kicserélése az oligonukleotidok HIV (16), vala-
mint HSV (29) elleni hatékonysagat legaldbb egy
nagysagrenddel novelte. El6kisérletek alapjan
hasonl6 mértéki effektus volt varhat6 a kollage-
nazinhibitorok esetén is (16).

Kollagenaz enzim gatlasa 5-(1-hexinil)dU-
tartalmu oligonukleotidokkal
tumorsejtekben

A maétrixmetalloproteazok (MMP) koézé tartozo
kollagenaz-IV enzim két izoenzimjének (MMP-2
és MMP-9) aktivitdsa és a tumormetasztazis ko-
zotti korrelaciora szamos irodalmi utalas talalha-
t6 (1, 2, 11, 24). Mindkét izoenzim katalizalja a
bazalis membranfehérjék lebontasat, ami a tu-
mormetasztazisok kialakulasanak elsé 1épése. E
felismerés szerint a kollagenazinhibitoroktdl tu-
morellenes hatds varhat6. Mind az MMP-2, mind
az MMP-9 mRNS-szekvenciaja ismert, igy lehetd-
ség kinalkozik antiszensz tipusu oligonukleotid
inhibitorok tervezésére.

A human kollagendz antiszensz oligonukleoti-
dokkal torténé gatlasat mar vizsgaltak (22). Az 1-
hexinil-dU modositas hatasanak tanulmanyozasa
céljabol szintetizaltuk az alabbi vegytileteket.

1 5-CTGGGCAGATTCCAAACC-3'

2 1 oligomer tiofoszfat szarmazéka

3 5-CHIGGGCAGAHiHiCCAAACC-3'
Hi = 5-(1-hexinil)dU

4 3 oligomer tiofoszfat szarmazéka
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A HT1080 human fibrosarcoma sejtekkel végzett
kollagenazgatlasi kisérletek eredményeit a 4. tdabld-
zat 6sszegzi. A kollagenazaktivitas mérése zselatin
zimografidas modszerrel tortént. Az adatok szerint a
4 vegyiilet, mely a tiofoszfat-modositott oligomer-
ben 5-(1-hexinil)dU egységeket tartalmaz, inhibitor
aktivitasa egy nagysagrenddel nagyobb, mint a T-t
tartalmazo 3 vegyiileté. A 4. tdbldzatban szereplé 1
és 2 vegylletek foszfatdiészter-kotést tartalmaz-
nak, nem tiofoszfat-moédositott szarmazékok. Az 1-
ben T, a 2-ben 5-(1-hexinil)dU szerepel. Ez az 0sz-
szehasonlitas is mutatja az alkinilszubsztiticié ha-
tasat, de mértéke az 1 bizonytalan értéke miatt
nem definidlhat6. A 3 és 4 kozotti nagysagrendi
IC,, kiilonbozoség igazolja az alkinil-bazismodosi-
tds kedvezé hatasat a tumorellenes antiszensz
oligonukleotidok korében.

Antiszensz-iranyitott prodrugok

Antiszensz-irdnyitott prodrug-koncepcio

A prodrug-kutatasok tobb mint negyven éves tor-
ténetében az utolso6 évtized a rohamos fejlédés és
a koncepciovaltas id6szaka. Utobbi alatt az érten-
dé, hogy mig korabban elsésorban az adott gy6gy-
szer farmakokinetikai paramétereinek (felszivo-
das, szerveloszlds, kilriilés, metabolizmus) ha-
tastanilag kedvezo iranyd vatoztatasa volt a cél,
jelenleg a koros sejtekre ill. azok betegségben
szerepet jatszo alkotorészeire (biopolimerjeire)
gyakorolt szelektiv hatasnovelés valt 6 célkittizés-
sé. Ezt a ,pro” (,modositd”) egység szerkezeti és
biokémiai sajatossagai biztositjak. Ilyen moédon
jottek 1étre az ADEPT (antibody directed enzyme
prodrug therapy) és a GDEPT (gene directed
enzyme prodrug therapy) koncepciok, melyek-
ben a szelektiv felismerést az antitest ill. a sejt-
idegen bevitt gén biztositja. A modszerek elsdsor-
ban daganatterapiai szerek fejlesztésében nyer-
tek felhasznalast (10).

A szelektivitas biztositdsara igen racionalis-
nak tlnt egy adott gyogyszernek koros sejtekre
specifikus antiszensz oligonukleotidhoz valé kap-
csolasa. A hazankban felvetett (20) antiszensz
iranyitott prodrug-terdpia (antisense directed
prodrug therapy; ADPT) lényege, hogy ismert
gyogyszermolekulat egy antiszensz oligonukleo-
tidhoz kapcsolunk kovalens kotéssel. Ebben a
rendszerben a specifikus felismerést a korképre
jellemz6 nukleinsav-szegmenssel végbhemend
specifikus hibridizacié biztositja. A lokalisan le-
hasadd gyogyszermolekula a szelektiv felhalmo-
z0das révén egyrészt nagyobb hatast valt ki, mint
az oligomerhez nem kotott vegytilet, masrészt a
nem koros sejtek kevésbé karosodnak.

A modszer elvét a 3. dbra mutatja citosztati-
kus hatast prodrugokra alkalmazva.

Telomerdz-FdU konjugdtumok tumorellenes
hatdsa

Az ADPT daganatterapiai lehetdségének bizonyi-
tasara els6 vegyiiletcsoportként telomerazinhibi-
torokat valasztottunk. A telomeraz tipusat tekint-
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ve reverz transzkriptaz, a kromoszéma végén el-
helyezked6 néhany ezer ismétl6ds, human kro-
moszomakban TTAGGG hexanukleotidbdl fel-
épils, specialis térszerkezet oligonukleotid -
telomer - szintézisét katalizalja. A telomerek az
apoptozis bekovetkezéséig védik a kromoszoma-
kat kiilénb6z6 hatasokkal szemben.

Az érett sejtekben a telomerazmutikodés meg-
sziinik, utat engedve a sejt programozott lebonta-
sanak. A telomeraz altal katalizalt telomerszinté-
zis Kim és munkatérsa vizsgalatai szerint (9) a da-
ganatsejtekben nem all le, igy azok korlatozas
nélkiil szaporodhatnak. Az elmult harom évben

tobb mint szaz kozlemény bizonyitotta, hogy a 4. tabldzat.
telomerazaktivitas és a daganatos folyamatok ko- Kiilénbézden
zotti korrelaci6 igen szoros. A legjobb Osszefiig- modositott MMP-9-
gést emld-, prosztata- és tiildGcarcinoma esetén inhibitor AON-ek
mutattak ki, de gyakorlatilag minden rosszindu- kollagendzgatlo hatdsa
lata sejtszaporodasra jellemz6 az aktiv telomeraz HT1080 sejtekben
Vegylletszam AON szerkezeti jellemzé ICs, ug/mi
ug/mi uM
1 Maodositatlan >75 >15
2 Hi-modositott 8,5 1,70
3 P-S-mddositott 2,0 0,40
4 Hi- és P-S-md&dositott 0,18 0,035

3. dbra. Antiszensz-irdnyitott prodrug-terdpia (ADPT) elve citosztatikumokra
specializalva (ADPT = antisense divected prodrug therapy)
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jelenléte. Ezt a felismerést hasznalja a telomeraz-

4. dbra. aktivitds meghatarozasan alapuld daganatdiag-
Telomerdzinhibitor nosztika (12).

AON-t és FdU A telomeraz tumorsejt-specificitasa kivalo le-
egysegeket tartalmazo hetéséget ad antiszensz iranyitott prodrugok ter-
oligonukleotid vezésére. A telomerazinhibitorok specifikusan fel-
prodrugok ismerik a daganatsejtet, és lokalisan nagymérték-

o]
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5. tabldzat. Telomerdzinhibitor 5 és FAU-3' konjugdtumdnak FAU-hoz viszonyttott
antiproliferativ aktivitdsa HT1080 sejtvonalon

Vegytilet ICs, (UM) FdU-tartalom (%) Relativ hatékonysag*
FdU 9,35 100 1

5 >40 - -

6 0,69 3,0 13,5

*ICy, (FAU)/N X ICoo(AON-(FdU),)

6. tabldzat. Telomerdzinhibitor (5) konjugdtumainak FAU-hoz viszonyitott
antiproliferativ aktivitdsa HT29 sejtvonalon

Vegytilet ICs (UM) Relativ hatékonysag*
FdU 10,16 1

6 2,05 5,0

7 0,18 18,8

8 0,66 26,6

*IC, (FAUYN x IC,(AON-(FAU),)

7. tabldzat. Az FAU, az MMP-9 AON és az AON-(FdU)n-3" konjugdtumok hatdsa
a sejtproliferdciora HT1080 fibrosarcoma sejtvonalon

Vegytilet ICs (UM) Relativ hatékonysag*
FdU 9,35 1

1 >15,0 -

9 2,38 3,93

10 0,56 5,56

11 0,46 3,39

*ICy, (FAU)/N X IC.(AON-(FdU), -3")
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ben megnovekedett relativ koncentraciot biztosi-

tanak a hozzdjuk kapcsolt citosztatikum szdmaéra.
A telomerazinhibitorok alkalmazdsa az

ADPT-ben emlitett alapveté kovetkezményen ki-

viil az alabbi elényokkel is jar:

* A telomerazaktivitas és ennek gatlasa az igen
jol kidolgozott TRAP modszerrel (9) pontosan
mérhetd.

+ Irodalmi adatok (5) és sajat eredményeink bi-
zonyitottak, hogy addig, amig a telomerazmu-
kodés megfelel6 inhibitorkoncentracio esetén
24 o6ra alatt teljesen megszinik, az inhibitor
gyakorlatilag nem okoz sejtproliferacio-
gatlast. Ilyen hatas eléréséhez 10 napon tali
id6 szitkséges. Ez azt jelenti, hogy a telomeraz
nem zavarja a konjugatumbol felszabaduld
FdU citosztatikus hatdsanak a kiértékelését.

Az irodalom részletesen foglalkozik a telomerazban
szerepld RNS-rész enzimaktivitds szempontjabol
legfontosabb régidinak felderitésével. Az 6sszegzett
eredmények alapjan megallapithatd, hogy a legakti-
vabb templatrész a human telomeraz RNS 5’ végeé-
hez kozeli 40-70 nukleotid egységben talalhato.
Erre alapozva dllitottdk el6 (30) a 46-65 RNS-
szekvencidval komplementer 5 oligonukleotidot (5’
- CCCTTCTCACTTAGGGTTAG - 3"), mely moédosi-
tas nélkul is jelentds enziminhibiciot fejt ki.

Vizsgalatainkhoz az 5 oligomer olyan konju-
gatumait allitottuk el6, melyekben 5 minden
internukleotid kotése tiofoszfat jellegii, és ehhez
foszfatdiészter-kotéssel a 3’ végén 1,3, ill. 6 FAU-t
kapcsoltunk (6, 7, 8).

A tiofoszfat és az oligomert FdU-val 6sszekap-
csold foszfodiészter-kotés hidrolizissebessége ko-
zott kigyoméreg PDE-vel és human szérummal
végzett hasitasi kisérletek szerint tobb nagysag-
rend differencia van, igy az FAU monofoszfat
képzbdése, az oligonukleotid intakt jellegének
megorzése mellett biztosithaté mind in vitro,
mind in vivo korilmények kozott.

Az FdU-nak a konjugatum citosztatikum egy-
ségeként valo valasztasat kiemelked6 daganatel-
lenes tulajdonsagan kiviil indokolja, hogy
* a prodrughdl az FdU 5-monofoszfat képzodé-

se kozben szabadul fel, ami a szabadon szer-

vezetbe vitt FAU hatasahoz is elengedhetetle-
nil szitkséges metabolit, és ehhez ebben az
esetben timidinkindz sem sziikséges;

* az FdU 3- és 5-OH csoportjai kozotti foszfat-
diészter-kotés kiépitésével tobb FAU is kapcsol-
hato egyetlen antiszensz oligonukleotidhoz.

A telomeraz-(FdU), konjugatumok sematikus
szerkezeti felépitését a 4. dbra mutatja.

A proliferaciogatlasi vizsgalatok egyrészt
HT1080 human fibrosarcoma, masrészt HT29 hu-
man colon adenocarcinoma sejtekkel torténtek.
Az eredményeket az S. és 6. tabldzat tartalmazza.

A tablazatok adatai jol demonstraljak, hogy az
antiszensz oligonukleotidhoz valé kotés nagymér-
tékben megnoveli az FAU hatékonysagat. (A tobb
FdU-t tartalmazd konjugatumok esetén az adatok
szamolas alapjan egyetlen FdU egység hataserds-
ség-valtozasat mutatjak.) Az eredmények az anti-
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szensz-irdnyitott prodrug-koncepcié helyességét
teljes mértékben igazoljak. A hataserGsség valtoza-
sa olyan jelentds, hogy amennyiben az in vitro
eredményeket in vivo kisérletek is alatamasztjak, a
telomerazinhibitor-FAU konjugatumok gyogyszer-
ré fejlesztése kifejezetten indokolt lesz.

Az ADPT elv érvényességének alatdmasztasa-
ra az FdU-t a korabbiakban emlitett kollagenazin-
hibitor oligonukleotidhoz (1 vegyiilet) kapcsoltuk
a 3" végen foszfordiészter-kotéssel (9, 10, 11 ve-
gytletek). A sejtproliferaciés kisérletek eredmé-
nyeit a 7. tdbldzat foglalja 6ssze. A 3-FdU egysé-
get tartalmazo konjugatum (10) FdU-ra vonatkoz-
tatott hatékonysaga ebben az esetben is megha-
ladta a fél nagysagrendet, de a tébbiek (9, 11) ese-
tén is legalabb haromszoros.

Az FdU-ra vonatkoztatott relativ hatékonysag-
novelés a vizsgalat eredményei szerint tag hatarok
kozott valtozik. Ennek szamos oka lehetséges. A
hatékonysag mindenképpen fiigg a bioaktivaciot
kivalt6 nukleazok aktivitasatol, az exo- és endonuk-
leazok aranyatol. Jelent6s effektus, hogy a 3. dbrdn
feltiintetett citosztatikum-felszabadulas az RNS-in-
hibitor duplexbdl, vagy a vele egyenstlyban levo
oligonukleotid prodrugbol torténik-e. Igen erésen
befolyasolja az FAU-5-foszfat keletkezését modell-
kisérletek alapjan (13) az a szerkezeti tulajdonsag,
hogy az FdU milyen szekvenciaju oligonukleotid-
hoz kotott. Utébbi hozzajarulhat a telomeraz és az
MMP-9-inhibitor konjugatumbél felszabadulé cito-
sztatikum aktivitaskiilonbségéhez.

Megjegyezziik, hogy bar az FdU-t tartalmazo
oligonukleotid prodrugok a targyalt eredmények
alapjan 6nmagukban is lehetdséget adnak tj, ha-
tékony citosztatikumok kifejlesztésére, az ADPT
alkalmazhatosaga sokkal szélesebb kord. A ku-
l6nbo6z6 antiszensz ODN-ek és a velitk konjugal-
haté eltér6 szerkezetd citosztatikumok igen
nagyszamu vegyiilet eléallitasat teszik lehet6veé.
A modszer az antiszensz gyogyszerfejlesztési
stratégia 14j iranyat jeloli ki.

Koszonetnyilvanitas
A szerzok koszonetiket fejezik ki Jeney Andras-
nak és munkatarsainak a sejtproliferacios kisérle-

tek elvégzéséért és az eredmények értékeléséért. A
kisérleteket az OTKA T032620 palyazat tamogatta.
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