|. Gonadotropin-releasing hormone-111 (GnRH-111) és 0ij analégjainak FSH-releasing és
tumorgatlo hatdsai

Korabbi irodalmi adatok szerint az egyik GnRH varians, a lamprey (ors6hal) GnRH-III szelektiv
FSH-releasing aktivitassal rendelkezik patkanyban, amely alapjan feltételezték, hogy azonos
lehet a régota keresett emlds FSH-releasing fatorral (FSH-RF). Munkacsoportunk az elmult
években igazolta, hogy a GnRH-III egy gyenge mGnRH receptor agonista, amely dozis-fliggden
stimuldlja mind az FSH mind az LH szekréciot. Ugyanakkor kimutattuk azt is, hogy a GnRH-II1
direkt antiproliferativ hatassal rendelkezik human eml6 carcinoma sejteken. Feltételezvén, hogy
a hormon FSH-releasing és/vagy tumorgatlo aktivitasa novelhetd bizonyos szerkezeti
valtoztatasokkal, a GnRH-III kiilonb6z6 analogjait hoztuk 1étre, és vizsgaltuk azok FSH- és LH-
felszabadito hatasat. Az analégok gonadotropin-releasing potencidjat 6sszehasonlitottuk a
tumorsejt proliferacio-gatld hatasukkal, MCF-7 ¢s MDA-MB-231 human eml6 carcinoma
sejteken.

Eredményeink szerint, azok az analégok, amelyekben csak egy aminosavat cseréltiink ki
kiilonboz6 poziciokban (TyrS-GnRH-111, Asu6-GnRH-111, Phe7-GnRH-I11, D-Alal0-GnRH-111),
nem mutattak 1ényeges valtozast az FSH és LH-releasing aktivitdsukban, az antitumor
aktivitasuk azonban szignifikansan csokkent. A GnRH-I1I molekula C- vagy N-terminusan
végrehajtott desaminatio, vagy tobbszords aminosavcesere (Lys4,Arg8-GnRH-111,
Lys4,Lys6,Asp8-GnRH-I11) a GnRH-releasing potencia elvesztését eredményezte. Amikor az N-
terminalis pGlul-t Ac-D-Trp-ra cseréltiik, és ezt kombinaltuk a C-terminalis Gly-NH2 D-Ala-
NH2-dal torténd helyettesitésével, szignifikansan csokkent mind a gonadotropin-releasing, mind
az antitumor aktivitds. A GnRH-III molekula oldallanc cikliz4cidja a 6-8 vagy 4-6
aminosavaknal, szintén jelentdsen csokkentette a molekula hormon aktivitasat, de csak
kismértékben gatolta az antiproliferativ hatdst. Az Arg8-GnRH-III analég gonadotropin-
releasing potenciaja lényegesen emelkedett, egyetlen szerkezeti valtoztatas sem novelte azonban
a molekula FSH-releasing vagy tumorgatlo aktivitasat. Az Arg8-GnRH-111 peptidet részletes
endokrin vizsgalatnak vetettiik ala, és LH-, valamint FSH-relasing hataserésségét nemcsak a
lamprey, hanem az emlés GnRH-val is dsszehasonlitottuk. Ez utobbi szintén arginint tartalmaz a
8. pozicioban. Eredményeink szerint az Arg8-GnRH-111 3-11-szer nagyobb gonadotropin-
releasing hataserdsséget mutatott, mint a GnRH-III, de az emlds GnRH-hoz viszonyitott eréssége
1% alatt volt. GnRH antagonista analog (MI-1544) alkalmazasaval vizsgaltuk a molekula
receptorspecificitasat, és megallapitottuk, hogy specifikusan kotédik az emlés GnRH
receptorhoz.

Eredményeineket az Amerikai Endocrine Kongresszuson és 1 kozleményben ismertettiik,
(Kovacs et al. Endo 2004; Kovacs et al. Peptides 2007)

A tumorgatlo aktivitas fokozasa céljabol diszulfid hidat tartalmazé dimer GnRH-IIT analégokat
hoztunk létre. A dimer szarmazékok antiproliferativ aktivitasa és enzimekkel szembeni
stabilitasa fokozodott, mig endokrin aktivitasa 1ényegesen csokkent., Az egyik ilyen dimer
gonadotropin-releasing aktivitasa mintegy harmadara csokkent a monoméréhez képest,
ugyanakkor a colon carcinoma sejteken mért antitumor aktivitasa 60%-kal emelkedett.
Meghataroztuk a GnRH-III korabban kifejlesztett copolymer konjugatumanak (P-X-GnRH-I1I)
endokrin és tumorgatld hataserésségét is. A GnRH-I11 molekula poly(N-vinylpyrrolidone-co-
maleinsavhoz (P) kapcsoldsa tetrapeptid spacerrel (X) kozel zéréra (0.22%) csokkentette a
molekula endokrin aktivitasat, ugyanakkor kétszeresére fokozta a tumorgatlo aktivitasat human
emlécarcinoma sejteken. Adataink arra utalnak, hogy a GnRH anal6gok tumorgatld
szelektivitasa fokozhato.

Eredményeinket 3 kiilfoldi kongresszuson mutattuk be, és 3 kdzleményben publikaltuk. (Mezd et
al. FEBS Journal 2005; Szabo et al. 9" Solid Phase Peptide Sympozium 2007; Mez6 et al.



Peptides 2007; Mez6 et al. Current Medicinal Chemistry 2008)

I1. A hypophysis-gonad tengely részleges gatlasa GnRH antagonista analoggal

,Megel0z0 vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a klinikumba nemrég bevezetett GnRH antagonista
Cetrorelix nagy dozisban torténd tartos alkalmazasa a gonadectomia hatdsat megkdzelitd
mértékben csokkenti a keringd szex-hormon szintet, ezaltal alkalmas a szex-hormon fiiggd
tumorok kezelésére. Minthogy bizonyos allapotokban az inkomplett hormon szupresszio is
elégséges, tanulmanyoztuk a Cetrorelix kis dozisban torténd tartds alkalmazéasanak hatasait a
hypophysis-gonad rendszerre. Eredményeink szerint, ez az alkalmazasi mod nem okoz
szignifikans valtozast a hypophysis GnRH-R mRNA ¢s protein expressziojaban, ¢s kismértékii,
atmeneti csokkenést idéz el6 a keringé szex-hormon koncentracioban. Mindez arra utal, hogy a
GnRH antagonista alkalmas a hypophysis-gonad tengely részleges gatlasara, és ezaltal az
endometriosis €s a prostata hyperplasia kezelésére is.

A Cetrorelix, és mas GnRH antagonista analdgok endokrin és tumorgatld hatasaival kapcsolatos
eredményeinket 1 kozleményben és 1 konyvfejezten publikaltuk (Horvath et al. Proc. Natl. Acad
Sci USA 2004, Kovacs et al. Neuropeptides and Peptide Analogs 2009)

I11. Kollaboracios vizsgalatok GHRH analégokkal

Egy amerikai munkacsoporttal kollaboracioban uj GHRH antagonista anal6gokat fejlesztettiink
ki tumorgatlas céljara. Vizsgaltuk az analogok hypophysisen kifejtett endokrin aktivitasat in
vivo és in vitro. A tumorsejtek altal expresszalt GHRH receptor varians (SV1) kimutatasara
specifikus SV1 antiserumot fejlesztettiink ki.

A GHRH antagonistak endokrin és tumorgatld hatasainak témdjaban felkért szimpozium
eldadassal vettem részt a European Neuroendocrine Association (ENEA) 2004 kongresszuson, és
3 cikket, valamint 1 6sszefoglalot publikaltunk. (Varga et al. Proc. Natl. Acad Sci USA 2004;
Toller et al. Proc. Natl. Acad Sci USA 2004; Zarandi et al. Proc. Natl. Acad Sci USA 2006;
Kovacs et al. Current Medicinal Chemistry 2008)

IV. A hypophysis inhibin-aktivin-follisztatin (1-A-F) génexpressziojanak vizsgalata

Vizsgaltuk a GnRH-gonadotropin rendszer szerepét a hypophysealis inhibin/aktivin
alegységeinek (a, BA, PB) és az aktivin-koto protein follisztatin génexpressziojanak
szabalyozasaban in vivo és in vitro. Tanulmanyoztuk az ovariektomiat (OVX) kovetd endogén
GnRH/gonadotropin tultermelés és GnRH gatlas (GnRH antagonista analog alkalmazasaval)
hatasat az I-A-F génexpressziora, relativ RT-PCR modszerrel

Kronikus OV X hatasara az inhibin o és BB lanc génexpresszidja is jelentésen emelkedett a
kontroll szinthez képest, a BA lanc mMRNA szintje azonban nem valtozott. A GnRH antagonista
Cetrorelix tovabb emelte az o lanc mRNA szintjét, a BB lanc viszont nem valtozott
szignifikansan. A follisztatin mRNS szintje is jelentésen emelkedett az OVX utan, amely GnRH
antagonista hatasara a normal szintre esett vissza. In vitro eredményeink megerdsitik, hogy a
hypophysealis I-A-F génexpresszio szabalyozasaban szerepet jatszik a GnRH-gonadotropin
rendszer. F6 szabalyozoé a GnRH, amely stimulalja a follisztatin génexpressziot, az inhibin-
specifikus o lanc és a BB alegység génexpressziot pedig gatolja. A A lanc mRNS expresszdja
jelentdsen kisebb, mint a BB lancé, ami arra utal, hogy a hypophysisben féként az inhibin/aktivin
B forma fordul el6.

Ezen eredményeineket az Amerikai Endocrine kongresszuson ismertettiik, és 1 kapcsolodd
kozlemény publikacidja folyamatban van. (Kovacs et al. Endo 2008; Popovics et al. J.
Endocrinology 2009)

V. Hypothalamikus GnRH receptor (GnRH-R) génexpresszid szabalyozasanak vizsgalata
A hypothalamikus GnRH-R mRNA kimutatasahoz real-time PCR modszer alkalmazasara volt




sziikség. Minthogy a munka soran szamos technikai akadalyba titkoztiink (DNA-se (Sigma) kitre
kozel 1 évig vartunk, majd végiil le kellett cserélni a kitet, mert ledlltak a gyartasaval; a
publikacioban leirt modszer nem volt hasznalhato stb..) a modszer beallitasa hosszabb id6t vett
igénybe. Az in vivo kisérleteket elvégeztiik (ovariectomia, estrogen és GnRH antagonista
kezelés, antagonista beadas icv.), és a vizsgalandd agy/hypophysis szovetek 6sszegytijtése is
megtortént, de a PCR vizsgélatok még folyamatban vannak. Eredményeink kozlését az év
masodik felében tervezziik.



