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1 Bevezetés

A szervezet a miikodését a sejtek kozotti kommunikacio-jelekkel, jelutakkal, dontésekkel
¢és végrehajtand6 programokkal biztositja. A sejtes kommunikaciéban kialakulé zavar

betegségek kialakulasdhoz vezethet, mint pl. a daganatos megbetegedések.

Kiils6 vagy bels6 mutagén és karcinogén hatdsokra zavar alakulhat ki a DNS
szerkezetében (mutéacio, delécio, amplifikacid, transzlokacio, inzercid stb.), illetve a
funkcidjdban (metilacid, hisztonacetilacio). A novekedési faktorok termelése,
proliferacido serkentése, apoptdzis gatlasa, DNS hibajavitas csokkentése, érellatas
biztositdsa, invazid és metasztatizalds kovetkezményeként daganat alakulhat ki a
szervezetben. A daganatos megbetegedés a masodik vezet6 halalok a vilagon, 2018-ban
9,6 millié ember halalat okozva mind a fejlédd, mind pedig a fejlett orszagokban®>. A
Globocan legfrissebb adatai szerint 2018-ban Magyarorszagon 77454 1ij daganatos esetet
és 33010 halalesetet regisztraltak®. A terapids célpontok, és az engedélyezett gyogyszerek

listdja sem teljes, tovabbi munkara dsztondzve a kutatokat.
1.1 A jelatviteli utak résztvevéi a kinazok

A kinaz olyan enzim, mely foszfatcsoport dtadasara képes molekularol egy meghatarozott
szubsztratra, €z a folyamat a foszforilacid. Az adott molekula foszforilacios allapota is
befolyésola az enzim aktivitasat, reakciokészségét €s mas molekulakhoz valo kotddési
képességét. fgy a kinazok elengedhetetlen szerepet toltenek be a metabolizmusban,
sejtszignalizaciés folyamatokban, poszttranszlacios modositasokban, sejten beliili
transzportfolyamatokban, szekrécids €s szamos mdas folyamatban, vagyis az emberi

szervezet mikodésének nagyon fontos résztvevoio.

A kinazokban fellépd mutacio teljes vagy részleges funkciovesztéshez vezet, ami szamos
megbetegedést (diabétesz, kardiovaszkularis-, ideg- vagy immunrendszert érintd,
kiilonféle gammaglobulinémia), valamint daganatos megbetegedéseket (leukémiat,

neuroblasztomat és glioblasztomat) okozhat®,
1.2 Kinazok, mint a tumoros megbetegedések kulcsfontossagu szereploi

A daganatos sejtekre jellemzé megnovekedett kindz aktivitds’ szamos onkogenikus

sejtfunkciot indukalhat®. A megnovekedett aktivitast szdmtalan tényezé okozhatja.



Genetikai eltérés, megnovekedett autokrin vagy parakrin ligand altali stimulacio,
csokkent foszfatdz aktivitds vagy megndvekedett strukturalis stabilitas, melyet tobbek

kozott a megnovekedett mennyiségli chaperon fehérjék okozhatnak®.

Jelen tudasunk alapjan egyre nagyobb megbizhatosaggal allithatjuk, ismerjiik azoknak a
géneknek a tobbségét, amelyek mutacidi, mikkddési zavarai a daganatok kialakulasaért
felelosek. Ezeket a géneket ,driver” géneknek nevezziik, a patogenikus mutdcidkat
»driver” mutacioknak. 2013-ban 138 driver gént €s 1,5 milli6 mutaciot azonositottak .
Egy daganatban akar 3-4 driver gén is aktivalodhat, ezek a daganat novekedésével,
terjedésével valtozhatnak. A szekvenalasi technologidk fejlédése révén mara lehetéveé
valt, hogy a ,driver” géneket — a teljes molekularis profilt — azonositsuk a beteg
szOvettani mintdjaban. Az informdcio klinikai hasznositdsahoz azonban meg kellett
szliletnie egy 1j tudomanyagnak, a molekularis info-bionikanak is. A humén genom 538
protein kindzt kédol*!, amelyek koziil 31 a Vogelstein-modell altal meghatarozott 54
onkogén molekula kozé tartozik?. Annak felismerése okan, hogy szamos daganat
tartalmaz aktivaldé mutaciokat ,driver’ génekben, amelyek kinazokat kodolnak, a
kismolekulas kinaz inhibitorok célpontjaiva valtak a gyogyszerfejlesztéseknek®. A Ber-

Abl tirozin-kinazt gatlo daganatellenes gyogyszer imatinib atiité klinikai sikere a 2000-

crer

Jelenleg 125 célzott gyodgyszer, koztik tobb kinaz inhibitor (dasatinib, erlotinib,
everolimus, gefitinib, imatinib, lapatinib, nilotinib, sorafenib, szunitinib, temsirolimus,
vemurafenib)®>?° keriilt forgalomba és tovabbi tobb szaz hatéanyag érhetd el klinikai

vizsgalatokban, mint daganatellenes hatast vegyiilet.

Doktori munkam soran szamos kinazzal foglalkoztam, disszertaciomban a ciklin-
dependens kinaz 9 (CDKO9) - és FMS-szerii tirozin kinaz 3 (FLT3) -kinaz inhibitorok

vizsgalatat targyalom.
1.3 CDKO kinaz

A CDK9 a ciklin-dependens kinazok (CDK) koziil a szerin/ treonin-kinazok kozé
tartozik, aktivaciojukhoz egy Un. ciklin alegységre is sziikség van. Szamos CDK létezik,
mind mas és mas funkcioval rendelkezik. Funkciojuk alapjan 2 féle, sejtciklust, illetve

transzkripciot szabalyozo CDK-t kiilonboztethetiink meg. A CDK9 a sejtnovekedés,
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sejtdifferenciacio, és a viralis patogenezis genetikai programjaihoz sziikséges RNS-ek

szintézisét promotalja.

A szerkezetében felleheté Pro-lle-Thr-Ala-Leu-Arg-Glu motivum alapjan PITALRE-
ként azonositottak a fehérjét?!. Kromoszomalis térképezést és a foszforilaciés oldallancok
vizsgalatat is elvégezték a fehérjén??24, Az AIDS betegséggel kapcsolatos vizsgalatok
soran a PITALRE-t a pozitiv transzkripcios elongacios faktor-b (P-TEFb) katalitikus
alegységeként azonositottak?>2’. Ezt kovetden azonositottak a kiilonbozd ciklineket, mint
ciklin T1, T2a és T2b. Egy évvel késébb fedezték fel, hogy a CDK9 a ciklinK-val is

képezhet komplexet in vivo.

Két izoformaja létezik a CDK9 proteinnek, a 42kDa izoforma (CDK942) és a 55kDa
izoforma (CDK9s5)?® ?°. Habar a foszforilacios mintazatuk egyedi, kiilonbozdé a
lokalizaciojuk és expresszios mintazatuk. Ez azt sugallja, hogy a két izoformat meg kell
kiilonboztetni, azonban még nincsenek a mai napig sem karakterizalva az irodalomban.

Dolgozatomban nem teszek kiilonbséget a két izoforma kozott.
1.3.1 A CDKO biolégiai hatasmechanizmusa

Tehat a P-TEFb katalitikus alegysége, amely a ciklinT-vel komplexet képezve
foszforilalja az RNS polimeraz II (RNSP-11) karboxil-terminalis domént (CTD), az RNS
transzkripcid szabalyozasat végzi elsé sorban. Az RNSP-1I CTD-je tandem ismétl6do
aminosav YSPTSPS szekvenciat tartalmaz, amely esszencialis a polimeraz funkcioéhoz in
vivo®®. A CTD hiperfoszforilalt allapotba kell keriiljon, hogy az elongéiciot
szabalyozhassa®!. Tobb, mint 50 foszforilacios hellyel rendelkezik, a szerin a
legkitiintetetebb szerepti®2.
(YSPTSer5PS), melyet a CDK73% 3 a masik pedig a Ser2 (YSer2PTSPS), amelyet a
CDKD9 képes foszforilalni. El6szér a CDK7/ciklin H komplex foszforilalja a Ser5-ot,

mely lehetévé teszi az RNSP-II aktivaciojat®™ 3. Ezt kovetden a SerS-foszforilalt RNSP-

Két {6 foszforilacios hely létezik az egyik a Ser5

Il stimulalja az RNS-transzkripciot®® *8 az elongaciét azonban nem. Az elongicios
szakasz a Ser2 P-TEFb altali foszforilalasaval indulhat meg®®*. Kimondhatjuk, hogy a
CDK9/ciklinT, vagy CDK9/ciklinK komplex esszencialis a sejtek mRNS szintéziséhez
(1. abra) mindamellett a P-TEFb-nek a pre-mRNS splicingban is van funkci6ja. A
transzkripcid megfeleld szabalyozasahoz elengedhetetlen a P-TEFb aktivitasanak

dinamikus és pontos regulacidja.

11



Az mRNS szint meghatarozza a kiilonb6z6 proteinek expresszids fokat, igy befolyasolva

a proliferacios és apoptotikus jelatviteli folyamatokat a sejtekben.

E) fP(P'

Ao

— tlanszkllpcm iniciacio
RNAP]I ) RNAP]I
—— DNS templat - >

" DNS templat

transzkripcios komplex transzkripcios komplex

P-TEFb komplex

& 5o 5™

@ T RNS elongacio @ B RNS elongacio
Y —— T ——
RNAPII ) R RNAPII ) N
—— DNS templat ——D :

—DNS templat
transzkripcios komplex transzkripcioés komplex

1. abra: A CDK9 hatasmechanizmusa és jelentosége. Sajat rajz.

1.3.2 A CDKO9 jelentiosége

Ahogy a ridkos megbetegedések egyik karakterisztikdja a hiperplazia, agy a sziv
betegségeinek egyik jellemzdje a hipertrofia (termindlisan differencialt kardiomiocitak
méretének novekedése). Az infarktus és a szivelégtelenség kockazatit noveli a
miokardialis hipertrofia. Hipertrofia soran a globalis mRNS-szint és a proteinszintézis nd,
nem meglepd, hogy a szabalyozas kulcsfontossagu molekulai k6zott van a human
transzkripcios faktor II (TFIIH) és a P-TEFb, igy a hipertrofia kezelésének egyik
gyogyszercélpontja a CDK9. Napjainkig egyetlen CDK-inhibitort a flavopiridolt
vizsgaltdk hipertrofia modellben®.

A CDKO9-inhibitorok gyulladascsokkentd hatasat leginkabb in vivo CDK9-deficiens egér
kisérletekben lehetne vizsgalni, azonban nagyon nehéz CDK9-deficiens ¢l allatot

létrehozni®®. Trodalmi adatok is bizonyitjdk, hogy a CDK9-inhibitorok hatdsira az
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nuklearis faktor kappa-béta (NF-«kB)-indukalt transzkripcid csokken, vagyis

gyulladascsokkentd hatastiak?®.

A CDKO jelentdségére a HIV-vel kapcsolatos kutatasok mutattak ra. Mivel a genetikailag
flexibilis virusok direkt targetalasa soran rendkiviil gyorsan rezisztencia alakulhat ki,
fontossa valt, hogy az antiviralis kemoterapia szamara a gazdaszervezetben azonositsanak
megfeleld targetalhatd célpontokat. Tobb HIV-1 transzkripciot gatlo stratégia és célpont
vizsgalata folyik napjainkban is. A HIV-1 esetén a viralis replikécioban régota bizonyitott
a P-TEFb szerepe?’. A P-TEFb legrelevansabb az AIDS ellenes korszerii hatékony
terapiaban a HIV-1 virus esetén, azonban fontos megemliteni jelentéségét mas virusokkal
kapcsolatban is, mint pl.: az Epstein-Barr virus*’, valamint az I-es tipusa T-limfotrofikus
virus. A CDK9 kinaz nagyon hasonld szerepet jatszik a kiilonb6zd herpesz virusok
(Herpes Simplex Virus 1*) és citomegalovirus (Human Cytomegalo Virus®®) fertézése
soran. A CDKO9-inhibitorok hatékony antiretroviralis szerek, gatoljak a rezisztencia

kialakulasat.

Terapias szempontbol a sejtciklus szabalyozasa, ezéltal a sejtciklust szabalyozé ciklin-
CDK komplexek fontos célpontjaiva valtak a kezdeti kutatdsoknak. A kutatdsok
eredményei azt bizonyitottak, hogy a sejtciklust szabalyoz6 individualis CDK-k gatlasa
a magas funkciondlis redundancia és a kompenzaciés mechanizmusok miatt terapias
szempontbol nem optimalis. Az elmult évtizedben a transzkripciot szabalyozo ciklin-
CDK komplexek, mint a CDK9-ciklinT1 ¢s a CDK7-ciklinH1 valtak fontos célpontta a
rakkutatasban. Azonban mig a CDK?7 ciklindependens-kinaz aktivalo kinazként (CAK)
ismert, a CDKO9-ciklinT1 komplexnek az RNSP-II foszforilacidjaban van lényeges
szerepe, gatlasaval az RNS szintézis csokken, ezaltal bizonyos anti-apoptotikus proteinek
expresszidja csokken. Tovabba azt is bizonyitottak, hogy a komplex gatlasa a kaszpaz-

kaszkadon keresztiil elinditja a p5S3-fliggetlen apoptozist. Az 1. tablazatban tiintettem fel

crcr
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1. tablazat: CDK9 aberracidja tumoros megbetegedések esetén.

expresszio6 foka daganattipus
erésen expresszalt CLL!, MM

kiilonb6zd expresszids szintek, melyek korrelalnak a limfoid
differenciacioval/aktivacidéval és a malignus transzformacidval

limfoma®?

neuroblasztoma és primer
neuroektodermélis tumorok®?
misszensz mutécid (D323N) tiidé adenocarcinoma®

az expresszid korrelal a differencidcié grade-jével

1.3.3 Ismert CDK9-inhibitorok és szerepiik klinikai vizsgalatokban

A kismolekulas inhibitorok igen hatékonynak bizonyultak a daganatterapiaban. A TG02
hatékony CDK9-inhibitor, azonban nem specifikus, hiszen egyéb kinazokhoz is kotodik,
mint pl. a Janus Kinaz 2 (JAK2) és az FLT3%. A TG02 egy makrociklus, mely CDKI-
73-hoz és a 2.4,5-(triszubsztitualt-pirimidin) szarmazékhoz hasonléan fenilamino-
pirimidin vazzal rendelkezik. A CDKO9-ciklinT1-en mért ICso értéke 3nM™. Ezt a
molekulat nem CDKO9-inhibitornak fejlesztették. Képes aktivalni a kaszpaz-3-at és
csokkenti az anti-apoptotikus Mcl-1 protein szintjét, ezaltal apotdzist indukal emld,
vastagbél és leukémia tumorsejtekben®®. Klinikai fazis I-es vizsgalatokat végeztek a
TG02-vel tobbek kozott CLLY és glioblastoma®® kezelésében. Egyéb fenilamino-
pirimidin vazzal rendelkezd, ATP kotéhelyen hato CDK9-inhibitorok a LDCO000067 és a
szubsztitualt 4-(tiazol-5-il)-2-(fenilamino)pirimidin) antitumor hatast mutattak az Mcl-1
mint méhnyak, tiidd, emlé és leukémia®®. Ezek a fenilamino-pirimidin vazzal rendelkezd
molekuldk igéretes lead vegylileteknek tekinthetdk a CDKO-inhibitorok kozott. A
Scutellaria balcalensis novénybdl szarmazo flavonoid a Wogonin is CDK9-inhibitornak
tekinthetd. A flavopiridolhoz hasonld szerkezete van, blokkolja az RNSP-II CTD-jén a
Ser2-n torténd foszforilaciot, amelynek eredményeként a leukémias T-sejtek apoptdzisat

eredményezi in vitro®.

A flavopiridol egy pan-CDK-inhibitor, mégis a legtobbszor hasznalt validacios vegyiilet

CDK9-vizsgalatok soran (ICso= 2,5 nM), s6t, l-es és Il-es fazisu klinikai vizsgalatok

L krénikus limfocitas leukémia
2 myeléma multiplex
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targya. 1Cso értékeit a CDK1, CDK2, CDKS és CDK7 esetében, 10-100 nM tartoményban
mérték. A CLL-ben nincs aberrans sejtciklus, igy a sejtciklust szabalyozé CDK-ciklin
komplexek célzasa nem hatékony, azonban a neoplasztikus sejtek apoptdzis-rezisztensek,
¢s a flavopiridol az apoptozissal Osszefiiggd proteinek transzkripcidjanak
megvaltoztatasan keresztiil fejtette ki hatasat. CLL-ben bizonyos anti-apoptotikus
fehérjék expresszioja magas, a CDK9-inhibitor flavopiridol gatolja az RNSP-11 CTD Ser-
2-n torténd foszforilaciojat, igy csokkentve az RNS-szintézist, ezaltal az Mcl-1 és X-
linked inhibitor of apoptosis (XIAP) anti-apoptotikus proteinek expresszidjat. Azt is
bizonyitottdk, hogy a flavopriridol a kaszpaz-kaszkadon keresztiil elinditja a p53-
fiiggetlen apoptozist CLL-ben. A CDKO9 és a ciklinekkel képzett komplexei bizonyitottan
anti-apoptotikus jelatviteli utakat aktivalnak elsdsorban myeloma és CLL tumorokban.
Az Mcl-1 downregulacidja egyediil is elegend6 az apoptozishoz akut limfoblasztos
leukémiaban (ALL) és CLL-ben is. Az elsé egyértelmii klinikai aktivitast a CDK-

inhibitorok koziil a flavopiridol mutatta a refrakter, magas rizikoja CLL-ben.

A roscovitin (seliciclib v. CYC202, 4) szintén pan-CDK-inhibitor, ICsg értékeit a CDK1
CDK2, CDKS5, CDK7 és CDKO9 esetében, 200-2700 nM tartomanyban mérték®?, azonban
a CDK4 ¢s CDK6 esetében az ICsp érték meghaladja a 100uM-t. Gatolja a
retinoblasztoma protein (pRB) és az RNSP-II foszforilacidjat , szerepelt klinikai fazis II.
vizsgalatokban nem kissejtes tiidé carcinoma (NSCLC) és nazofaringealis daganat

esetében®?, HIV fertézésre gyakorolt hatasat is vizsgaltak®®,

A dinaciclib szintén potens pan-CDK-inhibitor, ICsp értékeit a CDK1, CDK2, CDKS5 és
CDKD9 esetében 1-4 nM tartoméanyban hataroztak meg. Klinikai fazis Ill. vizsgalatokba
1épett 2012-ben CLL kezelésében®.

Az SNS-032 szintén pan-CDK-inhibitor az alabbi ICsp értékeket mérték a felsorolt CDK-
k esetében; CDK2, (ICs0:38 nM), CDK7 (ICs0:62 nM), és CDK9 (ICs0:4 nM). Preklinikai
vizsgalatok bizonyitottak, hogy mind a sejtciklust, mind pedig a transzkripciot is gatolja
a vegyiilet®®

(MM) kezelésben® *°. Az ismert CDK9-inhibitorokat az alabbi 2. tablazatban

. Klinikai fazis |. vizsgalatokat végeztek vele CLL és myeloma multiplex

Osszesitettem.
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2. tablazat: Ismert CDK9-inhibitorok.

inhibitor név tipus/vegyiiletcsoport | célpont | referencia

CDK2,

.. . ATP- CDKA4, 66
flavopiridol/alvocidib kompetitiv/flavonoid | CDK®,
CDK9
. CDK1,

P276-00 ATP;EZ\%T““V CDKA4, 67
CDK9
. CDK1,

meriolin amAi\r;roP-il;?nriliIc)j?rtll—tierc/iol CDK4, .
P CDK9
CDKS5,

roscovitin/CYC202/ ATP-kompetitiv gglﬁ 60-71
seliciclib/CYC065 | /triszubsztitual-purin CDK7.
CDK9
CDK®9,

dinaciclib (SCH ATP-kompetitiv CDK, 72
727965) /pirimidin CDK2,
CDK5

CDKI-73 ATP-kompetitiv | oy 09 56

/pirimidin

SNS-032/BMS- ATP-kompetitiv | CPK2 -
387032 ftiazol CDK7,
CDK9
CDK2,

ATP-kompetitiv CDKO, 7
AT7519 [pirazol CDKS5,
CDK4
CDK1,
CDK2,

ZK3%£_(?S\QTGI/ ATP-kompetitiv CDKa4, [
CDKY7,
CDK9
. CDK1,

AZD5438 AT}D'ilﬁi"rmgf;‘“V CDK2, s
P CDK9

BAY- ATP-kompetitiv CDK1, 76
- L CDK4,
1000394/roniciclib /pirimidin CDK9

Napjainkig tobb mint 20 CDK-inhibitor kertilt kiilonb6z6 tumoros betegeknél fazis 1. és
Il. vizsgalatokba (3. tablazat).
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3. tablazat: Fébb CDK-inhibitorok klinikai vizsgalatokban tumortipusok
szerint. ABC®, ABL* ALL®, AML®, CLL’, NHL® NSCLC® PPC!¥, RMMY,
SAT™?

név célpont fazis tumortipus
flavopiridol CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 I AML"", PPC™® CLL"
flavopiridol CDKY7, CDKJ9, GSK3p I RMMBOA’}I_ESI‘;lA%ﬁge,AM L%,
dinaciclib CDK1, CDK2, CDKS5, CDK9 Il | ABC?® NSCLC®, AML® ALL®®
dinaciclib CDK1, CDK2, CDKS5, CDK9 I CLL?¥, RMM®®
seliciclib CDK1, CDK2, CDKS5, CDKY7Y I SAT® %
SNS-032 | CDK1, CDK2. CDK4, CDK7,CDK9 | | SAT®, CLL®, RMM®
RGB- CDK1, CDK2, CDK4, CDKS5, | SAT®
286638 CDK®6, CDK7, CDK9

3 elérehaladott emldcarcinoma

* akut bifenotipikus leukémia

s akut limfoblasztos leukémia

¢ akut myelogén leukémia

7 krénikus limfocitas leukémia

g non-Hodgkin limféma

®nem kissejtes tiido carcinoma
Welsddleges peritonealis carcinoma
1 relapszus myeléma multiplex

2 g7o0lid eldrehaladott tumor
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1.4 A TRAIL és daganatellenes hatasanak mechanizmusa

A TNF-related apoptdzis-indukald ligand (TRAIL) a TNF receptorcsaladba tartozik, a 4-
es tipusu halalreceptorhoz (DR4)%, az 5-6s tipusi halalreceptorhoz (DR5)%, valamint két
u.n. decoy, vagy csali receptorokhoz (DcR1, DcR2) kotédik. Az alreceptorok ugyan
megkdtik a TRAIL-t, de apoptdzist nem indukdlnak a sejtben. Az aktivalodas soran
receptor trimerizaciot kovetden a receptorok intracellularis haldldoménjei és a hozzajuk
kapcsolodd adaptor proteinek apoptozist indukald szignalkomplexbe (DISC)

rendez6dnek %

. A komponensek tehat oligomerizalt receptorok, FAS-asszocialt
halaldomént (DD) tartalmaz6 adaptor molekulak (FADD), iniciator kaszpazok (kaszpaz-

8, vagy kaszpaz-10).

Annak érdekében, hogy ne legyen tulzott a TRAIL-indukalt apoptdzis, tobb szabalyozo
mechanizmust fejlesztettek ki a tumoros sejtek, melyek negativan szabalyozzak a TRAIL
milkodését (2. abra). A sejtes FLICE-inhibitor fehérje (c-FLIP) a kaszpaz-8-cal
versenyez, hogy a FADD-hoz kosson, igy gatolva a kaszpaz-8 aktivalodasat, azaz az
apoptozis indukciojat'®. Az apoptozist gatld proteinek (IAP, apoptosis inhibitor
protein)1%! koziil a legjelentdsebb apoptdzis antagonista az X-linked inhibitor of apoptosis
protein (XIAP)2, Megkiilonboztetjiik az apoptozis I-es és Il-es tipusu jelutjat. Az I-es
tipusu sejtekben a DISC-ben olyan mennyiségii kaszpaz-8 aktivalodik, amely kozvetleniil
képes aktivalni az effektor kaszpazokat, igy legy6zi a XIAP antiapoptotikus hatasat. A
Il-es tipust sejtekben azonban az aktivalédo kaszpaz-8 mennyisége nem elegendd a
kaszpazkaszkad elinditdsdhoz a XIAP ellenében, igy sziikséges a mitokondridlis Ut
bekapcsolasa is. Ennek soran a kaszpaz-8 hasitja a Bid-et (BH3 jellegii Bcl-2 csalddba
tartozo fehérje), igy létrejon a tBid, amely kapcsoldédik a molekulacsalad tovabbi
proapoptotikus tagjahoz a Bax-hoz, vagy a Bak-hoz, mely a kiils6 mitokondrialis memran
permeabilizacidjahoz vezet. A mitokondriumbdl kiszabaduld fehérjék a SMAC-ok
(Second mitochondria-derived activator of caspases) és a citokréom c. A citokrém c az
APAF-1-hez (apoptotic protease activating factor-1) és a pro-kaszpaz-9-hez kotédik és
kialakitjdk az apoptoszomanak nevezett fehérje komplexet, igy tovabbi iniciator kaszpaz
aktivitast eredményeznek. A Il-es tipusu sejtekben, a TRAIL-indukalt apoptdzis elleni
rezisztencia az anti-apoptotikus fehérjéknek — a Bcl-2 csalad tagjainak, (Bcl-2, Bcl-xL és
Mcl-1) — magas experesszios szintjével magyarazhaté. Ezek antagonizaljak a

mitokondrialis kiils6 membran permeabilizacidjat, ezaltal az apoptotikus faktorok
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citokrom ¢ és a masodik mitokondrialis kaszpazaktivator/ alacsony PI értékti IAP-k6t6
fehérje (Smac/DIABLO) felszabadulasat'®®, Ezzel szemben az I-es tipust sejtekben a
mitokondriumtél fliggetlen apoptozist a Bcl-2 anti-apoptotikus fehérjék nem gatoljak. A

mechanizmust a 2. abra foglalja 6ssze.

DcRI1.
DcR2

> Bcl-2
Mcl-1

\/ BelxL BEE — B i

-r./:ﬁ"g /\s@f

33 apoptoszoma IAP-ok
citokrém c

2. abra: Rezisztencia mechnizmusok a TRAIL-indukalt apoptozis soran'®.

A tumoros megbetegedések soran alkalmazott konvenciondlis kemoterapia egyik
legnagyobb gatja napjainkban is a rezisztencia kialakulasa. Az apoptozis belsd, p53-
medialt Utja gyakran “bénult” tumoros megbetegedéseknél!®. A kezdetekben azt
feltételezték, hogy a rezisztens tumorok esetén megoldast jelenthet a kiilsé apoptotikus
jelatviteli ut aktivalasa. fgy a TNF-szupercsalad képviseldi attraktiv célpontjaiva valtak a
kutatasoknak, azonban a CD95L és a TNF szisztémas kezelések sikertelenek lettek az
altaluk okozott komoly toxicitas kovetkeztében® 197, A kiilsé apoptotikus jelatviteli utat
elindito legjobban jellemzett molekula a TRAIL® 1% Mivel a TRAIL szelektiven csak
a tumoros sejtekben indit p53-fiiggetlen apoptozist, a normal sejtekben nem, fontos
célpontta valt a gyogyszerkutatasban. TRAIL-receptor antagonistakkal végeztek klinikai

vizsgalatokat. Sajnos ezek a terapids szerek nagyon limitalt elényt mutattak!®, ami
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Osszefligg azzal a ténnyel, hogy ugyan a TRAIL tobb sejtvonalon mind in vitro mind
pedig in vivo apoptozist indukal, a primer tumorok és sejtvonalak 50%-a TRAIL-

rezisztens!!!

. A TRAIL-rezisztencia hatterében szamos faktor allhat, példaul a kiillonb6z6
tumoros megbetegedések esetén mas és mas az anti- és proapoptotikus proteinek
expresszids szintje. A kombinacids terdpidk szenzitizald agensek hasznélatdval
lehetséget nyujtanak a TRAIL-ellenes rezisztencia lekiizdésére, igy pedig a tumoros

sejtek szelektiv elpusztitasaral®®,

Lemke ¢és mtsai. bebizonyitottdk, hogy a PIK-75 molekula szenzitizalja a TRAIL-
rezisztens A549 nem-kissejtes tiid6 karcinoma sejtvonalat TRAIL-indukalt apoptdzisra
CDK9-gatlason keresztiil. Ennek hatterében az Mcl-1 downregulacioja mellett a c-FLIP

szuppresszidja all*2,

1.5 Az FLT3 és daganatellenes hatasainak mechanizmusa

1.5.1 AzFLT3 jellemzoi

Az fms like tyrosine kinase-3 (FLT-3), vagy fetal liver kinase-2 (FIk2) egy 993
aminosavbol 4llé 112804 Da molekulastlyu protein, mely a receptor tirozin kinazok
(RTK) 3-as csaladjaba tartozik'®. A fehérjét kodolé gén a 13q12 kromoszémarégioban
helyezkedik el. Szerkezetileg rokonsdgot mutat a vérlemezke eredetli novekedési faktor
(PDGF), kolonia stimulalo faktor-1-gyel (CSF1) és a 6ssejt novekedési faktor receptorral
(KIT) liganddal®*®. Ezen RTK-ok szerkezetére jellemzd, hogy az extracellularis régioban
0t immunoglobulin szerli domént tartalmaznak, az intracellularis régidoban a két tirozin
kindz domént pedig egy specifikus hidrofil kindz inzert domén (KID) valasztja el a
juxtamembran doméntdl (JIM)*4 5, A JM fontos szerepet jatszik az FLT3 autoinhibicios
folyamataiban. Az FLT3 ATP-kotohelyét a kovetkezd szerkezeti elemek hataroljak:
hinge régio, aktivaciés hurok, DFG motivum, valamint aC hélix!*®, Az FLT3
legmagasabb mértékben az éretlen vérsejteken expresszalddik és kitlintetett szerepet

------ 17119 A5
FLT3 expressziojat leirtdk a CD34-pozitiv csontveldi sejtekben- és fotalis majsejtekben,
tovabba a legtobb blaszt sejtekben AML-ben és B-sejtes akut limfoblasztos leukémidban
(B-ALL-ben).
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15.2 Az FLT3 ligandja, valamint fiziologias és patologias funkcioi

Az FLT3 receptor ligandja az FLT3L citokin, mely a primitiv hematopoietikus progenitor
FLT3 alapallapotban monomer forméban van jelen, a receptor-ligand kotodést a receptor
intracellularis részének konformicioviltozdsa és dimerizacidja koveti'®®. A
citoplazmaban szamos proteint foszforilal (SHC, SHP-2, SHIP, Cbl, Cbl-b, Gabl és
Gab2), amit a downstream szignalizacios utvonalak (Ras/ Raf/ MAPK, STATS5 és PI3K/
Akt) aktivacioja kovet, igy szabalyozza a transzkripcio, transzlacio, differenciacio és
apopt6zis folyamatait!?L,

cyey

mutacioja az egyik leggyakrabban el6fordul6 jelenségek kozé tartozik a hematopoietikus
rendszer daganatos elvaltozasai kozott'?21%4, Az FLT3 fokozott expresszioja figyelhetd
meg AML-ben, de kronikus myeloid (CML)- és akut limfoblasztos leukémia (ALL)
esetén is igazolt. Daganatos betegségeknél nem csak a vad tipust FLT3 kinaz és
ligandjanak fokozott expresszidja figyelhetd meg, hanem a kinazban bekovetkezd

mutéaciok hatasara kialakult kéros kinaz aktivitas ist22124,

1.5.3 Az FLT3 mutacioi

Az FLT3-at érintd mutdciok az AML betegségek 30%-aban fordulnak eld. A
leggyakoribb FLT3 mutaci6 az internal tandem duplication elvaltozas (ITD). A de novo
kialakult AML-ek negyedében van jelen'??, az ITD mutécié kiilonbzd hossziisagua (3 és
400 bazispar) lehet'® és a JM domén meghosszabbodasat eredményezi. Mivel a JM-
szabalyozatlan miikodését eredményezi'?® 127, Az ITD mutaciok 70%-ban a IM-domént,

30%-ban pedig a tirozin kindz domént (TKD-t) érintik!?®,

A TKD-t érinté pontmutaciok, amelyek a receptor aktivacios hurkat érintik, kevésbé
gyakoriak. Az dsszes AML-es megbetegedés 7%-ban, az ALL-ben 3%-ban fordul el§*?®
130 A TKD elsédleges szerkezetében torténd mutacié soran, a D835-6s pozicioban az
aszparaginsav szubsztitucidja torténik meg. Tirozin, valin, hisztidin, glutamin és
aszparagin is lehet a szubsztituens. Normal esetben az aktivacids hurok inaktiv allapotban
van, a ligand és az ATP kotédés hatasara keriil aktivalt allapotba, igy beindul az

autofoszforilacio ¢és aktivalédnak a downstream jelatviteli utvonalak. Az aktivacios
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hurkot érinté mutécioé eredményeként az aktivacios hurok folyamatosan aktiv allapotban
van, vagyis a D835Y pontmutacié megndvekedett protein aktivitast eredményez'®! (3.

abra). A TKD mutaciok 90%-ban az aktivacios hurkot, a TKD2-t és 9%-ban a TKD1-et,

valamint 1-2%-ban az extracellularis- és a JM-domént is érinthetit3l: 128132,

FLT3
P ticand

S$451 mutacié extracellularis domén

sejtmembran i
transzmembran domén

30% ITD mutécid
* inzercié 3-400bp
* 70% JMD \ [ fuxtamembran domén

* 30% TKDI1 \
7% TKD pontmutacid _DJ \

9% TKD1: « N676 tirozin kinaz domén
+  F692 /\

——

90%TKD2:+ D835 - SEE, C - termindlis domén
. 1836
vge2 (RAS _‘/ A
G831 STATS| PIK |
[RaF] il

AKT

|
[ BRK -

OR|
A

3. abra: FLT3 tirozin kinaz 5 funkcionalis doménjét érinté mutaciok és az
aktivalt jelatviteli utvonalak hatasa. Sajat rajz. A receptor-ligand kotédést a
receptor intracellularis részének konformaciovaltozasa és dimerizacidja majd a
downstream szignalizacids Gtvonalak (Ras/ Raf/ MAPK, STATS5 és PI3K/ AKT)

aktivacidja koveti, igy szabalyozva a novekedés, proliferacio és tulélés folyamatait.

154 Az FLT3 mint prognosztikai marker

Az AML-es betegek kor, altalanos allapot, fehérvérsejtszam, és citogenetikai profil
alapjan kiilonboz6 prognosztikai csoportokba sorolhatoak™®. A prognosztikai faktorok

hozzaértd meghatarozasa az AML-es betegek kezelésének centralis kérdése. Az, hogy
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prognosztizalhatdo legyen, egyes betegek esetében milyen eséllyel alakulhat ki
rezisztencia egy adott terapiara, illetve a kezelés milyen mortalitast eredményezhet
(treatment related mortality; TRM) rendkiviil fontos a klinikusok szamara. Ennek alapjan
dontenek, hogy milyen intenzitdsu kezelést, milyen kemoterapiat, allogén
hematopoetikus Ossejttranszplantaciot (HSCT), illetve, hogy konvencionalis, vagy 1j
terapiat alkalmaznak az adott betegnél. A molekularis genetika fejlodésével —
génexpresszids profil analizis vizsgalatok, majd a teljesgenom-szekvenalds — sikertilt
bizonyos rekurrens, visszatérd genetikai aberraciokat azonositani, melyek féleg az FLT3,
vegyes leszarmazast leukémia (MLL), nukleofozmin (NPM1), CCAAT enhancer
binding protein alpha (CEPBA), valamint a c-KIT gének eltérései és ezek kombinacioit®*
. Igy ezen gének vizsgalata vilagszerte ajanlott, s6t mara minden AML-es beteg esetében

kotelezo az FLT3 statuszanak vizsgalata'®®1%7,

1.5.5 Az FLT3-inhibitorok

A RTK inhibitorokat szdmos kiilonb6z6 szolid és hematologiai tumoros megbetegedés
esetében hasznéltak sikeresen'®. Az FLT3 mutaciok gyakori eléfordulasat, valamint
prognosztikai értékét figyelembe véve az FLT3 potencidlis terdpias célpontnak
tekinthetd??. A friss kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy az FLT3-at célz6 terapias
hatékonysagt inhibitorok fejlesztésére nagy energiakat forditottak, jelenleg is tobb
klinikai vizsgalat van folyamatban'®1%2, A kezdeti elsd generaciés FLT3-inhibitorok
alkalmazésa esetén tapasztalt toxicitds, szuboptimalis farmakokinetikai eredmények, az

off-target hatasok utan a klinikai vizsgalatok izgalmas eredményeket sziiltek.

Az FLT3-inhibitorokat lehet monoterapias szerként, kombinacidés terapiaban
konvencionalis kemoterapia mellet, valamint allogénikus dssejttranszplantacidt kovetden

(HSCT) is alkalmazni.

A vizsgalt elsé generacios inhibitorok a szunitinib, tandutinib, sorafenib, midostaurin és
a lestaurtinib nem specifikusan az FLT3 targetalasara lettek kifejlesztve, tobb kulcs
enzimet, mint pl.: Jak2, PDGFR, VEGFR ¢és KIT is gatolnak. A masodik generacios
FLT3-inhibitorok pedig quizartinib és a crenolanib, amelyek specifikusan FLT-3

gatlasara tervezett inhibitorok.
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1.5.5.1 Elségeneracios tirozinkinaz-inhibitorok

A tandutinib nanomolaris koncentracioban (ICs50=220 nM) az FLT3-at és tovabbi
receptor kinazokat (PDGFRB, FGFR, VEGFR, c-Kit) is hasonld koncentracidoban
(IC50=170-200 nM) gatol**3, A kedvezdtlen farmakokinetikai paraméterei ellenére is tobb
klinikai vizsgéalatban szerepelt kombinacids terapiaként tobb daganatos elvaltozas

esetébenl®* 145,

A szunitinib koézel 150 kinazt gatol, a daganatnévekedésben, a neoangiogenezisben és a
daganatattétek progresszidjaban szerepet jatszo receptor-tirozinkinazok (RTK) gatlojal®.
Kimutattak, hogy a szunitinib gatolja a PDGFR-t, a vascularis endothelialis novekedési
faktor receptorokat (VEGFR1, VEGFR2 ¢s VEGFR3), a KIT-et; az FLT3-at, CSF-1R-t
¢s a glia sejtvonalbol szdrmazd neurotrdp faktor receptort (RET). Az FLT3 kinazt
nanomolos tartoméanyban gétolja (FLT3wt ICso= 250 nM, FLT3-1TD 1C50=50 nM, FLT3-
D835Y ICso= 30 nM), és a fazis I vizsgalatok soran is igéretes volt'*’. Forgalomban 1évé
gyogyszer, mely attétes vesedaganatok, gasztrointesztinalis sztroma tumor (GIST) és
neuroendokrin tumorok kezelésére hasznalnak*®,

A sorafenib tirozin kinaz inhibitor (TKI), mely gatolja a RAF, c-KIT, VEGFR, PDGFR
hasznaltak. 2008-as fazis I vizsgdlatban monoterapias szerként hasznalva relapszusos,
vagy refrakter (r/r) FLT3-ITD-pozitiv AML-es betegeknél a leukémias blasztok
szignifikans csokkenését érték el mind a csontvelében, mind pedig a periférias vérben,
néhany betegnél CR-t lehetett elérni'®®®l, 13 r/r FLT3-1TD-pozitiv AML beteggel
végzett fazis Il vizsgalatban 90%-ban lehetett elérni CR-t. Az igen lenylig6z6 kezdeti
sikerek utan a betegek nagy része a remissziot kdvetden 72 napon beliil relapszusba
kertilt. A kezelés sikertelenségének hatterében feltehetden az FLT3 TKD-jében kialakult
D835Y és a D835H mutéciok allhattak. Kombinacios terapidban alkalmazva a sorafenibet
cytarabinnal €s idarubicinnel indukcios és konszolidacios terapiaban 18 betegbdl 18
FLT3-1TD- pozitiv AML betegnél sikeriilt CR-t!%? elérni, azonban 9 honappal a kezelést
kovetden a betegek tobb mint felénél relapszus kdvetkezett be. Rendkiviil érdekes, hogy
a relapszusos mintdk genomszekvenalasa azt mutatta, hogy nem alakult ki az FLT3 TKD-
ben ) mutacio. Alternativ rezisztencia mechanizmusok, mint pl.: a megnovekedett FLT3

ligand mennyiség 4llhat a kialakult rezisztencia hatterében'®3. Jelenleg olyan kombinacios
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terapidk kimenetelét vizsgaljak, melyeknél hipometilalé 4agenseket alkalmaznak
sorafenibbel kombindlva, és igy nem tapasztaltdk az FLT3 ligand szintjének emelkedését.
A fazis 11 vizsgalatok (sorafenib+azaticidin) azt mutatjak, hogy 43% r/r AML betegbdl,
16%-nal CR-t, mig 27%-nal CR-t nem, csak inkomplett sejtszam regeneraciot lehetett

elérni®>,

A lestaurtinib egy masik nem-specifikus TKI, mely hatékonyan gatolja az FLT3 kinazt
(IC50=2-3nM), mutans és vad tipusit AML sejtvonalak esetében is jelentds antiproliferativ
hatast mutatott’>. Akarcsak a sorafenib esetében, a korai fazis vizsgalatok eredményei
azt mutattdk, hogy hatékonyan, tranziens javulast — a cirkulalé és csontveldi
myeloblasztok csokkenését — eredményez a szer hasznalata. Viszonylag jol toleralhato,
hanyinger, hanyas alakult ki a kezelés soran'®. FLT3-mut4ns fiatal AML betegeknél

kombindcios terapidban alkalmazva 85%-ban nétt a tilélés.

Szintén nem specifikus TKI a midostaurin, mely monoterapiaban alkalmazva
szignifikans atmeneti javulast eredményez AML betegek kezelésénél, fazis 11 vizsgalat
soran 20 betegbdl 14-nél 50%-kal csokkent a periférids blaszt sejtek aranya, a
mellékhatasprofil is kedvezd volt, azonban nagyon hamar kialakult a szerzett

rezisztencia®’

. A kombinécios terapidban alkalmazott szer hatasar6l tobb klinikai
vizsgalat eredménye is atfogo képet ad, ezek az eredmények sokkal jobbak, mint amiket
a szert monoterapiaban alkalmazva lehetett elérni. Fazis I és fazis I/II vizsgalatok melyek
midostaurint azacitidinnel kombinalva alkalmaztak, kimutattdk, hogy hatdsos ¢és

toleralhatd a kombinacio®®e,

1.5.5.2 Masodik generaciés FLT3-inhibitorok

A quizartinib a masodik generaciés FLT3-inhibitorok kozé tartozik, azaz specifikusan
az FLT3-gatlasara tervezték, hogy minél inkabb redukalni lehessen az off-target hatdsok
miatt kialakult toxicitast. A masik nagy eldnye a korabban targyalt szerekkel szemben,
hogy jo a biohasznosuldsa, valamint a plazma felezési 1d6 tobb mint 24 6ra. 76 r/r AML
beteggel végzett fazis I vizsgalat eredménye szerint FLT3 mutacios statusztol fliggetleniil
30%-os volt a hematoldgiai terapids valasz, 13%-nal CR-t, 17%-nal inkomplett remissziot
értek el. Az FLT3-ITD mutans betegek esetében a hematologiai valasz 53%-ra
emelkedett, 23%-nal CR alakult ki*®®. Az FLT3-ITD mutans esetekben megfigyelt

crer
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magyardzhato®®. Az FLT3 ITD-pozitiv AML betegek esetében a median remisszios idé
ot hét, azaz nagyon gyorsan kialakul a rezisztencial®. Az N676, F691 és D835
poziciokban kialakult mutaciok lehetnek felelések a quizartinibbel szemben kialakult

rezisztenciaért62 163,

A szelektiv FLT3-gatlé quizartinib gatolja a c-KIT-et is!®

mely esszencialis a normal
eritropoezis és megakariocita funkci6 eléréséhez'®. Igy bizonyos mértékben a csontveldi

funkci6 szuppresszalasa is megfigyelheto a terdpia kovetkezményeként.

FLT3-ITD-pozitiv AML, myelodiszplazias szindromas (MDS) vagy CML betegekkel
végzett fazis I/II vizsgalatban (NCT01892371) a quizartinibet kombinacids terapiaban
alkalmaztdk hipometildld szerrel (hypomethylating agent; HMA) és igy 82% volt a

kialakult hematologiai valasz®.

A crenolanib masodik generacios FLT3 TKI, mely monoterapias szerként is az FLT3-
ITD és FLT3-TKD mutacidk jelenléte esetén is hatékony, az F691L mutacid esetén ugyan
kisebb a potencilja és szintén gatolja a c-KIT-et!®” 168 Smith és mtsai. altal végzett
vizsgalatok sordn nem sikeriilt olyan TKD mutéciot azonositani, mely rezisztens lenne a
crenolanibra®®®. Rendkiviil fontos ez az eredmény, hiszen az eddigi FLT3-inhibitorok
adminisztracidja sordn mindig kialakult a szerzett TKD mutacid okozta rezisztencia.
Jelenleg tobb AML klinikai vizsgélatban szerepel a crenolanib monoterapids szerként
illetve kombinacids terapidban is indukciés (NCT02283177)° és re-indukcios

kemoterapias szerekkel (NCT02626338)%"L,

Az altalam részletezett FLT3-inhibitorokat a 4. abran foglaltam Gssze, valamint az 5.
abran AML betegség, FLT3- ¢és FLT-ITD- elvaltozadst hordoz6 AML esetében
vilagviszonylatban végzett klinikai vizsgalatok szamat dsszesitettem a ClinicalTrials.gov
alapjan, rdmutatva arra, hogy az FLT3-inhibitorok vizsgélata milyen kiemelkedd kutatési

teriilet napjainkban.
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végzett klinikai vizsgalatok szama vilagviszonylatban.
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2 Célkituzések

A gyogyszerkutatas korai fazisaban az elsddleges cél olyan molekula azonositasa, amely

a gyobgyszerfejlesztés soran preklinikai, klinikai kutatdsi fazisba keriilhet. Doktori

munkam elsé szakaszaban 1j és szelektiv daganatellenes CDK9-inhibitorok azonositasa

és biologiai validalasa a cél. Feladatom részleteiben:

1.

célzott fehérje alapt biokémiai rendszerekben nagyszamu szairmazékok (fokuszalt
vegyiilettar) tesztelése a minél hatékonyabb ¢és szelektivebb molekulak
azonositasa érdekében, a célzott fehérjealapu teszteléshez nagy, illetve kozepes
ateresztoképességii (HTS/ MTS) biokémiai tesztrendszerek beallitasa: CDKO,
CDK4, CDK2 kinaz-aktivitasi tesztek optimalizalasa és validalasa

fehérjealapu biokémiai tesztek soran azonositott taldlati molekulak

hatékonysaganak vizsgalata sejtes rendszerekben

biokémiai- és sejtes tesztekben azonositott leghatékonyabb lead vegyiilet

szelektivitasi profiljanak a részletesebb meghatarozasa
a lead vegyiilet bioldgiai hatasmechanizmusanak vizsgalata

a lead molekula hatasanak vizsgalata a h. r. TRAIL-indukalt apoptozisra

(kombinécios kezelés)

Tovabbi kutatomunkam soran az akut myeloid leukémia nemrég azonositott

célpontjanak, az FLT3 kinaznak a potencialis inhibitorainak in vitro és in vivo vizsgalata

a feladatom. Kutatasi eredmények igazoltak, hogy a quizartinib vegyiilettel szemben

rezisztencia alakul ki FLT3-D835Y mutaciot hordozo betegek esetében. Ez a tudomanyos

tény meghatarozta a témaban torténd tovabbi kutatasi iranyt. Célkitiizéseim:

1.

célfehérje alapti hatdanyag fejlesztéshez sziikséges biokémiai rendszerek
optimalizalasa ¢és validalasa; FLT3 kinazaktivitasi tesztek optimalizalasa és

validalasa a vad tipusu, illetve ITD vagy D835Y mutéciot hordozé enzimekre
inhibitorok validalasa sejtes rendszerekben
a lead vegyiilet szelektivitasi profiljanak a meghatarozasa

a lead molekulak kotédési modjanak vizsgalata
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5. MV4-11 FLT3 ITD-mutins akut myeloid leukémia sejtvonalon a

hatasmechanizmus vizsgélata

6. leghatékonyabb analogok gyogyszerszerliség szempontjabol fontos korai ADME

paramétereinek meghatarozasa

7. a lead molekula farmakokinetikai paramétereinek meghatarozasa és in vivo

vizsgalata
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3 Modszerek

3.1 Vegyiiletek, vegyszerek

Munkam sordan a Vichem Chemie Kutaté Kft. vegyészei altal szintetizalt vegyiileteket

hasznaltam ¢€s vizsgaltam.

A kezel6szerek mindegyikébol 5 mM-os torzsoldatot készitettiink dimetil-szulfoxidban
(DMSO, Sigma-Aldrich). Az oldatokat szobahdmérsékleten taroltuk, felhasznalaskor a
hogy a DMSO toménysége ne legyen 0,1%-nal (V/V) magasabb. A kisérleteinkhez
Eppendorf, Sarstedt és VWR miianyagarut hasznaltunk.

3.2 Vegyiiletek mindségellenérzése

Az analitikus kollégak kiilonb6zé modszerekkel (tdmegspektrométerrel kapcesolt HPLC
(HPLC-MS), magneses magrezonancia (NMR) igazoltak a szintetizalt vegyiiletek kémiai
szerkezetét. Az oldatok hatéanyagtartalmat haromhavonta ellendriztik. Minden

kisérlethez 98% folotti tisztasagl oldatot hasznaltunk.

3.3 Fluoreszcencia polarizacion alapuléo mérések - IMAP (Immobilized Metal

Assay for Phosphochemicals)

A szintetizalt inhibitorok hatasat 6 kiilonb6z6 rekombinans enzimen (FLT3wt, FLT3-
ITD, FLT3-D835Y, CDK2, CDK4, CDK9), a Molecular Devices altal kifejlesztett
IMAP® modszerrel vizsgaltuk. A mddszer lényegét a 6. abra mutatja be. A rekombinans
kinazt és ATP-t tartalmazd reakcioelegyhez egy fluoreszcens festékkel konjugalt peptid
szubsztratot adunk, ami foszforilalatlan allapotaban alacsony fluoreszcencia-polarizacio
értéket produkal. Amennyiben az enzim foszforildlja a jeldlt szubsztratot, az a
foszfocsoporton keresztiil egy nanogyongyhdz rogzitett haromértékii fémionhoz kotodik,
ett6l lecsokken a mobilitasa, ami magas polarizacios jelet eredményez. A jel nagysagabol

az enzimmiikodés sebességére/ intenzitasara lehet kovetkeztetni.
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6. abra: A fluoreszcencia polarizacion alapulé IMAP-mé6dszer: IMAP FP
binding reagent: IMAP-k&t6 reagens (nanogyongy a hozza rogzitett fémionnal), FP:

fluoreszcencia-polarizacié®’

A vizsgalatokat alacsony fehérjekoto képességii 384 lyukt Corning® mikrotiter lemezen
végeztik. Az egypontos screening esetén 10 uM végkoncentracidban alkalmaztuk a
hatéanyagokat, mig az ICsp értékek meghatarozasahoz harmadol6 higitassal 12 pontos

higitasi sorozatot készitettiink (12,5 uM — 0,00007 uM tartomanyban).

Az FLT3-kinazok reakcioihoz TAMRA fluoreszcens festékkel konjugalt specifikus
peptid szubsztratot hasznaltunk 400 nM koncentracidban. A szubsztrat aminosav-
szekvenciaja a kovetkez6 volt: GEEPLYWSFPAKKK-NH2 (GeneCust; Europe). Az
FLT3wt mérések esetében az assay komponensei: 20 nM FLT3 enzim, 400 nM
fluoreszcensen jelolt szubsztrat, 17 uM ATP (=Kwmatey), valamint 20 mM HEPES pH=8
kinaz puffer, 1 mM DTT, 10 mM MgClz, 2 mM MnCl; és 0,01% Brij 35. Az FLT3-ITD
mérések esetében az assay komponensei: 50 nM FLT3-ITD enzim, 400 nM
fluoreszcensen jelolt szubsztrat, 5,10 uM ATP (=Kwmjate), valamint 20 mM HEPES pH=8
kinaz puffer, | mM DTT, 10 mM MgClz, 2 mM MnCl; és 0,01% Brij 35. Az FLT3D-
835Y mérések esetében az assay komponensei: 5 nM FLT3-D835Y enzim, 400 nM
fluoreszcensen jelolt szubsztrat, 1,32 uM ATP (=K wmiatr]), valamint 20 mM HEPES
pH=8 kinaz puffer, | mM DTT, 10 mM MgClz, 2 mM MnCl; és 0,01% Brij 35. A reakciot
2 pL enzim hozzaadasaval inditottuk el, majd a vizsgalt vegyiiletekkel egy oran at
szobahdmérsékleten inkubaltunk. A reakciot 10 uL IMAP detektalo oldattal allitottuk le.

A detektalo oldat két kiilonb6zd puffer meghatarozott aranyu keverékébdl, valamint
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szintén meghatarozott ardnyban hozzaadott nanorészecskébdl allt: (pufferA 60% :
pufferB 40%; nanorészecskék aranya 1:1200). A fluoreszcencia-polarizaciot egy oOra
inkubaciot kovetéen Analyst® GT Multimode Reader segitségével mértiik (Aex = 550/10
nm, Aem = 590/10 nm, dikroikus tiikér: 561 nm). Az ICso gorbék illesztését és az 1Cso
értékek szamitasat Microsoft Excel és XLfit v5.1.0 (IDBS, Surrey, UK) programmal

végeztik.

3.4 High-Throughput Kinaz szelektivitasi profil meghatarozasa
(KINOMEscan™)

A KINOMEscan® k&todési vizsgalatokat a DiscoveRx cég végezte el, a szakirodalomban

publikélt modszer szerint, 451 relevans kinazon 5 pM inhibitorkoncentracio mellett!’,
3.5 Sejtvonalak, sejttenyésztés

A sejtes assay-ben a vegyiiletek teszteléséhez a Vichem Kémiai Kutatd Kft. tulajdonaban
1évé kiilonb6z6 genetikai profilt sejtvonalakat hasznaltam. A 4. tablazatban foglaltam

Ossze a kisérletek sordn hasznalt sejtvonalak nevét, eredetét €s a tenyésztés koriilményeit.
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4. tablazat: Sejtvonalak neve, eredete és a tenyésztési koriillmények.

név szOvet/eredet/tipus médium forras
el RPMI 1640; 10 % FBS; 1%
AS49 tidg epitél antibiotikum/antimikotikum ATCC
el RPMI 1640; 10 % FBS; 1% I. szamu Patologiai és
H1650 tidg epitél antibiotikum/antimikotikum | Kisérleti Rakkutato Intézet
. an el RPMI 1640; 10 % FBS; 1% Cancer Research UK London
H1975 tiidd epitél antibiotikum/antimikotikum Research Institute
el RPMI 1640; 10 % FBS; 1%
HCC827 tiidé epitél antibiotikum/antimikotikum ATCC
e, RPMI 1640; 10 % FBS; 1%
H358 tiidd epitél antibiotikum/antimikotikum ATCC
v in , RPMI 1640; 10 % FBS; 1%
PC9 tudo:segerrs‘z,)gﬁé‘s“ek' antibiotikum/antimikotikum Canceégzzeri[fIhngt:fu't-eondon
. (Ab/Ab) (VIv)
PCI-ER tiid6 heterogén kerek- RPMI 1640; 10 % FBS; 1% Cancer Research UK London
és orsosejtes antibiotikum/antimikotikum (v/v) Research Institute
Y, RPMI 1640; 20 % FBS; 1%
MCF7 emld epité] antibiotikum/antimikotikum ATCC
L, " RPMI 1640; 10 % FBS; 1% . .. ,
HepG2 maj epitél-szerti antibiotikum/antimikotikum Enzimologiai Intézet
e McCoy's 5a; 10 % FBS; 1% . . .
ATRFLOX vastagbél epitél antibiotikum/antimikotikum Innsbruck Medical University
e RPMI 1640; 10 % FBS; 1%
Hetllbwt | vastagbel epitel antibiotikum/antimikotikum ATCC
e RPMI 1640; 10 % FBS; 1%
HT29 vastagbel epitél antibiotikum/antimikotikum ATCC
Panc-1 h i el DMEM; 10 % FBS; 1% 1. szamu Patologiai és
asnyalimirigy epe antibiotikum/antimikotikum Kisérleti Rakkutato Intézet
., HAM's F12K; 7 % FBS; 1%
PC3 prosztata epité] antibiotikum/antimikotikum ATCC
, . . RPMI 1640; 10 % FBS; 1%
Jurkat vér T limfocita antibiotikum/antimikotikum ATCC
KMS12- , RPMI 1640; 20 % FBS; 1% . . .
BM vér MM antibiotikum/antimikotikum Innsbruck Medical University
, RPMI 1640; 20 % FBS; 1% . . .
OPM2 vér MM antibiotikum/antimikotikum Innsbruck Medical University
. 0 10,
RPMI-8226 vér MM RP.M.I 1.640’ 20 /° '.:BS.’ 1% Innsbruck Medical University
antibiotikum/antimikotikum
, RPMI 1640; 20 % FBS; 1% . . .
U266 vér MM antibiotikum/antimikotikum Innsbruck Medical University
" ., DMEM; 10 % FBS; 1%
A43l bor epitél antibiotikum/antimikotikum ECACC
DMEM:; 10 % FBS; 1% 1. szamu Patologiai és
HelLa méhnyak epitél antibiotikum/antimikotikum Kisérleti Rékku tat% Intézet
(Ab/Ab) (vIv)
U937 pleuralis effuzio, RPMI 1640; 10 % FBS; 1% 1. szamu Patologiai és
limfocita, myeloid antibiotikum/antimikotikum Kisérleti Rakkutato Intézet
leuralis effizid RPMI 1640; 10 % FBS; 1% L. szamu Patol6giai 6
K562 pleu nstv 1‘3 O antibiotikum/antimikotikum - 'é;eti ﬁékkst;’t’g: ot ,Szet
csontveld (Ab/Ab) (VAV) S 0 Inté
, , IMDM; 20 % FBS; 1%
Mv4-11 vér makrofdg antibiotikum/antimikotikum CLS
. 0 . 0
HS-5 csontveld, stréma DMEM: 10 % FBS; 1% Innsbruck Medical University

antibiotikum/antimikotikum
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A sejteket 37°C-on, 5%-0s CO: termosztatban tartottuk. A sejtvonalakat rendszeresen

teszteltiik Mycoplasma spp. fert6zésre.

A sejtek passzalasakor, valamint kisérletek inditasakor adherens kulturdk esetében a
sejtkultarat steril foszfat-pufferelt sooldattal (PBS-sel) mostuk, majd 0,1%-0s tripszin-
EDTA vagy EDTA oldattal (Lonza) néhany percig 37°C -on inkubaltuk, majd
médiumban mostuk. A sejtdenzitast tripankékes sejtszamlalast kovetden allitottuk be. A
sejtszamot Biirker-kamraval/Invitrogen Countess Il FL Automated Cell Counterrel

hataroztuk meg.
3.6 Lumineszcens sejtviabilitas vizsgalat

Sejtvonalanként egysejtszuszpenzidt készitettiink, majd 1000 sejtet pipettaztunk
lyukanként 30 pl térfogatban 384 lyukd sejttenyésztd mikrolemezre (Perkin Elmer).
Masnap a sejteket a tesztelendd vegyiiletekkel kezeltiik a kivant végkoncentracioban. A
sejteket 37°C-on, 5%-0s CO; tartalom mellett 72 6raig inkubaltuk. Az inkubacios id6
leteltével a sejtek életképességét CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay kit
(Promega Corp., Madison, USA) segitségével hatdroztuk meg a gyartd instrukcioit
kovetve. Ez a mérési technologia az €16 sejtek szamat a jelen 1évé ATP mennyiségébol
indirekt modon hatdrozza meg. A metodika biokémiai alapja az, hogy Mg?" és ATP
jelenlétében a luciferaz enzim a luciferin mono-oxigenizacigjat katalizélja, ennek révén
oxiluciferin keletkezik, amelyet detektalni tudunk. A lumineszcens szignalt TECAN
Evolution Plate Reader-rel olvastuk le. Az egypontos mérésekben 75% feletti inhibiciot
eredményez6 anyagok esetén meghataroztuk az ICsp értékét, melyhez 30 uM—t6l indulo,
10 pontos, harmadol6 higitasi sort késztettiink. Az igy meghatarozott koncentracionkénti
szazalékos gatlas adatok alapjan Microsoft Excel és XLfit v5.1.0 (IDBS, Surrey, UK)

szoftver segitségével gorbét generaltunk és meghataroztuk az anyagok ICso értékét.
3.7 Invitro klonalitas vizsgalat

A klonogenikus rendszerben meghatarozhatjuk a sejtek hosszutava talélését adott
inhibitorral torténd elékezelést kovetéen. A sejteket 70%-os konfluencia eléréséig
tenyésztettiik, majd a megfeleld mediumban egysejtszuszpenzidt készitettiink. 3000 sejtet
pipettaztunk 6 cm-es Petri csészékbe. Masnap a sejteket az ICso-nek megfeleld

koncentracioban kezeltiik, inhibitoronként harom parhuzamosban. 72 o6ra elteltével
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médiumcserét végeztiink, hogy eltavolitsuk a kezeldszereket és megszabaduljunk az
elhalt sejtektol. Ezt kovetden a médiumot 4 naponta cseréltiik, egészen addig (14-21 nap),
amig a minimum 50 sejtnyi, szabad szemmel is jol lathaté kolénidk meg nem jelentek.
Ekkor a médiumot leszivtuk, a sejteket PBS-el mostuk, majd 1 ml jéghideg fixalo reagenst
(50% etanol, 50% PBS és 0,25% 1, 9-dimetil-metilén kék, Sigma) adtunk hozzajuk. 40
percig a sejteket szobahOmérsékleten fixaltuk, végiil a kék koloniakat fotoztuk. A

kolonidk szdmabdl a sejtek hosszutava talélésére kovetkeztettiink.
3.8 Apoptotikus DNS-fragmentacio meghatarozasa aramlasos citometriaval

Az MCF7 sejteket (n=40000) 24 lyuka lemezeken szélesztettiik. Masnap kezeltiik, adott
szerre vonatkozd sejt specifikus ICso koncentracioval a sejteket. 24 oras inkubaciot
kovetden a kultirakbol egysejtes szuszpenziot készitiink, centrifugalast (300x g, 3 perc)
kovetden a feliiliszot elontjiikk és a pelletet -20°C-0s, 70%-0s alkoholban fixaltuk. Az
etanol fixalja a szerkezetet, ezért a mosasi 1épésnél az apoptozis soran keletkezett DNS-
fragmentumok eltavolithatoak. Masnap a mar fixalt mintakat ujra centrifugaltuk, majd
750 ul alkalikus extrakcios pufferben (200 mM NaxHPOu/citromsav (pH=7,8) és 100
ug/ml végkoncntracioban RNaz A-t (Sigma) vettiik fel. Szobahdmérsékleten inkubaltuk
a mintakat 30 percet, végiil propidium-jodiddal (PI; 5 pg/ ml, Sigma) festettilk a DNS-
14 A propidium-jodid egy DNS-interkaldlé festék, melynek fluoreszcencia intenzitisa

jelentésen megnd, amint a DNS-hez kotédik.

Az aramléasi citométerrel a sejtek allapotat ¢€s tulajdonsagait fényszorasuk és
fluoreszcencia intenzitasuk segitségével hatdrozzuk meg. A kis szogili elére fényszoras a
sejtmérettel aranyos, az oldalra fényszoras a sejt granulaltsagat jellemzi. A DNS-hez
kotott festék fluoreszcenciaja pedig a sejt DNS-tartalmaval aranyos. Az apoptotikus
populacié (subG1 populéacio, azaz a fragmentalédott DNS-t tartalmazo sejtek) aranyat
aramlasi citométerrel (FACSCalibur) hataroztuk meg a. Minden mérést kétszer
ismételtink meg. A citometrids méréssel nyert grafikonon az x-tengelyen a sejtek
nagysagaval aranyos elore fényszorast lehet latni, az y tengelyen pedig a propidium-jodid
fluoreszcenciajat. A mérés szempontjabdl relevans sejteket a megfeleld mérési-kapuk
altal lehet kivalasztani. A kapun beliil taldlhatoak az ép €s az apoptotikus sejtek, a kapun
kiviil pedig az igen kis fényszorasu vagy fluoreszcenciaju sejttormelék, DNS-fragmentek.

A hisztogram abszcisszajan a sejtek DNS-tartalmaval ardnyos fluoreszcencia intenzités
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szerepel logaritmikus skéalan dbrazolva, az oordinatan pedig a sejtszam van megjelenitve.
Az apoptotikus, azaz csokkent DNS-tartalmu sejtek populacidja a normal sejtek G1
fazisaban 1év0 sejtek alatt talalhaté meg a fluoreszcenciat jelolo tengelyen. A kiértékelést
CellQuest Pro (BD) szoftverrel végeztiik. Az eredményeket 10%-os szoras alatt fogadtuk
el. A vizsgidlathoz pozitiv kontrollként staurosporint hasznaltunk 100 nM
végkoncentracioban, mely széles korben alkalmazott, széles spektrumt kinaz-inhibitor,

apoptozis-indukalo szer.

Ugyanebben a mérési mintdban vizsgalhattuk a sejtciklust is a G1, S, G2/M populéciokra

kapukat illesztettiink, konnyen szamszertisithet6vé valt a sejtek fazisonkénti megoszlasa.

3.9 Az apoptozis vizsgalata aramlasi citométerrel Annexin V-FITC és

propidium-jodid kettos jelolt sejteken

96 lyukt mikrotiter lemezre lyukanként 50000 MV4-11 sejtet pipettaztunk, majd a kivant
koncentracioban kezeltiik az inhibitorokkal. Pozitiv kontrollként staurosporint (Sigma)
hasznaltunk. 24 6ras inkubaciot kdvetéen a sejteket centrifugaltuk, PBS-el mostuk és
mintanként 30 pl pufferben (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl) vettiik fel.
Ezt kovetden 1,5 ul Annexin V-FITC konjugatumot és 3ul propidium-jodidot (10ug/pl
végkoncentracid) (Life Technologies) pipettaztunk minden egyes mintaba. 10-15 perc
szobahémérsékleten torténd inkubaciot kovetden mintanként 5000 eseményt mértiink
meg aramlasi citométerrel (BD Accuri™ C6 Flow Cytometer; automata mintavevd). A
megfeleld kapukat bedllitva, kizartuk a mérésbdl a sejttormelékeket, illetve a
kompenzacid beallitasat kovetéen azonosithattuk a festetlen él6 (AN/PI), a korai

apoptotikus (AN*/PI") és a kései apoptotikus (AN*/PI*) populaciokat.

3.10 A sejtciklus vizsgalata aramlasi citométerrel BrdU és propidium-jodid kettés

jeloléssel

MCEF7 sejteket 0,25 és 0,5 uM 20-as vegyiilettel kezeltiik 24 orat. A sejteket 10 uM 5-
bromo-2'-deoxyuridinnel (BrdU) inkubaltuk 30 percig 37 °C-on. A sejteket gytjtottik,
majd 70%-os etanollal fixaltuk, 30 percig jégen inkubaltuk. Ezt kovetéen PBS-sel
mostuk, reszuszpendaltuk a sejteket 2 M aq HCl-ban, majd 30 percig szobahémérsékleten
inkubaltuk (DNS denaturalas). A sejteket neutralizaltuk 0,1 M-0s NaxB4O7,-dal,
centrifugalast kovetden 0,5% Tween-20 és 1% BSA-tartalmt PBS-sel mostuk. Anti-
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BrdU FITC-jelolt antitesttel (1:50, Becton-Dickinson) 30 percig szobahémérsékleten
inkubaltuk a sejteket. A sejteket PBS-sel mostuk, 0,5 mg/mL végkoncntracioban RNaz
A-t (Sigma) pipettaztunk mintanként. A sejtek aranyat az egyes sejtciklusban aramlasi
citométerrel (FACSCalibur, Becton Dickinson) 5 pg /mL propidium jodid jelenlétében
hatdroztuk meg a mintaban’. 5-bromo-2'-deoxiurudin-fluoreszein, klon BMC 9318;

(Roche Applied Science).
3.11 Kazpaz-3/7 aktivitas mérése lumineszcens talcaleolvasoval

5000 MV4-11 sejtet pipettaztunk lyukanként 96 lyukt mikrotiter lemezre, majd masnap
a megfeleld koncentracioban kezeltiik az inhibitorokkal. A mintakat 24 oraig 37°C-on
inkubaltuk. Az assay-ben szunitinibet hasznaltunk pozitiv kontrollként. A kaszpaz-3/7
aktivitast a Caspase-Glo® 3/7 Assay-vel (Promega) hataroztuk meg a gyartd instrukcioit

kovetve. A lumineszcens szignalt TECAN Evolution késziilékkel olvastuk le.
3.12 Kaszpaz-3/9 aktivitasmérés fluoreszcens talcaleolvasoval

A mérés alapjat az képezi, hogy a kaszpaz-3 és kaszpdz-9 enzim mesterséges
szubsztratjanak hasitasakor felszabaduld fluoreszcens termék detektaldsan keresztiil

meghatdrozhat6 az enzimaktivitas.

A mintakat mosast kovetéen kaszpaz aktivald pufferben gytjtjiik (10mM KCI, 5mM
HEPES, 1 mM EDTA, 1ImM EGTA, 10% szukr6z, 0,1% CHAPS és SmM DTT; pH=7,4),
majd 96 lyuku talcara pipettazzuk a sejteket. Az Ac-DEVD-AMC (a kaszpaz-3 esetében),
vagy az Ac-LEHD-AMC (a kaszpaz-9 esetében) szubsztratot a rendszerhez adjuk (25uM)
a megfelel6 reakciopufferben (25 mM PIPES, 2 mM EGTA, 2 mM MgClz, 5 mM DTT,
pH 7.3), illetve (100 mM HEPES, pH 7.5; 0.5 mM EDTA; 20 % glycerol, 5 mM DTT),
majd 37°C-on 30 percig inkubaljuk. Miutan a kaszpaz-3 és kaszpaz-9 hasitotta a
mesterséges szubsztratot a keletkez6 AMC (amino-metil kumarin) 380 nm-en gerjesztve
460 nm-en fluoreszcenciat bocsat ki. A fluoreszcencia értékeket a Fluoroskan Ascent
microplate readerrel hataroztuk meg (Labsystems). A spektrofluorométer az AMC

felszabadulasa soran keletkezett fluoreszcencia novekedést méri.
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3.1 Western blot analizis

A kezelési id6 leteltével a sejteket PBS-sel mostuk, majd edényenként 100 pl lizis
pufferrel lizaltuk (3 mM TRIS, 150 mM NacCl, 1% TRITON-X 100, 10% glicerol, 1 mM
fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) és proteazgatld koktél (Sigma)). Bradford-
modszerrel (Protein-assay, Bio-Rad) meghataroztuk a mintak fehérjetartalmat, majd 5x
Laemmli pufferben (BioRad) 97°C-on denaturdltuk a fehérjéket. Az SDS-
gélelektroforézist 8% illetve 16% akrilamid-tartalmu gélen végeztiikk (130V, 120 perc),
20, illetve 30 pg fehérjét vittink fel mintanként, molsuly-sztenderdnek ProSieve
QuadColor (4,6-300 kDa, Lonza) markert hasznaltunk. Az SDS g¢lr6l a fehérjéket
blottold késziilékkel (BioRad; 2 éra, 400 mA) vittiik at polivinilidén-difluorid (PVDF)
membranra (BioRad; Immun-Blot PVDF Membrane For Protein Blotting). A nem
specifikus kotohelyek blokkolasara 5% (m/V) BSA (bovine serum albumin) tartalmu
TBS-Tween 20 oldat (TBST)-pufferrel (0,1 % Tween-20, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 136
mM NaCl, 2 mM KCI) mostuk a membrant. Kisérleteinkhez a kdvetkezd nyul anti-humén
ellenanyagokkal inkubaltuk 4°C-on, egy éjszakan at a membrant: hasitott kaszpaz-3,
kaszpaz-7, kaszpaz-9, hasitott PARP, c-FLIP; klon D16A8 és XIAP, (1:1000, Cell
Signaling), p-aktin, klon C4; Mcl-1, klon S-19; CDKO9, klon D-7, valamint egér anti-
human a-tubulin, klon 6-11B-1 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), RNS polimeraz-11
ppS5 és ppS2 (1:2000, Bethyl Laboratories) és RNS polimeraz-11, klon ARNA-3,
(1:2000, Millipore) és p53, klon DO-1 (1:1000, Dr. B. Vojtések, Masaryk Memorial
Cancer Institute, Brno, Czech Republic). A masodlagos antitest tormaperoxidaz (HRP)-
konjugélt anti-nyul IgG (1:2000, Cell Signaling). Eléhivas ECL Advanced Western

Blotting Detection kit (Amersham Biosciences) segitségével, autoradiografias filmen.
3.2 Egér xenograft modell

Az in vivo kisérletekhez 10-12 hetes him stilyos kombinalt immunhiany (SCID) egereket
(C.B-17/Icr-Prkdcscid/IcrlcoCrl) hasznaltunk. Az immunhianyos allatokat specialis
patogén-mentes kornyezetben neveltiik, egy tenyésztdédobozban maximum 10 allatot
tartottunk. A human MV4-11 sejteket szérummentes IMDM médiumban mostuk, majd
egysejtes szuszpenziot készitettiink. Csoportonként 11 egérnek 2x10° sejtet
fecskendeztiink be intraperitonealisan. A beoltast koveté 19. napon az allatokat random

kezelt ¢és kontroll csoportokba soroltuk. A Ill-as szdmt anyagot 30 mM-0S
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koncentracidban szolubilizaltuk 1% DMSO- és 45 pg/ml aszkorbinsav-tartalmu
szérummentes IMDM médiumban. A kezelt csoportba tartozd allatok 17 mg/kg I11-as
szamu anyagot kaptak intraperitonedlisan, kétnaponta, mig a kontroll csoport csak a
vivoanyagot. Az allatok allapotat 2 hétig kovettiik, testtomegiiket és a tumortérfogatokat
(térfogat = szélesség? x hossz x 7/6) folyamatosan monitoroztuk. A kisérleteket a beoltas
utan 17 nappal fejeztiik be, a tumorokat eltavolitottuk és meghataroztuk a tomegiiket. Az
allatok elhelyezése, gondozasa és a kisérletek kivitelezése az Orszagos Onkoldgiai Intézet
altal meghatarozott, ellendrzott, valamint a Pest Megyei Kormanyhivatal altal
feliilvizsgalt, jovahagyott protokollja szerint tortént (nyilvantartasi szam (engedélyszam):

PEI/001/2574-6/2015).
3.3 Farmakokinetikai vizsgalat

A lll-as szama anyag farmakokinetikai paramétereinek vizsgalata 5-6 hetes NMRI
outbred him egereken tortént (Toxicoop, Hungary). Az éllatokat random két csoportba
osztottuk az (intravénas (iv) és oralis (po) adminisztraciohoz). Az anyagot fizioldgias
sboldatban oldottuk és a farokvénaba injektaltuk 3 mg/kg, vagy oralisan adagoltuk 10
mg/kg koncentracidban. A cervikalis diszlokaciot kovetéen a vért a vena cavabol
gyljtottik az adminisztraciot kovetd 1. (csak iv), 5., 15., 30., 60., 120., 240., és 480.
perchen. Minden idépontban 3 allatot vizsgaltunk. A vért szeparaltuk és a plazmat -20°C-

on taroltuk. A szamolast a PKsolver!®

szoftver segitségével végeztiik. Az allatok tartasa,
a kisérletek kivitelezése protokoll szerint tortént. A kisérleti protokollt a Semmelweis
Egyetem ,Munkahelyi Allatjoléti Bizottsdga”, valamint a Pest Megyei Kormanyhivatal
vizsgalta feliil és hagyta jova (nyilvantartasi szam (engedélyszam): X1V-1-001 / 22103-4

/ 2012).

A plazma inhibitor-tartalmat tomegspektrometriai modszerrel hataroztuk meg. Belsd
sztenderdként 10 pl 5000 ng/ml koncentracidju imatinib-d8-oldatot adtunk hozza a
szérum mintdkhoz. Az analitokat acetonitrillel extrahaltuk, majd a feliiluszot beparoltuk
nitrogén atmoszféra alatt. 20 pl aliqout-ot analizaltunk LC-MS-sel, miutan visszaoldottuk
100 ul HPLC eluenssel.

A HPLC rendszer egy Perkin Elmer Series 200 LC pumpabdl és automata mintavevobol
allt. A detektalas egy API 4000 Q TRAP tipusu tomegspektrométerrel tortént, mely egy

elektoporlasztasos ionizald (Applied Biosystems/MDS Sciex) forrassal miikodott. Az
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analitokat reverz fazisu folyadékkromatografiaval, Merck Purospher Star C18 oszlopon
(55x2 mm, 3 mm) valasztottuk el grediens elualassal. 100 mM ammonium-acetat/0,1%
ecetsav vizes oldata és acetonitril/0,1% ecetsav elegy volt a mobilfazis, az aramlasi
sebesség pedig 200 pl/min volt. Az analitokat ,,multiple reaction monitoring” (MRM)
modban vizsgaltuk, 361,5-316,3 fragmentacios csatornan a Ill-as vegyiilet és 502—-394
fragmentécios csatornan a belsd sztenderd esetén. A tomegspektométer haszndlatakor a
kovetkezOk voltak a beallitasok: kopenygdz dramlasi sebessége 10 egység; kollizids gaz
kozepes beallitas; 4,0 kV a porlaszté fesziiltség; 100°C az ion forrds hdmérseklete; és 20

V a declustering fesziiltség erdssége.

A mennyiségi meghatarozas kiilso kalibracios modszerrel tortént. A kalibracios pontokat

crer

hataroztuk meg 1-600 ng/ml tartoményban.
3.4 Kinetikai oldhat6sag vizsgalat

Az adott vegyiiletek 100% DMSO-ban oldott 5 mM-os térzsoldatabol 200 pM-0s vagy
120 uM-os oldatokat higitottunk PBS-ben (pH=7,4 és pH=2,0). Az igy elkészitett
oldatokat szobahOmérsékleten inkubaltuk, majd masnap a feliiliszobol 40 pl-t
injektaltunk HPLC rendszerbe. Waters 2795 HPLC, Waters 996 PDA UV-detektor X-
Bridge C18 3,5um 4,6x50mm oszlop. Oldat A: MilliQ viz (MilliPore) + 0,1% hangyasav,
oldat B: acetonitril (HPLC grade, Sigma-Aldrich) futasi id6: 7,00 perc, aramlasi sebesség

= 2,0 ml/min.

A mennyiségi meghatarozashoz kontrollként 200 vagy 120 uM -os oldatot készitettiink
tiszta DMSO-ban, és a kromatogramok gorbe alatti teriiletét (AUC) hasonlitottuk dssze.

3.5 Permeabilitas vizsgalat (PAMPA)

A permeabilitas vizsgalatokhoz Paralell Artificial Membrane Permeability Assay
(PAMPA; BD Gentest) 96-lyuka mikrotiter lemezt hasznaltunk, a gyartdé ajanlasainak
figyelembevételével. A méréshez 5 mM-0s torzsoldatokbol (DMSO) 200 puM-os
oldatokat készitettiink PBS-ben, tigyelve arra, hogy az oldatok DMSO-tartalma ne haladja
meg a 2%-ot. A PAMPA mikrotiter lemezeket a mérés elétt 30 percet inkubaltuk
szobahdmérsékleten. Ezt kdvetden a donor (alsd) lemezre lyukanként 300 pl 200 uM-0s

mintat, valamint a fels6 (akceptor) mikrotiter lemezre lyukanként 200 pl PBS-t
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pipettaztunk. Az akceptor mikrotiter lemezt a donor mikrotiter lemezbe helyeztiik, majd
5 ora inkubdciot (szobahOmérséklet, sotét) kovetden a mikrotiter lemezeket
szétvalasztottuk. Az oldatok abszorbanciajat 210 nm és 580 nm kozotti hullamhosszokon
(UVIVIS) mértiik meg spektrofotométerrel. Referencianyagként amiloridot (negativ
kontroll) és koffeint (pozitiv kontroll) hasznaltunk. A penetracid értékét a kovetkezd
1épések alapjan szamoltuk ki:

1. El6észor kiszamoltuk a kapott abszorbancia adatok alapjan a donor (Cd) és

crer

Cd = CO x (Ad-Ap/ A0-Ap) illetve Ca = CO x (Aa-Ap/ A0-Ap)

ahol CO a kiindulasi koncentraci6, Ad a donor minta, Aa az akceptor minta, A0 a
kiindulasi minta, és Ap a tiszta puffer — jelen esetben a 2% DMSO tartalmu PBS—

abszorbancia értéke.

2. A koncentraciok ismeretében meghataroztuk az egyensulyi koncentraciot (Ceg):
Ceq=(Ca X Vg + Cax Va) (V4 + Va)
ahol Vq: a donor, és Va: az akceptor lyukba mért térfogat, mintanként.

3. Azegyensulyi koncentracido meghatarozaséaval, a kovetkezd képlet segitségével ki

tudtuk szamolni a permeabilitds (penetrancia) (Pe) értékét:
Pe = 'In(l' Ca/Ceq)/S X (1/Vd + 1/Va) Xt

ahol S: a mesterséges membran feliilete négyzetcentiméterben, és t: az inkubacios

1d0.
3.6 Dokkolas

A vegyliletek kotddésének modellezését ¢és a kotddési affinitas eldrejelzését a
Schrddinger Suite programcsomag 2009-es verzidjaval végeztiik'’’. A dokkolashoz a
CDKO9 kindz - flavopiridol fehérjeszerkezetet a Protein Data Bank adatbazisbol to1tottiik
le (PDB azonosito: 3RJB). A Protein Preparation Wizard modullal el6készitettiik a
fehérjét: eltavolitottuk a kristalyszerkezetben 1év0é vizmolekuldkat, a szerkezeten
megjelenitettiik a hidnyz6 hidrogéneket, majd optimalizaltuk az intra- és intermolekuldris

hidrogénhid kotéseket.
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A vegyiletek 3D szerkezetét a LigPrep modullal hatdroztuk meg 7,4-es pH-n,
OPLS 2005 erdteret alkalmazva.

A kotohelyet a Glide modul un. Receptor Grid Generation funkcidja segitségével
modelleztiik. Modellvegyiiletnek a fehérjeszerkezetben 1€vo flavopiridolt allitottuk be, és
a szoftvert normal pontossag (SP mode) beallitadsa mellett hasznaltuk. A dokkolas soran
csak azokat a konformereket mentettiik el, melyek a legalacsonyabb AG (score) értéket

kaptak.
3.7  Statisztikai vizsgalat

Minden vizsgalat esetében az egyes kisérletek atlagat, és azok szorasat tiintettiik fel (atlag

+ SD).

A rekombindns kinaz vizsgdlatoknal meghataroztuk az Gn. Z’ értéket, amely a mérés
megbizhatdsagardl ad informaciot. A Z értéket az alabbi Osszefiiggés alapjan szamitottuk:
Z’=1-((3SDmax+3SDmin) / (AVmax-AVmin)), ahol SDmax a pozitiv, SDmin a negativ kontroll
szOrasa, mig AVmax a pozitiv, AVmin a negativ kontroll atlaga. Abban az esetben, ha a Z’
értek >0,5, a mérés megbizhatonak tekinthetd. Azokat az eredményeket, ahol a mérés Z’
értéke <0,5 volt, nem fogadtuk el megbizhaténak. Az ICso értékeket nem-linearis

regresszid modszerével hataroztuk meg.

A kombinacios kezelések ¢és az allatkisérletek esetén a normalitast Shapiro-Wilk’s teszttel
ellendriztiik. A kiértékelésénél nem-paraméteres tesztelésre van sziikség, a két vizsgalati
csoport esetén ezért Mann-Whitney-tesztet hasznaltunk. U a probastatisztika értéke, Z a
normadl eloszlashoz vald kozelités érteke; szignifikans kiilonbségnek azokat az eseteket

tiintettiik fel, ahol p<0,05.

A dolgozatban bemutatott tobb csoport (kiilonb6zé vegyiiletek és koncentraciok)
Osszehasonlitasa sordn elért eredményeink statisztikai analiziséhez a normalitast Shapiro-
Wilk’s teszttel ellendriztiik. A statisztikai sszehasonlitasara varianciaanalizist ANOVA
vizsgalatot alkalmaztunk. ANOVA esetén az elséfaju hiba esélyének novelése nélkiil két
altalanosan elfogadott megkdzelités 1étezik a post-hoc, valamint a kontraszt vizsgalat.
Mivel csak gyenge hipotéziseink vannak a vizsgalat eredményére vonatkozdan, post-hoc
vizsgélatot célszerli alkalmazni és ezzel szigoribb megkdtéseket is adunk a

szignifikanciara nézve. Post-hoc tesztek esetén szorashomogenitds esetén

43



alkalmazhatunk tobbek kozott LSD tesztet, Bonferonni korrekciot, Tukey tesztet, Sheffe,
vagy akdr Hochberg’s GT2 és Babriel’s tesztet. Szorashomogenitds megszegése esetén
Tamhane’s T2, Dunett’s tesztet, vagy akar Games-Howell tesztet, bar utobbi tulzottan
megengedd. A szorashomogenitas a valtozdink vizsgélata soran Levene-teszt alapjan
igazolhatdak. Post-hoc vizsgélatra esetliinkben érdemes megfontolni a Bonferonni
korrekcio alkalmazasat, azonban tudnunk kell, hogy az els6faju hibat ezzel ugyan
megoldjuk, de a méasodfaji hiba novekszik, igy talan mégis célszeriibb Tukey tesztet
végezni, ami alkalmazhat6 szerencsére, ugyanis az elemszamaink azonosak. A
hatdsnagysag megallapitasahoz w? mutatét alkalmazzuk, mivel az elemszamok azonosak
¢s a mutato kevésbé torzitott, mivel figyelembe veszi az elemszamot is.

SSw — (dfu)MSg
SS; + MSp

2:

Szignifikéns eltérésnek azt tekintettiik, ahol p<0,05. A statisztikai kiértékeléseket az

SPSS szoftver segitségével végeztiik.
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4 Eredmények

4.1 A4, 6-diszubsztitualt pirimidin szarmazékok vizsgalata

Disszertaciomban a 4,6-diszubsztitualt pirimidin szarmazékok vizsgalataval elért kutatasi
eredményeimet szeretném bemutatni. A 20-as lead vegyiilet jelenleg klinikai fejlesztés

alatt all.

4.1.1 Célfehérje alapi hatéanyagfejlesztés (biokémiai kinaz vizsgalati modszer

optimalizalasa)

Els6dleges feladatom volt a célfehérje alapu tesztelésre alkalmas vizsgalati modszer
optimalizalasa. Az eukariota CDK9/ciklinT1, CDK4/ciklinD1 és CDK2/ciklinA2 kinaz
komplexekre MTS/HTS rendszerben is alkalmazhato biokémiai IMAP (Immobilized
Metal Assay for Phosphochemicals) technologia alapti enzim tesztrendszert

optimalizaltam.
4.1.1.1 Biokémiai tesztelés — az inhibitorok szelektivitasainak meghatarozasa

Az 4,6-diszubsztitualt pirimidin vegyiilettar 70 molekulaja esetében a CDK9-enzimen
vizsgaltam a gatl6 hatést. A hatds mértékének meghatirozasahoz 2 sziir6t hasznaltam. Az
elészlirés soran minden vegyiiletet egy koncentracioban, 10 pM-ban vizsgaltam, majd
hatastalan, kézepesen hatékony és hatékony molekulacsoportokat kiilonitettem el. Ezt
kovetéen a minimum 75%-os gatldé hatdst mutatdo 23 molekula hatasanak
koncentraciofliggését vizsgaltam 12 ponton, igy meghataroztam a molekulak ICsp értékét.
A leghatékonyabb CDK9-inhibitorok esetében meghatdroztam a CDK2- és a CDK4-
enzimeken is az ICso értékeket. Ezek alapjan, egyfajta szelektivitasi profilt allitottunk fel
(5. tablazat). Referenciavegyiiletként a korabban publikalt LDC000067-es anyagot

hasznaltuk®’8.
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5. tablazat: Az 1-23. anyagok CDK2, CDK4 és CDK9 enzimekre gyakorolt
gatlo hatasa: A gatlas mértékét az ICso (uM) értékek mutatjak. (n=3, atlag = SD)

1 H
RWN\RZ
Nx N
vegyiilet R1 R2 CDK9 CycT1 | CDK2 CycA2 | CDK4 CycD1
gy
NH,
LDC000067 Pé@@% 005+002 | 0814042 | 1124+1.46
! metoi_ifenil 3-nitrofenil 112+027 | 3,24+0,93 >12,50
2 metoi-ifenil 3-aminofenil 0,08+0,03 | 27+145 | 10,37+3,01
3 metof(-ifenil Oi20 0,14+£0,04 | 0,07+0,02 | 447+1,62
“NH,
2- Oq~s4o
4 metoxifenil Pz@”ﬁ “CH, 0,07+0,03 | 0,11+0,01 | 6,85+2,16
2-
5 metoxifenil @’HlsiCH3 013+0,03 | 048+0,13 | 11,06+248
535
Q
6 o etoi'ifen“ }@” ijb 0,08+0,08 | 361+0,34 >12,50
Q
7 metoi'ifen“ }5©”_NH; 0,11+0,04 | 042+0,07 | 4,13+0,11
Cl
2- OQS//O
8 metoxifenil P{@” N ~"ep, 0,13+0,17 | 0544005 | 8,49+2,23
-
2- Qg0 |
o ifeni SO 021£0,07 | 1454041 | 1250
metoxifenil N
2- Obsoo
10 metoxifenil N \© 081+023 | 198+04 >12,50
2- OQS//O s
L | metoxifenil P‘H@/\ )| 0772026 | 4g2=171 | 1250

46




Cl
- 0...0
12 metoiifenil P{@” N 228+ND | 7513 | 231+08
Cl
2 Qg0
13 metoxifenil UH 7N 1,29+0,51 | 8,66+1,94 | 1,14+0,26
Z I F
(0]
14 metoi_ifenil Pz@ﬁ Hk© 057+0,14 | 7,70+2,49 >12,50
F
2 0 /@ ]
15 etoxifenl PJQANJ\N 093+033 | 432+048 | 9,7+244
H H
16 2- )Nf:é\: 0244003 | 076+002 | 5.63+2.22
metOXIfenll /PZ©»/\H H ] P} ’ D ’ s
17 metoi'i - PJQ/\NIL@ 0,014 <0,001 | 099+ 0,06 >12,50
=N
2- =
18 metoxifenil N@ 1,09+ 0,13 8,18+ 1,42 | 11,08+ 2,46
19 F/Q;i N@ 0,80+0,01 | 10,54+ 278 >12.50
P I,
H,C
F
20 @5 N@ 0,01+<0,001| 1,17 +0.22 >12.50
) I,
H.C
F
21 @ N@ 0,04+<0,001| 1,36+0,1 >12,50
b=y
e
H,C
F
22 @gﬁ N@ 0,02+<0,001| 039+004 | 107+311
I I,
H,C”
F
F
23 ;b»w:@ 013+0,11 | 226+1,19 >12.50
.0 =N
H,C
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4.1.2 A potenciialis CDK9-inhibitorok antiproliferativ hatasa tumoros
sejtvonalakon

Proliferacios tesztekben vizsgaltuk a biokémiai kinaz assay-k alapjan a 4 leghatékonyabb
szarmazékot (17, 20, 21 és 22) a korabban publikalt LDC000067-es anyagot hasznalva
referenciaként a rendszerlinkben. Annak érdekében, hogy az esetleges szovettipushoz
rendelhetd inhibitor-érzékenységet meg tudjuk figyelni, egy 21 sejtvonalbdl allo panelt
hasznaltunk, amiben teljesen kiilonb6z6 hisztopatologai tipusi €s genetikai profila
vonalak szerepeltek pl. HCT116 vastagbél karcinoma (vad tipusu és p53 mutans), MCF7
emld karcinoma (vad tipusu, pS3 mutans, pRb pozitiv, ER pozitiv), A549 tiid6 karcindma
vagy PC9 és PC9-ER (erlotinib rezisztens) izogenikus tiidé karcinoma sejtvonalak. A
sejteket 72 oran at kezeltiik és a sejtproliferacio mértékét CellTiter-Glo teszt segitségével
hataroztuk meg. A szériabol a 20-as szdmu bizonyult a leghatékonyabbnak. Dramaian
csOkkentette a sejtviabilitdst minden sejtvonalon, a legtobb esetben szubmikromolaris

tartomanyban volt @ meghatarozott ICso érték (6. tablazat).
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6. tablazat: A 4 lead molekula 21 tumoros sejtvonalon mért ICso értékei. A

tumoros sejtvonalakat 72 6ran at inkubaltuk az inhibitorokkal. (n=3, atlag + SD)

. 1Cso (}J.M) étlag + SD
Sejt lak (név/eredet
ejtvonalak (név ) Lbcoooos7| 17 | 20 | 21 | 22
L 1487 124 | 063 | 1,10 | 3,04
Ab4g tiidd £0,61 | +121]+0,10]+0,12|+137
L 977 151 | 130 | 181 | 528
H1650 tiidd +046 | +£0,69|+058 | =029 +045
L 444 054 | 034 | 107 | 162
H1975 tiidd +021 | +032]+0,10]+041 |+028
L 733 066 | 058 | 163 | 1,95
HCC827 tiidd £032 | +003|+0.13|+0,05|+031
L 6.13 068 | 033 | 118 | 1,68
H358 tidd +£0,62  |+£014|+0,01|=£027]|+0,61
L 11.29 154 | 073 | 2,75 | 382
PC9 tiidd +£182 | +038|+0,04|+1,01|+0,68
L 16.79 238 | 069 | 234 | 617
PC9-ER tiidd +138 |+0,09|+020|+043|+025
} 16.28 080 | 061 | 141 | 2.18
MCF/ emld 144 | £001|£022 | +0,02|+049
B 26,47 288 | 1,13 | 299 | 540
HepG2 may +296 |+£025|+030|+042|+0,69
, 6.79 050 | 029 | 1.35 | 334
ATRFLOX vastagbél + 4,55 £ 0,03 | £0,04 | +045 | +0.09
, 6,04 042 | 029 | 112 | 117
Hetlléwt | vastagbél £005 | =002 |+003|+005|+011
, 6.34 052 | 049 | 106 | 254
alE vastagbél +£0,70 | £004|£0.17|+0.13 | 0,11
Panc-1 hasnyalmiri 8,88 0.90 0.47 2,21 3,10
y 1 £0,02 | +0,11|+0.24|+040]|+0,04
oC3 osatata 893 095 | 045 | 313 | 481
P +122 | +£0,08]+039|+0,05]+0,55
Tkt e 3.90 081 | 054 | 173 | 155
£001 | £005|+0.17 | +041 | £0,04
, 097 | 039 | 122
KMS12-BM vér ND 021 | 2004 | <003 | ND
, 036 | 017 | 080
OPM2 vér ND +020 | £0,08 | +000| NP
, 15.96 074 | 058 | 093 | 336
RPMI-5226 vet +1,05 |+043|+0,34|+0,38|+0,03
U266 o 563 057 | 029 | 088 | 210
v +0.31 £0,01 | £0,06 | £0,09 | +0,20
) 573 058 | 040 | 127 | 153
A4l bor +0,51 | +0,10|+0,07|+0,36|+0,11
Hela rvak 551 077 | 026 | 151 | 217
mehnya +043 | £0,06|+0,09|+0,19 | +0,30
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4.1.3 A 20-as lead molekula szelektivitasi profilja

A leghatékonyabbnak itélt 20-as vegyiilet szelektivitasi profiljat a DiscoveRx cég az tin.
KINOMEscan® technikaval hatdrozta meg. A kisérlet soran 451 kinazon vizsgaltak az
anyag kotdédését 5 uM-os koncentracioban. Az eredmények alapjan a 20-as anyag a
kindzoknak mindossze 1,5%-ahoz kotédott, elsé sorban a CDK9-hez, kisebb mértékben
a GSK3a; a STK16; a CIT; az IRAK1; az FLT3(D835Y) ¢és a CDK4 kinazokhoz. Az

eredményeket 7. abra tartalmazza.

K

o e
Lo e Cae
H.C - .‘,' A% [ .' v ) : 5

20-as molekula

CMGC

atipikus mutans
CDK9 (94%) 3
GSK30 (85%) :
STK16 (76%) ‘_ \ ‘
CIT (74%) e — i \\
IRAK1 (69%) S '
FLT3(D835Y) (67%) o
CDK4/CycD3 (66%) lipid

patogén

7. abra: A 20-as vegyiilet szelektivitasi profiljanak bemutatisa a 451 Kkinazt
tartalmazo kinazfan (klinikailag relevans, mutans, lipid, atipikus és patogén
kinazok). A célpontfehérjéket kék és piros pottyok jeldlik, zarojelben tiintettem fel

a kotodés szazalékos mértékét.
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4.1.4 Virtualis tesztelés — in silico dokkolas

A 20-as vegyiilet kotédésének modellezését és a vegyliletek (1-23) kotédési affinitas
elérejelzését a Schrodinger Suite programcsomag 2009-es (update 2) verzidjaval
végeztiik'’’. A CDK9 dokkolas eredménye a 4 kiemelt (17-20-21-22-es vegyiiletek)
CDKO9-inhibitor esetében a 7. tablazatban talalhat6. A docking score érték, melynek
mértékegysége kcal/mol arrdl ad informaciét, hogy milyen a kotdédés energia mérlege.
Minél negativabb az érték, annal stabilabb komplex jon 1étre (enzim ¢€s ligand kozott). A
referenciavegyiiletek (LDC000067 ¢és flavopiridol) €s a vizsgalt vegyliletek kotodési
értékei hasonldak, ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a vegyiiletek hatékony inhibitorai a
CDK9-nek, egybevagva a biokémia tesztben kapott eredményekkel. 20-as vegyiilet a
CDKOQ protein ATP-koté zsebébe kotddik, hasonld moédon, mint tobb mas CDK-inhibitor.
A pirimidin gylirQi 3-as nitrogénje H-hid kotést formal, az anilin pedig egy masik H-hid
kotést alakit ki a Cys106 aminosavval a hinge régidban. A benzimidazol rész a kotézseb
hidrofil részével 1ép kolcsonhatdsba, mig a 6-fenil gylri a hidréfob kotézsebbe

illeszkedik be (8. abra).

7. tablazat: A 17-20-21-22-es vegyiiletek docking értékei a CDK9-kinazon. A
kotddés mértékét a docking értékek mutatjak.

Vegyiilet LDCO000067 | flavopiridol | 17 20 21 22

docking score érték (kcal/mol) -9,989 -8,723 -9,3071-9,382|-7,096 | -7,463
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N terminalis (== [ Cterminalis

8. abra: CDK9 komplexben a 20-as vegyiilettel: (A) A 20-as vegyiilet a CDK9
fehérje  ATP-k6té6  helyére  kotédik. (B) A Cysl06-ossal  kialakuld
hidrogénhidkotéseket sarga vonalak jel6lik, a hidrofob (narancssarga) és hidrofil

(kék) kolcsonhato régidkat szintén feltiintettiik.

4.1.5 Fehérjeszinti, illetve sejtciklus-valtozasok szelektiv CDK9-inhibitor
hatasara MCF7 sejtvonalon

A sejtszamcsokkenés mechanizmusat MCF7 emlétumor sejtvonalon vizsgaltuk. A
transzkripcid iniciaciojahoz sziikséges, hogy az RNSP-II legnagyobb alegységének C-
terminalis doménjét (CTD) kinazok foszforilaljak. Iniciaciokor a human transzkripcios
faktor Il (TFIIH) komplex CDK?7 alegysége a CTD heptapeptidek 5. szerin (Ser-5)
aminosavait foszforilalja, az elongacio kezdeti fazisaban pedig a P-TEFb komplex CDK9
alegysége foszforilalja a 2. pozicioban levd szerineket (Ser-2). Ennek megfeleléen az
iniciacidra jellemzo pSer-5 forma figyelhetd meg, mig az elongaciora jellemzé pSer-2
forma mutathat6 ki. Western blot analizissel elvégeztiik néhany fehérje 20-as szarmazék
hatasara bekovetkezd fentebb emlitett aktivitds és stabilitds szempontjabol fontos
foszforilacios (RNSP-11-Ser-2/ RNSP-11-pSer-2 és RNSP-11-Ser-5/ RNSP-11-pSer-5) és
fehérjeexpresszios (CDK9, Mcl-1, Mdm-2 és p53) vizsgalatat. Szignifikans dozisfiiggd
csokkenését figyeltiik meg az RNSP-11 C-terminalis doménjén a Ser-2 foszforilacidjanak,
mar 0,25 uM koncentracidoban alkalmazva a 20-as vegyiiletet, igy kimondhatjuk, hogy
megfigyeltiik a Ser-5 csokkent foszforilacidjat is nagyobb dozisokban alkalmazva a 20-

as szarmazékot, vagyis a 20-as vegyiilet gatolja mar az RNSP-1I aktivaciot is. Ezen feliil
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kimutattuk, az anti-apoptotikus Mcl-1 protein és az Mdm-2 ubikvitin ligaz csokkent
expressziojat, a tumor szuppresszor (p53) akkumulacidjat, valamint a CDK9 protein
mennyiségének csokkenését is (9. abra A). A p53 fehérje alap esetben igen alacsony
szinten van jelen a sejtben, hiszen az Mdm-2 ubiquitilalja, azonban ha az RNS-
transzkripcid gatolt, a p53 felszabadul az Mdm-2 gatlas aldl, igy a tumorszuppresszor
akkumulacidja figyelheté meg a sejtben’’ i6j4

kotddve indukalja annak transzkripciojat, amely a sejtciklus leallasat szabalyozza'®. A
20-as anyag sejtciklust érinté hatasat is megvizsgaltuk (9. abra B). Aramlasi citometrias
eljarassal vizsgdlva, DNS-kotd Pl-festést kovetden az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a kezelés hatasara valtozik a sejtek megoszlasa a sejtciklus egyes
fazisaiban. A sejtciklus kinetikdjanak és a DNS-szintézis rata vizsgalatdnak egyik gold
standard technikaja a PI-BrdU (BrdU: 5-bromo-2’-deoxiuridin, szintetikus timidin-
nukleozid analog) kettds jelolés. Elobbi a sejtek teljes DNS-tartalmaval, utobbi a
proliferald sejtek frissen szintetizdlodd6 DNS-tartalmaval ad aranyos jelet. Az igen
érzékeny technoldgiaval kimutattuk, hogy mar 0,25 uM kezeldszer hatdsdra gatolt a
hatasara, ahogy az is egyértelmiien latszik, hogy a sejtek a G2/M fazisban

akkumulalodnak.
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9. abra: Foszforilacios és expresszidos valtozasok vizsgalata Western blot
technikaval, valamint aramlasi citometrias sejtciklus-mérés a 20-as vegyiilettel
torténé kezelést kovetéen MCF7 sejtvonalon: (A) A CDK9 ¢és mas,
transzkripcioval kapcsolatos proteinek Western blot analizise kiilonb6z6
koncentracioban alkalmazott 24 6ras kezelést kovetden. a-tubulin a bels6 kontroll,
aminek az expresszids szintjét a kezelés nem befolyasolja, igy mennyiségi
Osszehasonlitasra hasznalhatdo a mintak kozott. B) A 20-as vegyiilet hatasanak
vizsgélata dramlési citometrids eljarassal az MCF7-sejtek eloszlasara a sejtciklus
kiilonb6z6 fazisaiban (G1, S, G2/M) 24 6ra inkubéciot kovetden. PI szignal (FL3
csatornan mért jel) és 5-bromo-2"-deoxiuridin (BrdU) szignal (FL1 csatornan mért
jel).
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4.1.6 Apoptozis indukcié U266 myeloma multiplex sejtvonalon

U266 sejteket inkubaltunk 20-as anyaggal 24 6rat, majd a CDK9-inhibiciot és kiilonbozo,
az apoptozis folyamataban szerepet jatszo proteinek expresszids szintjét vizsgaltuk
Western blot analizissel. Az RNSP-II foszforilacios statusza konzisztens volt a korabbi,
az MCF7 sejtvonalon végzett kisérleteink soran kapott eredményekkel, amelyek szerint
mar 1 uM koncentracioban is szignifikansan csokkent a foszforilacids szint. A kezelés
hatasara megfigyelhetd volt az Mcl-1 ¢és a XIAP anti-apoptotikus fehérjék
downregulacioja, valamint a kaszpaz-3, -7 (effektor) és -9 (iniciator) aktivacidja és a
PARP hasadésa. A kaszpaz-3 és -9 aktivalodast fluorimetrids enzim-aktivitas
mérdrendszerben is megvizsgaltuk, ahol dézisfiiggd kaszpazaktivitast detektaltunk. 1 uM
elteltével detektaltunk apoptdzist, egyértelmlien latszik, hogy csokkent az anti-

apoptotikus Mcl-1 szint, valamint nétt a hasitott kaszpaz-7 és PARP szintje. (10. abra).

55



A U266 / 20-as vegyiilet (uM) B
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10. abra: Apoptozis-indukcié U266 myeloma multiplex sejtvonalon: (A) A 20-
as anyaggal 24 oraig kiilonb6z6 koncentracioban kezelt U266 sejtek protein
immunoblot analizise. (B) A sejtlizatumokban kaszpaz-3 és kaszpaz-9 aktivitas
mérése fluorogén tetrapeptid szubsztratot Ac-DEVD-AMC/ Ac-LEHD-AMC
alkalmazva (n=3, atlag + SD). ANOVA vizsgalatot alkalmaztunk Tukey HSD post-
hoc teszttel a szignifikancia meghatarozasahoz a kezeletlen mintahoz képest. A
szignifikans eltéréseket csillaggal jeldltem *p<0,05; #p<0,001. (C) Kaszpaz-7
aktivalodéasnak és a PARP hasadasanak idéfiiggése 1 uM kezeldszer jelenlétében.
Belso kontroll 3-aktin.

4.1.7 TRAIL-rezisztens sejtvonal érzékenyitése CDK9-gatloval

Szerettiik volna vizsgélni, hogy az altalunk fejlesztett szelektiv CDK9-inhibitor esetében
szintén kimutathato-e az irodalmakbol ismert szinergizmus a TRAIL-lel. TRAIL-
szenzitiv és -rezisztens daganatos sejtvonalakbol allé panelt allitottunk Gssze, a sejteket
h. r. TRAIL-lel, illetve az altalunk fejlesztett szelektiv inhibitorral kombinacioban
kezeltiik a kovetkezok szerint. TRAIL-szenzitiv PC9, PC9-ER ¢és a TRAIL-rezisztens
A549 ¢és MCF7 sejtvonalakat a korabban meghatarozott ICsp dozissal eldinkubaltuk 1
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oran at a 20-as vegyiilettel, majd kiilonb6z6 koncentraciokban (0,1-10000 ng/ml) h. r.

TRAIL-lel kezeltiik a sejteket, €s 72 ora elteltével meghataroztuk a viabilitast (11. abra).

A mért viabilitas értékek alapjan egyértelmi,

hogy mind a TRAIL-érzékeny, mind a

TRAIL-rezisztens tumoros sejtvonalaknal szinergizmus figyelheté meg. A h. r. TRAIL-t

mar 10ng/ml koncentracioban alkalmazva a tumoros sejtek kdzel 100%-os pusztulasat

figyeltiik meg proliferacios tesztekben és klonogenikus rendszerben (12. abra).

A549
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11. abra: A 20-as lead molekulaésah.r.

atlagértékek és szords adatokkal egytitt

120
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MCF7
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PC9-ER
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hr TRAIL (ng'ml)

TRAIL szinergizmusa. Az eredmények

vannak feltlintetve. Minden egyes ICsg

értéket legalabb 3 fliggetlen kisérlet eredménye alapjan hataroztunk meg. Zold

vonal jeloli a kiilonb6z6 koncentracidban alkalmazott h. r. TRAIL kezelés, mig a

kék vonal jeldli a kombinacios kezelés hatasara kialakult %-0s proliferaciogatlast.

A piros vonal szemlélteti az el6kezelés okozta drasztikus ICso-csokkenést.
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A549 MCF7
hr. TRAIL (ng'ml) 0 10 100 hr. TRAIL (ng/ml) O 10 100

DMSO W DMSO
20-as vegyiilet ¥ : . X " 20-as vegyiilet
(630 nM) G * (610 nM) I8

DMSO §

20-as vegyiilet ¥
(730 nM) R

12. abra: Hosszutava tulélés vizsgalata klonogenikus tesztben. A549, MCF7,
PC9 ¢és PC9-ER sejteket a 20-as anyaggal kezeltiink (ICso koncentracioban) 1 oraig,
majd 72 oran keresztiil stimulaltuk h. r. TRAIL-lel (10 vagy 100 ng/ml). A
hosszutavu talélést 7 nap elteltével vizualizaltuk metilénkék festék segitségével. A

két fliggetlen kisérlet egyike szerepel az abran.

Kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a TRAIL-rezisztens MCF7 sejtek
esetében a kombinacios kezelés hatdsara detektalhatd-e az apoptozisra jellemzé DNS-
fragmentéacio a kezeléseket kovetd 24. oraban. Az MCF7 sejtvonalat a korabban
meghatarozott ICsp d6zissal eldinkubaltuk 1 o6ran at a 20-as vegyiilettel, majd kiilonb6zo
koncentraciokban (0,1-10000 ng/ml) h. r. TRAIL-lel kezeltik a sejteket és 24 ora
elteltével meghataroztuk az apoptdzis mértékét Pl-festéssel a subG1 frakcio alapjan. Az
MCF7 sejtvonal még 1000 ng/ml-es h. r. TRAIL koncentraciora sem érzékeny, minimalis
apoptozis detektalhato, bizonyitva azt, hogy az MCF7 sejtvonal TRAIL-rezisztens.
Azonban a 20-as vegyiilettel torténé kombinacids kezelés esetén mar 0,1 ng/ml h. r.
TRAIL koncentréciora is érzékeny. 1 ng/ml koncentracional 20%, 100 ng/ml esetén pedig
meghaladja a 30%-ot az apoptotikus sejtek aranya. Azaz dozisfiiggd novekedést
tapasztaltunk a subGl sejtpopulacidé méretében a 20-as vegyiilet és h. r. TRAIL

kombinacios kezelés hatasara (13. abra).
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DMSO +
h r. TRAIL (ng/ml) O
apotézis (%) 0.5 £ 0.1

+ + +
1 10 100
0.6 £ 02 15208 s51f08

£ i *
20-as vegyilet (nM) 610 610 610 610 610
h. r. TRAIL (ng/ml) 0 0.1 1 10 100
apotézis (%) 54+01 102+ 0.1 205102 254107 287 08
B
35 + *
£ .
30 * %
E?\ * ' . ——DMSO
2 20 A g )
B -~
2 15
= % —+— 20-as vegyiilet (610nM)
10 "
0 ? ? T T 1
0 0.1 1 10 100 1000

h.r. TRAIL (ng/ml)

610
1000
32101

13. abra: Az apoptozis mértékének meghatiroziasa kombinacios kezelést

kovetoen. (A) A hisztogramok d&brazoljdk az aramlasi citometrids mérési

eredményeket. Az analizist a CellQuest szoftverrel végeztem. (B) a subGl1 frakcio

mérete grafikonon abrdzolva. Az adatok jelentése: atlag + SD; n=3; *p<0,05.

ANOVA vizsgalatot alkalmaztunk Tukey HSD post hoc teszttel a szignifikancia

meghatarozasahoz a h.r. TRAIL-lel kezelt mintahoz képest a 20-as vegyiilet és h. r.

TRAIL kombinacios kezelés esetén.
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Az apoptozis folyamataban szerepet jatszo proteinek expresszios szintjét Western blot
analizissel vizsgaltuk. MCF7-sejteket inkubaltunk 610 nM 20-as lead vegyiilettel (ICso)
4 oran keresztiil, majd ezt kovetden stimulaltuk a sejteket h. r. TRAIL-lel (10 ng/ml)
kiilonb6z6 ideig. Kordbbi eredményeinkkel konzisztens eredményeket kaptunk, a
kezelések hatasara megfigyelhetd volt a kaszpaz-3 €s -9 aktivacioja és a PARP hasadasa
mar 2 ora elteltével, valamint a c-Flip anti-apoptotikus fehérje down regulacioja (14.

abra).

preinkubacié (4h) DMSO 20-as vegyiilet
hrt TRAL G 0 1 2 3 0 1 2 3

totdl PARP (116 kDa)
E=== kot PARP (89 kD)

c-FLIP (55 kDa)

total kaszpaz-9 (47 kDa)
hasitott kaszpaz-9 (37. 35 kDa)

hasitott kaszpaz-3 (19 kDa)
hasitott kaszpaz-3 (17 kDa)

B-aktin

14, abra: MCF7 sejtek Western blot analizise h. r. TRAIL és CDKOYi

kombinacios kezelést kovetden. A két fliggetlen kisérlet egyike szerepel az abran.
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4.1.8 20-as anyag és leghatékonyabb analégjainak korai ADME paraméterei

A molekuldk oldhatosagat 2 kiilonbozé pH-n mértiik meg HPLC-vel. Az anyagok
mérsékelten oldodnak pH=7,4-en, a 20-as molekula oldhatosaga is sokkal jobb pH=2-n

mérve (8. tablazat).

8. tablazat: A 20-as anyag és leghatékonyabb analogjainak oldhatosaga.

oldhatdsag | oldhatosag oldhatdsag | oldhatosag
vegyllet pH=7,4 pH=2,0 vegytlet pH=7,4 pH=2,0
(LM) (LM) (LM) (LM)
LDCO000067 | >200 187 12 5 >200
1 3 187 13 7 >200
2 190 >200 14 11 >200
3 156 190 15 3 112
4 29 >200 16 11 >200
5 7 >200 17 8 >200
6 <1 4 18 <1 >200
7 >200 >200 19 46 >200
8 77 >200 20 2 >200
9 >200 21 3 >200
10 >200 22 19 >200
11 7 >200 23 4 >200

A permeabilitas jellemzésére a 20-as vegyiilet lipid membranon torténd passziv atjutasat
vizsgaltuk. A moddszer soran specidlis inzerteket tartalmazo 96-lyukt plate-eket
hasznaltunk. Az inzertek egy sejtmembrant modellezd réteget tartalmaznak, amelyen
keresztiil megtorténhet a gydgyszerjelolt molekuldk transzportja. A kisérlethez a
szakirodalombodl ismert referencia vegylileteket hasznaltunk. Pozitiv kontrollként a jol
penetrald koffeint, mig negativ kontrollként a kevésbé jol penetralé amiloridot
hasznaltuk. A vegylilet penetracids képességét a ,,Mddszerek” cimii fejezetben kozolt
képlet szerint hataroztuk meg. A koffein 7 + 0,42 x10° cm/s, az amilorid 0,04 + <0,001
x10® cm/s, a 20-as lead vegyiilet mérsékelt penetracios értékkel jellemezhetd, Pe=3,4 +
0,72 x10® cm/s.
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4.2  Sztiril-kinazolinok biologiai vizsgalata

4.2.1 Rekombinans kinaz vizsgalatok

Elsédleges feladatom volt az eukariota FLT3wt, FLT3-ITD és FLT3-D835Y kindzokra
MTS/HTS rendszerben is alkalmazhatd biokémiai enzim tesztrendszer Optimalizalasa.
Kétféle rendszer beallitasat végeztem, Transcreener® (BellBrook Labs), és IMAP®
(Immobilized Metal Assay for Phosphochemicals, Molecular Devices). A kezdeti
validalasi eredmények alapjan a tovabbi teszteléshez az IMAP® moédszert valasztottuk.
Az AML-es betegségek esetében szerzett rezisztencia hatterében sokszor a D835
pozicioban kialakult mutaciéo all, igy vizsgélataink sordn az FLT3-D835Y muténs

enzimre fokuszaltam.

A sztiril-kinazolin vegyiilettar minden molekulajat (181 db) a FLT3-D835Y enzimen
vizsgaltam. Az eldszlirést 10 uM koncentracidban végeztem, €s a 75%-nal hatékonyabb
gatld hatast mutaté molekuldkra meghatiroztam az 1Csg értéket. A mért eredményeket a

Fliggelékben talalhato 13. tablazatban foglaltam Gssze.

A 9. tablazatban szerepelnek a széria leghatékonyabbnak itélt molekulai (I-XIII.),
amelyek gatld hatdsat mindharom FLT3-enzimen meghataroztuk. A megadott értékek
kozott dolt betlivel jeloltem azokat a mérési eredményeimet, amelyek kozlésre kertiltek
korabban is'®!, de sziikségesnek tartottam megmutatni az dsszefiiggések bemutatasanak

¢s a munka atlathatésadganak érdekében.

62



9. tablazat: Az I-XIIl. anyagok FLT3wt, FLT3-ITD és FLT3-D835Y enzimekre

gyakorolt gatlo hatasa. Az eredmények atlag + SD; n=3.

RZ
Nw
/@L( FLT3 inhibicié (ICso M)
1 =N
R
RS
. FLT3- FLT3-
vegyiilet | R1 R2 R3 FLT3wt ITD D835Y
.. 0,29 + 0,27 £ 9,22 +
tandutinib <0,001 0,04 273
uizartinib 0,17 % 0,03 = 1,33+
g 002 | <0001 | 028
 NIN- 702+ | 076+ | 056
l. H 4-F dimetiletan- 160 002 018
1,2-diamin ' ' '
I H 4 dimetilen- | 678% | 048% | 034
' metilszulfanil L 0,88 0,04 0,15
1,2-diamin
N.N- 3,50 + 0,20 + 0,12 +
1. H 4-izopropil d1met{leta_n- 0,50 0,02 0,04
1,2-diamin
v H 4- dimNt’iIII_t’n- 240+ | 033+ | 0,15+
' metilszulfonil ciieta 0,26 0,01 0,02
1,2-diamin
N,N-
. o , 24,9 + 0,91 + 0,79 +
V. Cl 4-F dlmetllprop_)an- 5.35 0,56 0,01
1,3-diamin
Vi cl 4 dimtlt’iTe_tén— 340+ | 062+ | 0,10+
metilszulfanil 1.2-diamin 0,69 0,28 0,01
N.N- 3,62+ 0,41 + 0,08 +
VIL. Cl | 4-izopropil dlmetl_leta_n- 0,57 0.10 0,03
1,2-diamin
N,N-
VIl Cl . 4- .. | dimetilpropan- 11,37+ 0,87 + 0,20 &
' metilszulfonil BmEE 0,02 0,33 0,02
1,3-diamin
I1X Cl 4- dimZkiTelén- 3,06 % 0,24 % 0,03 +
' metilszulfonil . 0,69 0,11 0,00
1,2-diamin
X cl 4- N,N-dietiletan- 6,13+ 0,44 + 0,07 £
' metilszulfonill 1,2-diamin 1,06 0,32 <0,001
N,N-
.. . Lo 7,08 £ 1,36 £ 0,19 +
XI. F 4-izipropil dlmetl_leta_n- 116 0.41 0,07
1,2-diamin
X = 4-izoprobil N,N-dietiletan- | 18,92 + 1,67 0,24 +
' prop 1,2-diamin 5,43 1,57 0,01
N,N-
XIll. | Br| 4metoxi | dietilpropan- | >12,50 | L3 | 10T+
L 0,70 0,00
1,3-diamin
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A kinaz assay-k eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a leghatékonyabbnak itélt
inhibitorok egyarant nanomolos koncentracioban gatoljak az FLT3-ITD és az FLT3-
D835Y mutans enzimeket, az FLT3 vad tipusi enzimen pedig egy, néhol két
nagysagrenddel kevésbé hatnak, tehat szelektivek. Hatasuk sokkal jobb, mint a

referenciavegyiiletként hasznalt tandutinib és quizartinib vegyiiletekeé.
4.2.2 Vegyiiletek vizsgilata human sejtvonalakon

A kinaz assay-k (FLT3wt, FLT3-ITD és FLT3-D835Y) alapjan volt egy elképzelésiink
az Ujonnan szintetizalt inhibitorok hatékonysdagat ¢és szelektivitasat illetden, célul tliztiikk
ki a biokémiai aktivitas sejtes rendszerekben torténd validalasat. El6szor proliferacios
tesztekben vizsgaltam a vegyllettarat, tandutinibet és quizartinibet hasznalva

referenciaként.

Az FLT3 varidnsainak funkcioit legkiterjedtebben akut myeloid leukémidban (AML)
vizsgaljak 82184 Az 5sszes AML eset 25%-aban kimutathaté mutans FLT3. Igy egy kicsi,
fokuszalt sejtes panelt allitottunk Ossze, ami FLT3-fliggd és FLT3-fliggetlen leukémia és
nem leukémia sejtvonalakbol allt. A sejteket 72 6rdn at kezeltiik az inhibitorokkal és a
viabilitast CellTiter-Glo® assay segitségével hataroztuk meg (10. tablazat). Az anyagok
dramaian csokkentették a sejtviabilitast az MV4-11 AML sejtvonalon (FLT3-dependens,
FLT3-ITD mutans és a fehérjét fokozottan expresszalja), a mért ICso értékek 0,01 és 2,34
uM kozott valtoztak. A szintetizalt szériabol az 1X-es szaml bizonyult a
leghatékonyabbnak. Az FLT3-fliggetlen K-562 és U-937 leukémia, valamint a HS-5

csontvel6i stroma sejtvonalakon mért gatlo hatas elenyészo volt.
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10. tablazat: Az inhibitorok human leukémia és nem-leukémia tumoros és
normal sejtvonalakon mért ICso értékei. Az 1Cso (uM) eredmények atlag + SD,

minden esetben minimum 2 fliggetlen kisérletben hataroztuk meg az értékeket.

inhibici6 (ICso uM)
3} FLTB_,f uggc’j FLT3-fliggetlen leukémia CSOHFVGI&
vegylilet leukémia stroma
MV4-11 K-562 U-937 HS-5

tandutinib 0,06 £ 0,05 9,21+0,39 | 19,80+ 6,50 11,37 +£ 0,42
quizartinib | 0,001 + <0,001 | 10,33 +1,03| 8,55+1,60 2,98 +0,01
I 0,32+0,01 581+1,43 | 10,90+ 1,08 6,37+ 0,20
Il. 0,25+ 0,06 521+0,25 6,63 +1,61 4,00+ 0,15
I1. 0,03 +0,00 2,49+0,34 3,53+0,10 2,55+0,64
V. 0,05 +0,01 554+1,00 | 11,32+0,89 8,14+ 0,19
V. 0,43 +0,16 2,04 +0,19 5,35+ 1,06 3,03+0,02
VI. 0,38 +£0,46 3,00+ 0,15 4,95+ 0,24 3,30+ 0,07
VII. 0,03 +0,01 2,87+0,13 3,56 +0,28 3,03+ 0,07
VIII. 0,10 + 0,09 4,84 +1,37 9,02 + 1,08 4,03+ 0,25
IX. 0,01 £0,01 6,94+0,38 | 12,29+0,12 476+ 1,00
X. 0,04 +£0,01 2,59+ 0,63 495+1,18 4,09 +0,03

XI. 0,06 + 0,06 4,03 +0,02 4,10+ 0,50 3,28 £<0,001
XIl. 0,24 +0,13 2,12+0,15 4,11+ 0,56 3,36+ 0,03
XIII. 2,34+ 1,32 4,03 +£0,23 6,36 + 2,85 2,07+ 0,06

65




4.2.3 A leghatékonyabb analogok korai ADME paramétereinek meghatarozasa

A kovetkezékben gyogyszerfejleszthetdségi szempontokat figyelembe véve néhany korai
ADME paramétert vizsgaltunk. Megvizsgaltam a leghatékonyabb molekulak

crcr

paramétereit a 11. tablazatban foglaltam ossze.

A molekuldk oldhatosagat 2 kiilonbozé pH-n mértik meg HPLC-vel. Az anyagok
megfeleléen oldodnak pH=7,4-en, azonban mindegyik anyag oldhatésaga jobb pH=2-n
mérve, ami nem meglepd, hiszen szekunder és tercier aminocsoportokat tartalmaznak. A

I11-as lead vegyiilet fiziologias pH-n elfogadhat6 oldhatosagot mutat, mely 108 pM.

A molekuldk permeabilitdsra vonatkozé jellemzdit PAMPA moédszerrel vizsgaltuk.
Referenciavegyiiletként az eltérd penetraciés képességli koffeint ¢és amiloridot
hasznaltuk. A  sztiril-kinazolin  vegyliletek  kiilonb6zd penetracidos  értékkel
jellemezhetdek, néhanynak mérsékeltnek mondhaté (VII., VI, IX.) a permeabilitasa,
azaz korlatozott mértékben képesek atjutni a plazmamembranon. A I11-as lead vegyiilet,
magas penetracios értéket mutatott (Pe=5,85 = 0,98 x10° cm/s), ami jo eredménynek
szamit a membranon torténd passziv transzport szempontjabol. Az eredményeink alapjan

a szériaban mért Pe értékek 0,36 — 9,61x10° cm/s kozott valtoznak.
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11. tablazat: Oldhatésag és passziv transzmembran transzport. Az eredmények
atlagértékek és szoras adatokkal egyiitt vannak feltlintetve (atlag + SD), minden

esetben minimum 2 fliggetlen kisérletben hataroztuk meg az értékeket.

oldhatosag (LM)
vegyiilet pH=7,4|pH=2,0 Pe [x10° cm/s]
1 10 120 | 9,61 +1,45
Il. 116 119 | 5,86 +1,13
1. 108 120 5,85 +£0,98
V. 119 120 1,42 +0,15
V. 56 113 | 6,29+0,70

VI. 8 94 3,49 £ 0,56
VII. 12 110 | 0,73 +0,52
VIII. 23 111 | 0,61 £0,20
IX. 8 112 | 0,36 +0,16
X. 12 115 | 0,56 +0,01
XI. 5 119 | 3,38 +£<0,01
XIlI. 36 120 | 1,74 +0,04
XII. 96 96 5,35+ 0,05
koffein 5,84 +£0,11
amilorid 0,05 +<0,01

4.2.4 A lead molekula szelektivitasi profiljanak meghatarozasa

Néhany molekula igen erds gatld hatast mutatott mind a rekombindns biokémiai, mind
pedig a sejtes rendszerekben, ezért sziikségesnek tartottuk validalni a lead molekulaink
szelektivitasat. A 4-izopropil szarmazék (Il11-as) mutatta a legjobb oldhatosagi és
penetracios értékeket, igy ezt a molekulat véalasztottuk ki a KINOMEscan™ kotddési

assay-be vizsgalatra (15. abra).
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III-as molekula

FLT3(ITD/D835V) (100%) TK PDGER

FLT3(ITD) (100%) TK PDGER
FLT3(N841D) (100%) TK PDGFR
FLT3(R834Q)  (100%) TK PDGFR atipikus ' mutans
FLT3 (98%) TK PDGER

FLT3(D835V)  (98%) TK PDGFR

FLT3(D835 (95%) TK PDGFR

FLT3(K663Q) (93%) TK PDGFR

FLT3(D835Y) (90%) TK PDGFR ’-,’/ ‘

MEKS (82%) STE MAPKK fe——

TRKA (76%) TK TRK —

KIT (D816V) (69%) TK PDGEFR

INSR (68%) TK inzulin receptor lipid

PDGFRB (68%) TK PDGFR .
~—
patogén

15. abra: A Ill-as vegyiilet szelektivitasi profiljainak bemutatisa a 451 kinazt
tartalmazo kinazfan (klinikailag relevans, mutans, lipid, atipikus és patogén
kinazok). A célpontfehérjéket piros pottyok jelolik, zardjelben tiintettem fel a

kotédés szazalékos mértékét is.

A Ill-as lead vegyiilet tobb mutans FLT3-kinazhoz kotédik, bar kisebb mértékben
kotddik a PDGFR csaléad tobbi képviseldjéhez. A 111-as lead molekulank nagy mértékben
kotédik a quizartinib-rezisztens FLT3-1TD/D835V kett6s mutans kinazhoz is.
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4.2.5 A lead molekula inhibiciés médjanak meghatirozasa

Az inhibitorokat az enzimhez val6 k6tddésiik mechanizmusa alapjan harom 6 csoportba
sorolhatjuk: kompetitiv, unkompetitiv és nem kompetitiv. A kiilonbdz6 modalitast
mutatnak. Megvizsgaltuk a lead molekulaink (I11., V1. és I X-es szarmazékok) inhibicids
mechanizmusat FLT3-ITD mutans enzimen. Ehhez a lead molekulaink ICsq értékeit
biokémiai kinaz enzim rendszerben kiilonb6z6 ATP koncentracié mellett mértiikk meg:
KmATP (5,1 uM), 0,1x KmATP és 10x KnATP. Az ICso méréseket az egyes rekombinans
kinazok Km (Michaelis konstans) értékén futtattuk, ami egyedi €s altalaban par pM koriili
érték. Az enzimkinetikai szakirodalom szerint Km értéken futtatva a mérést a kiilonféle
hatdasmechanizmust inhibitorok ICsg értéke 0sszehasonlithatova valik. A teszteléseknél
fligg az ICsp érték az ATP koncentraciojatol, amit ugy valasztunk meg, hogy [ATP]/Km
=1.
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16. abra: Kotodési méd vizsgalata a rekombinans FLT3-1TD enzimen a I11-as,

V1l-es és IX-es lead molekulak esetében.

A 16. abran szerepld eredmények azt mutatjdk, hogy magasabb ATP koncentracio
mellett magasabbnak adodnak az ICso értékek, tehat a szarmazékaink ATP-kompetitiv
inhibitorok.
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4.2.6 Sejtpusztulas mechanizmusanak vizsgalata MV4-11 akut myeloid leukémia

vonalon

Mivel reprodukélhat6 antiproliferativ hatast tudtunk kimutatni a Il11-as, VII-es és 1X-es
lead esetén az MV4-11 FLT3-1TD akut myeloid leukémia sejtvonalon, szerettiik volna a
hatasmechanizmust részletesebben vizsgalni. Vizsgélataink sordn a sejtpusztulasi
folyamatok koziil az apoptozisra fokuszaltunk. A sejteket novekvd koncentracioban
kezeltiik a vegytiletekkel, hogy ki tudjunk mutatni koncentraciofiiggd indukalt apoptozist,
amelyet Annexin V-FITC (a foszfatidil-szerin transzlokaciot, az apoptézis folyamatanak
korai markerét mutatja ki) és propidium-jodid kettés jelolést kovetden aramlasi
citométerrel vizsgaltunk. Referenciavegyiiletként staurosporint (altalanos apoptozis
indukald szer) hasznaltunk a mérési rendszerben. A kezeletlen sejtek nagy része (DMSO-
t hasznaltunk a kontrollban) €16 sejtek populacidja volt (82,6 = 3,6 %) és nem mutattak
sem Annexin V-FITC, sem pedig propidium-jodid pozitivitast. Ahogy vartuk, dozisfiiggd
novekedést tapasztaltunk viszont a korai, még é16 (AN PI") és a kései, halott apoptotikus

AN PI") sejtpopulacioban a kezeléseket kovetden (17. abra).
]
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17. abra: A 111, VII. és IX-es lead vegyiiletekkel torténé MV4-11 sejtvonalon
torténé apoptézis-indukalé hatasanak kimutatasa Annexin V-FITC és
propidium-jodidos kettés jeloléssel: A  kezel6szereket a  megadott
koncentraciokban 24 6ran alkalmaztuk. Az adatok jelentése: atlag + SD; n=3.
ANOVA vizsgélatot alkalmaztunk Tukey HSD post hoc teszttel a szignifikancia
meghatarozasahoz a kezeletlen mintahoz képest (korai apoptozis esetén: # p<0,05;

késé apoptozis esetén: © p <0,05).

Az apoptotikus jelatviteli utban a kaszpaz-3 és -7 a kulcs effektor kaszpaz, igy a Caspase-
Glo® 3/7 Assay-t hasznaltuk, hogy meghatarozhassuk a kezelések indukalta kaszpaz-3/7
aktivitast. Referencia vegyiiletként a receptor tirozin kinazokat (RTK) gatld szunitinibet
hasznaltam. A rendszerben szignifikans aktivitas-novekedést mértiink ki, mar 0,185 uM
koncentracional (18. abra). A mért hatas igazolta, hogy a lead molekulak dézisfiiggd

apopozist indukalnak az FLT3-1TD mutans MV4-11 sejtvonalon.

71



o) IIL IX.
vi. ™ szunitinib

4.0 .
s T . s
'T - ., ’ =
£ 30 P rf # T,
= I & i T
g 25 nono 5
= o . 1
@ 20 ] i I .
s L
g LS. i
2 Tivinid 1
S oo |pob o
2 HER
=05 |0
o Hol
0:0 :I I' |: LN
[T e T TR Vv R e o o— U OO o o— U a0 o o— U O O
S S SSS—w SSZS=w
koncentracio (uM)
18. abra: Kaszpaz-3/7 aktivitas meghatarozasa Ill., VII. és IX-es lead

vegyiiletekkel torténo 24 oras kezelést kovetoen. Az adatok jelentése: atlag + SD;
n=3. ANOVA vizsgalatot alkalmaztunk Tukey HSD post hoc teszttel a
szignifikancia meghatérozasdhoz a kontroll kaszpaz aktivitashoz képest ("p<0,05;

#n<0,001).

4.2.7 Alll-as lead molekula farmakokinetikai paraméterei és in vivo vizsgalata

A Il1-as lead farmakokinetikai profiljat 5-6 hetes outbred him NMRI egereken végzett
kisérletek alapjan hataroztuk meg. A lll-as vegyiiletet intravénéasan (3 mg/kg) vagy per
0s (10 mg/kg) adagoltuk, majd cervikalis diszlokéaciot kovetden gyljtottik a vért
plazmavizsgalat céljabol. Az eredmények alapjan mind az iv mind a per os elérhetd
csticskoncentracio elég magas ahhoz, hogy a vegyiilet formulazas nélkiil is hatékony
legyen egér farmakologiai vizsgalatokban. A per 0s és iv kezelést jellemzd
plazmakoncentracio-gorbék ~ AUC-értékeinek  aranya  alapjdn  meghatéarozott

biohasznosulas 16%. (12. tablazat).
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12. tablazat: A |ll-as vegyiilet farmakokinetikai paraméterei intravénas és

oralis adminisztraciot kovetéen. AUC3, Cmax'?, F%, Trmaxt®

egység | intravénas (3 mg/kg) | oralis (10 mg/kg)

AUC | ng/mLh 1663+96 264+18

Cmax | ng/mL 399+56 16,6+1,9

Tmax h 0,017 2
F% 16

A kedvezd farmakokinetikai profil alapjan a Il1-as szdmu molekula tumorndvekedés
gatld képességét szerettiik volna vizsgalni AML xenograft modellben. 10-12 hetes him
SCID egereket szubkutan beoltottunk MV4-11 AML sejtekkel. Az inokulaciot koveto 19.
naptol az allatok sulyat kétnaponta mértiik, valamint intraperitonealisan kezeltiik 6ket 17
mg/kg doézisban a Ill-as szam molekulédval 16 napon keresztiil. A kisérlet végére az
MV4-11 tumorok a kezeletlen csoportban atlagosan 1393,13 mm?® térfogatira
novekedtek. A Il1-as vegyiilettel kezelt allatokban a tumor térfogata 48%-kal kisebb
maradt (19. abra A). A tumorok tomegét is megmértik az allatok eutanizaciojat
kovetden, és ugyanilyen mértékii gatlast (49%) tapasztaltunk (19. abra B). A kezel6szer
ebben a dozisban nem okozott sem teststlyveszteséget, sem pedig mortalitst, nem

toxikus (14. tablazat).

13 hatdsgorbe alatti teriilet

14 maximum koncentrécid

15 ordlis biohasznosulas

16 maximum koncentrécid eléréséhez sziikséges id8
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19. abra: A lll-as lead molekula szignifikinsan gatolja a tumorndvekedést
MV4-11 AML xenograft modellben. (A) A Ill-as vegyiilet hatasara a
tumorndvekedésben csdkkenést mutattunk ki in vivo. (térfogat = szélesség? X hossz
x m/6); atlag + SD; n=11; *p<0,05). Mann-Whitney U-tesztet végeztiink. A
tumortérfogat a kontroll csoportban 1306,952 mm?® (median), mig a kezelt
csoportban 613,819 mm?® (median). U=14; Z=-3,053; p=0,002 (egyoldali);
hataser6sség (r=0,637) erés (B) Tumorsuly a 35. napon (atlag + SD; n=11;
*p<0,05). Mann-Whitney U-tesztet végeztiink. A tumorsuly a kontroll csoportban
1,367 g (median), mig a kezelt csoportban 0,687 g (median). U=15; Z=-2,988;
p=0,002 (egyoldali); hataserésség (r=0,637) erds.
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5 Megbeszélés

Doktori munkdm célja volt, hogy hatékony és Uj daganatellenes vegyiiletcsaladokat
azonositsak, és a biologiai hatdsmechanizmusukat validaljam, igy részt vehessek a korai
gyogyszerfejlesztés fazisaiban. Els6 sorban CDK9- és FLT3-kinaz inhibitorok vizsgalata

volt a feladatom.

A Ph.D. munkam célkitiizésében eredetileg megjelolt, biokémiai és sejtes rendszerekben
igen hatékony CDKO9-inhibitorok potencialis gyogyszermolekulaknak bizonyultak,
ezekbd] nemzetkdzi szabadalmi bejelentés késziilt (WO/2011/077171)%8, Az anyagok
jelenleg klinikai fejlesztés alatt allnak, elért eredményeink targyalasa képezi dolgozatom

elsd felét.

Késobb az FLT3-kinazzal, az akut myeloid leukémia (AML) nemrég azonositott
célpontjaval kezdtem foglalkozni. Az FLT3-inhibitor kutatas iranyitoja kezdetektdl Dr.
Orfi Laszlo, az ebbdl késziilt nemzetkozi szabadalmi bejelentésekben feltalaloként
szerepelek (WO0/2015/019121)!%, EbbSl a témabol sziiletett eredményeimre és

publikaciomra®®’ épitettem disszertaciom masodik részét.

A daganatok célzott kezelésének az egyik legnagyobb probléméja, hogy még sikeres
kezelés utan is nagyon gyakran recidiva alakul ki, amely mar rezisztens a korabbi
terdpiara. Ennek oka lehet példaul a daganatok molekuldris heterogenitasa'®1%, Ezek

alapjan egyértelmi, hogy 1j, terapias szerek kutatdsa ma is kiemelkedden fontos.

A sikeres terapias szerek kozel kétharmada eredetileg fenotipikus sziirés alapjan, (a
hatdasmechanizmus ismerete nélkiill Osszetett biologiai rendszerre kifejtett hatést
vizsgalva), vagy mint ismert hatdsu természetes vegyiilet szarmazéka kertilt

fejlesztésre!®!

. Napjainkban a gyogyszerfejlesztés az 1) molekularis célpontokon
hatékony molekuldkra fokuszal, ahol elengedhetetlen a molekularis célpont validalasa. A
gyogyszerjelolt vegyiiletek klinikai fazisba 1épésének feltétele a betegségmodellen
mutatott biztonsagos hatason mulik. A sejtes rendszereken végzett gydgyszerkutatés
csokkentheti az 1ij hatoanyag kifejlesztésének mind a kdltségét, mind pedig az idejét!®.
A daganatkutatasban kiilonb6z6, human tumorokbol szarmazd és normal sejtek
Osszeallithatok olyan modellé, amellyel megbizhatd, automatizalt vizsgéalati rendszerek

allithatok bel% 194,
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5.1 4, 6-diszubsztitualt pirimidin alapszerkezetii vegyiiletek kutatasi eredményei

- a CDKD9 inhibitorokkal kapcsolatos eredmények megvitatasa

A CDK1-6 ¢s a CDK10 a sejtciklus szabalyozasaban, mig a CDK?7, 8, 9 és a CDK11,
CDKI12 ¢s 13 a transzkripcio szabalyozasaban jatszanak szerepet. A CDK11 és CDK12
az RNS-splicing szabalyozasaban jut szerephez, mig a CDKS5 és CDK10 neuronalis

funkcioval is birt%-197

, igy hatasuk igen diverz. Annak ellenére, hogy a CDK9 attraktiv
célpont a viralis fertézések, a daganatok, a kardidlis hipertrofia és a gyulladasok elleni
kiizdelemben, mind a mai napig nincs szelektiv CDK9-inhibitor elérehaladott fejlesztési
fazisban!®. A szelektivitds kiemelkedéen fontos kivanalom a CDKO9-inhibitorok
esetében, hiszen korabbi eredmények azt mutatjak, hogy az off-target hatasok, melyeket
a CDK1, a CDK2 ¢s a CDK4 gatlasa okoz pl. a DRB, a roscovitin ¢és a flavopriridol
esetében is, veszélyeztetik a klinikai hasznalhatésaguk lehetdségét!™®. A pan-CDK-
inhibitorok okozta klinikai tiinetek — a csontvel6i myeloszuppresszid, a hanyas, a
hasmenés — hasonléak a tradiciondlis kemoterdpia mellékhatdsaihoz. A CDKI1/2-
inhibitorok esetén a terapias ablak sziikebb, igy gatlasuk sokszor igen toxikus, ami a
klinikai vizsgalatok befejezését jelentheti'®. A CDK4/ 6-inhibitorok kevésbé toxikusak,
hatasukra a retinoblasztoma protein (pRB) foszforilacioja gatlodik, a sejtek G1 fazisban

maradnak, klinikai tiinet az enyhébb csontveldi szuppresszi®®.

A CDKZ2/ ciklinE és a CDK4/ ciklinD a sejtciklus szabalyozé CDK-komplexek koziil
igen fontosak, napjainkban kiemelkedden fontos kutatasi teriilet a vizsgéalatuk mind a

biolégia, mind a kémia teriiletén?®?.

A szintetizalt 4,6-diszubsztitualt pirimidin alapszerkezeti vegyliletek hatékonysaganak
ellendrzésére biokémiai tesztrendszereket (CDK2, CDK4 ¢és CDKY9) allitottam be. A
vizsgalati rendszer optimalizaldsahoz a kovetkezd paramétereket kellett figyelembe
vennem: a detektaldoldat Gsszetevdinek optimalizalasa, az optimalis enzimkoncentraciok
meghatdrozasa, a reakciopuffer Osszetevdinek meghatarozasa, az ATP-koncentracio
meghatarozasa, az optimalis reakcididé meghatarozasa. A tesztrendszer beallitasakor a
kovetkez6 statisztikai paramétereket kell figyelembe venni: jelintenzitas, jel/hattér és
jel/zaj arany. IMAP-technologia alapti enzim tesztrendszert optimalizaltam, az

LDC000067 CDK9-inhibitor referencia vegyiilettel validaltam.
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Avval, hogy a CDK2, CDK4 ¢és CDK9 biokémiai tesztrendszereket sikeriilt
optimalizdlnom és validalnom, lehetdségem nyilt a munkacsoportunkban tobb CDKO-
inhibitor fejlesztésével kapcsolatos projektben — daganatterapids és antiviralis
hatoanyagok fejlesztése — is részt venni. A CDK9-inhibitorok, mint potencialis AIDS-
illetve myeloma multiplex-ellenes hatéanyagokok eléallitasara iranyuld vizsgalataink
eredményei doktori dolgozatokban®®? 203 ¢&s tobb nemzetkdzi publikdcioban is

k204-206

bemutatasra kertilte , igy ezeket az eredményeket nem targyalom dolgozatomban.

A Ph.D. munkam kovetkez6 1épéseként rekombinans CDK2, CDK4 és CDK9
enzimrendszerben a nagyhatékonysagi molekulaszlirésre alkalmas IMAP-modszerrel a
Vichem Kft. tulajdondban levé fokuszalt 4,6-diszubsztitualt pirimidin alapszerkezetii
molekula-konyvtarat vizsgaltam, ami nagyjabol 70 vegyliletet jelent. Az el6sziirés soran
kivalogattuk azokat a vegyiileteket, amelyek 75% felett gatoltdk a CDK9 miikodését, ez
23 vegyiilet volt. Ez 31%-os talalati ratanak felel meg, ami igen jo értéknek szamit. A
dozisfiiggést vizsgalo kisérleteink alapjan azt allapitottuk meg, hogy a 17, 20, 21, 22-es
molekulak a preklinikumban daganatok kezelésére hasznalt LDC000067-es vegyiilettel
Osszemérhetd mértékben gitoltdk a CDK9 enzimet'’®. A biokémiai kinaz tesztek
eredményei alapjan a 20-as vegyliletet azonositottuk a legpotensebb ¢és legszelektivebb
CDKO9-inhibitorként; a CDK?2 és a CDK4 enzimen mért ICsp értéke, kettd, illetve harom

nagysagrenddel magasabb.

A CDK2/ 4/ 9 biokémiai tesztek eredményei alapjan kivalasztottuk a 4,6-diszubsztitualt
pirimidin alapszerkezeti molekulacsaladbol a 17, 20, 21, 22-es molekulakat, amelyeket

a sejtvonalakon vizsgéltunk a tovabb.

Annak érdekében, hogy az esetleges sejttipushoz rendelhetd inhibitor érzékenységet meg
tudjuk allapitani, egy kiilonb6zd genetikai profilti és hisztopatoldgiai tipusba sorolhato,
21 tumoros sejtvonalbol 4ll6 panelt hasznaltunk. Meghataroztuk a 17, 20, 21, 22-es
molekulak ICsp értékeit. Méréseink alapjan az deriilt ki, hogy hasonld érzékenységet
tapasztaltunk szinte minden tumoros sejttipusnal, vagyis genetikai profiltol és
hisztopatologiai statusztdl fiiggetleniil hatékony sejtviabilitas csokkentd szerek az

ujonnan szintetizalt szarmazékok.

A biokémiai kinaz és a sejtes rendszerekben mért kiemelkedd antitumor hatas alapjan a

kivalasztott 20-as lead molekula esetében megvizsgaltattuk a molekula szelektivitasi
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profiljat. A kotddési assay elvégzésére egy kiilsé céget, a DiscovRx-et biztunk meg. Az
eredmények alapjan a 20-as anyag a kindzok minddssze 1,5%-ahoz kotédott. Nagy
jelentdségli ez az eredmény, hiszen a kereskedelmi forgalomban elérhetd kinéz-
inhibitorok a kinom t&bb mint 30% -4t gatoljak®®’. Fontos megjegyezni, hogy a legtdbb
kereskedelemben elérhetd, illetve publikalt CDK-inhibitor, igy a CDK9-inhibitorok is
CDK1-gatlast is kifejtenek. A CDK1-gatlas fentebb emlitett toxicitast okoz, igy szdmos
inhibitor esetében ez a hatas a klinikai fazisvizsgalatok befejezését jelentheti?®. A 20-as
lead vegytilet nem ktddik a CDK1 enzimhez, igy feltételezhetden biokémiai kinaz assay-
ben sem gatolja az aktivitdsat. Ahhoz, hogy a feltételezésiinket be tudjuk bizonyitani,

szamos tovabbi kisérlet elvégzésre van sziikség.

Miutan a 20-as vegyiilet in vitro hatékony CDK9-gatlészernek bizonyult, és igen jo
antiproliferativ hatassal birt, valamint a szelektivitdsi profilja is kedvezOnek tiint,
bioldgiai hatdsmechanizmusat részletesebben vizsgaltuk a jelatviteli utvonalakra
fokuszalva néhény sejtvonal esetében. Kutatointézetiinkben korabban is kedvelt modell
rendszeriink volt kedvezd tenyésztési profilja miatt az MCF7 human emld daganat
sejtvonal, mindemellett irodalmi adatok alapjan az 6sztrogén-pozitiv emlédaganatok igen
érzékenyek a CDKO9-inhibitorokra?® 2% igy vizsgilatainkat az MCF7 sejtvonalon
folytattuk.

20-as vegyiilet hatdsara az RNSP-Il C-terminalis doménjén a Ser-2 foszforilaciojanak
szignifikans dozisfiiggd csokkenését figyeltilk meg. Nagyobb doézisokban alkalmazva a
20-as szarmazékot a Ser-5-nek is csokkent a foszforilacidja. Habér ez a foszforilacids
hely kordbban csak a CDK7 funkcidhoz volt koéthetd, ugy tlnik, hogy nem csak a
CDK7%, hanem a CDK9 és/ vagy a CDK122!! is szerepet jatszhat a foszforilacioban. Az
RNSP-II foszforilacdjanak blokkolasa transzkripciogatlast eredményez, tobbek kozott az
anti-apoptotikus Mcl-1 protein csokkent expresszidjat, mely rovid életidejii és csokkenése

triggereli az apoptozist?*2

. Egy tovabbi rovid ¢életidejii protein, az ubikvitin ligdz esetében
csokkent expresszid, valamint a tumorszuppresszor p53 esetében akkumulacio figyelhetd
meg?® 214 Az, hogy a CDK-inhibitorok hatasara a p53 akkumulalédik a sejtekben, tobb
mint 20 év 6ta ismert tudomanyos tény, a hatdsmechanizmus bizonyitdsa komplikalt?'>
216 Ahogy mi is, néhanyan azt figyelték meg, hogy az Mdm-2 downregulacioja lehet
felelds a p53 stabilizaciojaért és aktivaciojaért?® 21, néhanyan pedig azt irtak le, hogy

nem az Mdm-2 a CDK-inhibitorok elsédleges célpontja a p53 jelatviteli itvonalon?!8, A

78



diszkrepancia hatterében allhat az is, hogy alacsony dozisban a CDK-inhibitorok a p53
aktivitasat novelik, magasabb dozisban pedig csokkent Mdm-2 szintet, és pS53 stabilitast

eredményeznek?®®

. A legfrissebb kutatasok arra vilagitanak ra, hogy az Mdm-2, Mdm-4
és p53 fehérjék extrém komplex fizikai és funkciondlis interakcidjanak felderitése
magyardzatot adhat a jovoben a hatdsmechanizmus tisztizasra?’. A CDK9-inhibicid
hatdsara bekovetkezett pS53 akkumuldcid transzaktivalja a p21 sejtciklus inhibitor
proteint, ami ennek kovetkeztében szintén akkumulalodik a sejtben’”. Mar 1 pM
koncentracioban alkalmazva a 20-as-vegyiilet, a CDK9 proteinszint csokkenése volt
megfigyelhetd, mely véltozas valosziniileg annak a kdvetkezménye, hogy a CDK9 az
autofoszforilacios helyen (T186) a T loop-ban defoszforilalodott??, mely nem csak a P-
TEFb aktivitas szempontjabol fontos???, hanem a protein stabilitasanak szempontjabol
5223

Jol ismert tény, hogy a CDK2 és a CDK4 kritikus szerepet jatszik a sejtciklusban a G1-S
tranzicidban, azaltal, hogy foszforildljak a retinoblasztoma proteint (pRb), mely az E2F-

medidlt S-fazis specifikus gének transzkripciojat aktivalja®?*

. Ennek egyértelmi jele a G1
fazisban torténd sejtciklus blokk. Ezzel szemben a mi eredményeink azt mutattak, hogy
a DNS-replikaciot mar 0,5 uM koncentracidban is gatolta a 20-as vegyiilet. Magasabb
dozisokban az anyag hatasara G2/ M fazisban akkumulalodtak a sejtek, ami valdszintileg,
a sejtciklust szabalyozé CDK-k gatlasa miatt tortént, amely hasonld az irodalomban
kordbban publikélt Scholz és munkatarsai eredményeinek esetében is’*. Mikulits és tarsai
is megfigyelték a roscovitin altal okozott G2/ M ciklusblokkot, valamint az apopt6zis

indukciojat hepatocellularis karcindma modell rendszerben??.

A myeléma multiplex betegségben is a kezelés egy lehetséges célpontja a CDK9?26-2%0,
ezért a 20-as anyag hatasat vizsgaltuk U266 myeloma multiplex sejtvonalon in vitro. Az
RNSP-II foszforilacios statusza konzisztens volt a korabbi, MCF7 sejtvonalon végzett

kisérleteink soran kapott eredményekkel.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a 20-as vegyiilet hatisara az RNSP-II
foszforilacidjanak dozisfiiggd csokkenése, az anti-apoptotikus proteinek expressziods
szintjének csokkenése, tovabba a kaszpaz-dependens apoptozis indukcioja volt
megfigyelheté, ami mind konzisztens a CDK9-gatlassal kapott eredményekkel. Sajat

eredményeinkhez hasonloakrol szamoltak be a dinaciclib estében Booher és
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munkatarsai®®!

emld daganatos sejtes eredményeik alapjan, valamint Walsby és
munkatarsai®® végiil Shao és munkatdrsai®®? is vastagbél, leukémia és emld
daganatsejtekkel végzett kisérleteik eredményei alapjan. Az LDCO000067 esetében Albert
és munkatarsai is bizonyitottdk a CDK9-inhibicio altali antitumor hatast, amely

crer

tumor modelleken folytatott kisérletek eredményei alapjan’’®.

Koztudott, hogy a TRAIL szamos tumorsejt esetén apoptozist indukal, anélkiil, hogy
toxikus lenne in vivo. Azonban a sejtvonalak in vitro 50%-ban TRAIL-rezisztensek,

TRAIL szenzitizal6 dgensekre van sziikség, hatékony tumorterdpidhoz!!,

Irodalmi adatok szerint, az SNS-032 a CDK9-gatlason keresztiil szenzitizal TRAIL-

indukalt apoptozisra in vitro'*?

233

. Hasonloak Ding ¢és munkatarsai eredményei a wogonin
kapcsan®®, valamint Yuan és munkatdrsai altal publikdlt eredmények a dinaciclib
inhibitor esetében?**. Ezek alapjan szerettiik volna megvizsgalni, hogy az altalunk
fejlesztett szelektiv CDK9-inhibitor esetében szintén kimutathato-e ez a hatas. Ehhez egy
TRAIL-szenzitiv és -rezisztens sejtvonalakbol allo panelt allitottunk Ossze. A mért
viabilitas értékek alapjan egyértelmi, hogy mind a TRAIL-érzékeny, mind pedig a

TRAIL-rezisztens tumoros sejtvonalaknal szinergizmus figyelheté meg.

A kedvezd eredmények alapjan a 20-as vegyiilet bioldgiai hatasmechanizmusanak
részletesebb vizsgalatat végeztik TRAIL-rezisztens MCF7 sejtvonalon. Ezek alapjan
elmondhatjuk, a 20-as vegyiilet és a h. r. TRAIL kombinacioés kezelés hatasara
apoptotikus folyamatok indultak be az TRAIL-rezisztens sejtekben. A Western blot
analizis megerGsitette az eldbbi megallapitasunkat. A CDK9-inhibitor 20-as vegyiilet
szenzitizal a TRAIL-indukalt apoptdzisra a TRAIL-rezisztens sejtvonalaknal a fentebb

emlitett eredményekkel 6sszhangban.

Az ADME vizsgalatok kozé a vizsgalt hatdanyag felszivodasaval, szervezeten beliili
eloszlasaval, metabolizmusaval, szervezetbdl valo kiiiriilésével kapcsolatos kisérletek
tartoznak. A 20-as vegyiilet esetében két paramétert vizsgaltunk: az oldhatosagot és a
membranon passziv transzporttal torténd atjutast. Az eredmények alapjan azt mondhatjuk
el, hogy a 20-as lead vegyiilet pH=2-n jo, valamint pH=7,4-en gyenge oldhatdsagot mutat.
Tovabba a 20-as lead vegyiilet permeabilitasa mérsékelt, azaz korlatozott mértékben

képes atjutni a plazmamembranon, mégis hatékony antiproliferativ hatast fejtett ki a sejtes
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rendszerlinkben. Valosziniileg aktiv transzporttal jutott be a sejtbe. Az oldhatosag és a
permeabilitas igen fontos paraméterek mar a korai gydgyszerfejlesztési fazisban, hiszen
meghatarozzak az anyagok adagolasanak modjat. A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer
(BCS) szerint a hatdéanyagok oldhatésaguk ¢és  permeabilitasuk  alapjan
csoportosithatok?®, a 20-as vezér molekuldt az eredmények alapjan a II. osztilyba
sorolhatjuk. Az FDA éltal 1995 6ta jovahagyott hatoanyagok 90%-anak a vizoldhatdséaga,
a permeabilitasa, vagy mindkettdé rossz. Irodalmi adatok szerint az Uj
gyogyszermolekuldk egyre nagyobb része vizben rosszul oldéd6 hatoanyag. Ezek 70
szazaléka BCS II. osztalyba tartozik?*®. Ez a tény azt vetiti el6re, hogy a korai klinikai

fejlesztéshez sziikséges lesz az anyag formulazasa.

Osszességében kijelenthetd, hogy gyogyszerszerliség szempontjabol is megfelelé a

szelektiv CDK9-inhibitor 20-as molekula a tovabbi kutatdsokhoz.

5.2 Asztiril-kinazolinok megbeszélése - az FLT3 inhibitorokkal kapcsolatos

eredmények megvitatasa

Az elmult 15 évben az FLT3-inhibitorok a gyogyszerfejlesztés kozéppontjaban alltak. Az
els6 generacids inhibitorok, mint a lestaurinib, a midostaurin, a szunitinib, és a tandutinib
multitarget inibitorok, monoterapias szerként a klinikai vizsgalatok soran nem valtottak
be a hozzajuk flizott reményeket, egyértelmiivé valt, hogy nem hatékonyak és/ vagy nem
toleralhatoak. A masodik generacios inhibitorok, mint a quizartinib és a PLX3397
szelektivebbek, emiatt, ahogy varhat6 volt, jobban toleralhatbak abban a
koncentracidban, amelyben az in vivo hatast eredményezik, a klinikai vizsgalatok soran
hatékonynak bizonyultak, kiilondsen a quizartinib®’. Sajnos az FLT3-inhibitorok, mint a
(TKD) pontmutéacié alakult ki, leggyakrabban a D835 oldallancon?® 3, Az FLT3-
inhibitor kezelés hatasara kialakuld szerzett pontmutaciok egyértelmli bizonyitékai
annak, hogy az ITD mutacio, valamint az ITD/ D835 mutacié kombinacio driverré teszik
az FLT3 gént AML, ALL és CLL betegségben?® 162 Tovabba az izolalt FLT3-D835
mutacid (vagyis, amikor nincs jelen FLT3-1TD mutacio) a gyakorlatban egyes esetekben

szintén driver mutdcioként funkcional a betegségben!?® 1%,

A disszertaciomban szerepld kutatasi eredményeim értelmezéséhez sziikségesnek tartom

bemutatni néhany sorban a témaban korabban elért eredményeinket. A feniletinil-
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pirimidin vazi ENMD-2076 jelii vegyiiletet FLT3-inhibitorként irtak 1e?*°. A hasonlé
szerkezetli, kinazolin alapti molekulanak, a CP-31398-nak (amit az irodalombol p53-
aktivalo és expressziot fokozo hatasardl ismeriink)?*® az interakcidjat FLT3-mal nem
vizsgaltadk. A két molekula szerkezeti hasonlosaga miatt megvizsgaltuk a CP-31398
molekula FLT3-kinaz enzimen mért in vitro gatlo hatasat, a vegyiilet ICsg értéke 2,4 uM
lett. Az FLT3-interakcio tisztazasa céljabol kinazolin tipustu fokuszalt vegyiilettar
szintézisét ¢és vizsgalatat terveztiilk. Az elsé szintetizalt képviselok egyikérdl, a XI11-as
vegyiiletr6l a DiscoveRx cég altal a KINOMEscan® modszerével végzett kotodési
vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy szelektiv FLT3-inhibitor. Mindamellett, hogy
a vegylilet tobb mutans FLT3-kinaz hatékony inhibitora, nagyon fontos megjegyezni,
hogy a receptor tirozin kinazok 3-as csoportjaba tartozo tobbi kinazt (c-Kit, CSFR,
PDGFR) nem gétolja, ahogyan egyéb mas receptor tirozin kinazt sem. Ez egy nagyon
biztaté eredmény, hiszen a legtdbb kindz a kinom tobb mint 30% -at gatolja®®’. A korai
tesztelések wt és ITD-mutans enzimeken torténtek, ezen eredmények egy része mar egy

korabbi dolgozatban bemutatasra keriiltek8?,

Kutatasi eredmények igazoltdk, hogy a quizartinib vegyiilettel szemben rezisztencia
alakul ki FLT3-D835Y mutaciot hordozé betegek esetében'®®. Ez a jelentés tudomanyos

tény meghatarozta a tovabbi kutatasok iranyat.

Az FLT3-D835Y muticié az AML esetek 7%-ban fordul eld, driver mutacidnak
tekinthetd, igy a molekuldk tovabbi tesztelését az FLT3-D835Y mutdns kindzon
folytattuk. A célfehérje alap hatéoanyag fejlesztéshez elengedhetetlen az MTS/ HTS
tesztelésre alkalmas moédszer. Egy olyan modszert szerettem volna beallitani, amely
altalanosan alkalmazhato, robosztus, homogén, miniatiirizalhatd, nem radioaktiv, nem

igényel antitestet és jol reprodukalhato.

A fokuszalt sztiril-kinazolin alapszerkezet(i molekulakonyvtarat vizsgaltam, ami 181
vegyliletet tartalmazott. Az eldsziirés soran kivalogattuk azokat a vegyiileteket, amelyek
75% felett gatoltak az FLT3-D835Y enzim aktivaciojat, ez 66 db vegyiilet volt. Ez 37%-
os talélati ratanak felel meg, ami igen jO aranynak szamit. Kovetkezd 1épésben a 75%
feletti gatlast okoz6 molekuldk esetében dozisfiiggést vizsgalo kisérleteket végeztem. A
biokémiai kindz assay-k eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a leghatékonyabbnak

itélt inhibitorok (I-X111.) egyarant nanomolos koncentracioban gatoljak az FLT3-ITD és
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az FLT3-D835Y enzimeket, az FLT3wt vad tipusu enzimen pedig nem hatnak, tehat
szelektivek. lgen nagy jelentdségili az eredmény, miszerint a leghatékonyabb inhibitorok
hatékonyan gatoljak a FLT3-D835Y enzim aktivitasat is. A quizartinibot is bevontuk a
rekombinans enzim vizsgalatainkba, varakozasainknak megfeleléen, az FLT3-D835Y
mutans enzimen az [Csp értéke mérsékelt, 1,33 + 0,28 uM. Ez az eredmény alatdmasztja
azt a felfedezést, miszerint a D835Y mutacié destabilizdlja az FLT3 inaktiv
is magyarazhaté a terapia-indukalt szerzett rezisztencia kialakulasa. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a lead molekulaink megndvekedett szelektivitassal birnak a quizartinibhez

képest8®,

A kotédési vizsgalatok és a kinaz assay-k (FLT3wt, FLT3-ITD ¢és FLT3-D835Y)
eredményei alapjan célul tiiztiik ki a biokémiailag igen hatékony és szelektiv FLT3-I1TD-
és FLT3-D835Y-inhibitorok tumorellenes hatasanak vizsgalatit human sejtes
rendszerekben. A kovetkezé fokuszalt panelt allitottuk Ossze: MV4-11 FLT3-fiiggd
(FLT3 fokozott expresszio), FLT3-ITD driver mutaciét hordozo leukémia'®’, K562 és
U937 FLT3-fiiggetlen leukémia?? 243, valamint HS-5 csontveli stroma sejtek. A
szintetizalt szériabol az 1X-es szadmu bizonyult a leghatékonyabbnak. Dramaian
csokkentette a sejtviabilitast az MV4-11 sejtvonalon, mig az FLT3-fiiggetlen K562 és U-
937 leukémia sejtvonalakon a mért gatlo hatas elenyészo volt, ahogy a HS-5 sejtvonalon
is. Ez igen kedvezd eredmény, hiszen sejtes vizsgalatban is sikeriilt a molekula
szelektivitasat kimutatni. Figyelembe véve azt, hogy a vad tipusit FLT3 esszencidlis a
molekulaknak kedvezdébb lesz a mellékhatas profilja, hasonléan a 2020-ban publikalt friss
eredmény szerint a CHMFL-FLT3-362 molekulahoz?*. Az eredményeink
Osszevethetdek Zarrinkar és munkatarsai altal kozolt quizartinib és tandutinib kezelés
soran mért sejtes eredményekkel'®?. Sajnos FLT3-D835Y mutéans sejtvonal jelenleg
kereskedelmi forgalombol nem beszerezhetd, emiatt nem tudtuk validalni a gatlast az

FLT3-D835Y mutéciot hordozo sejtes rendszerben.

A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer kritériumrendszere szerint a Ill-as vezér
molekulat az eredmények alapjan a II. osztalyba sorolhatjuk, hasonléan a 20-as vezér

molekuladhoz.
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A biokémiai kinaz és a sejtes proliferacio-vizsgalatok eredményei, valamint a jobb
oldhatosag és penetracios értékek alapjan a 4-izopropil-szarmazék 111-as lead vegyiilet
szeletivitasat 451 kinazt tartalmazé kotédési assay-ben (KINOMEscan®) vizsgaltuk. A
kapott eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy 5uM-os inhibitorkoncentraciéo mellett a
legnagyobb kotodést (90% feletti értékek) az FLT3-kindz és bizonyos mutacioi esetén
mérték, bar kisebb mértékben kotédik a KIT-D816V és PDGFRB csalad tobbi
képvisel6jéhez. A korabbi irodalmi adatok alapjan egyértelmii, hogy az altalunk
azonositott Ill-as vegyiilet kimagasld szelektivitast mutat az eddig ismert FLT3-

inhibitorokkal szemben.

Az AML-es betegekkel folytatott klinikai vizsgalatok soran igen nagy kihivast jelent az
egyik klinikai paraméter, a myeloszuppresszié (anémia, trombocitopénia). A klinikai
vizsgalatokban résztvevd legtobb AML-ben szenvedé beteg a betegségbdl addodoan
myeloszuppresszalt allapotban van. Mivel, a TKI-ok hasznalatanak egyik velejardja a
csontveld funkcid szuppresszidja, hiszen a TKI-ok a c-KIT-et is gatoljak. A c-KIT
esszencialis a normal eritropoezis kialakulasahoz és a megakariocita funkciohoz!%. A
Il11-as lead molekulank e szempont alapjan is unikalisnak szamit, hiszen rendkiviil

alacsony kotédési affinitast mutat c-KIT enzimhez.

A legtobb kinazolin alapu kindz inhibitor ATP-kompetitiv, ezért az volt a hipotézisiink,
hogy a mi lead molekuldink is azok. Annak érdekében, hogy bizonyitani tudjuk a
hipotézisiinket, a lead molekuldink ICsp értékeit megvizsgaltuk kiilonbozd ATP
koncentraci6 mellett. A Cheng—Prusoff egyenldség szerint, ha az inhibitorok ATP-
kompetitiv molekulak, akkor a novekvd szubsztrat (ATP) koncentracid csokkenteni fogja
az inhibicio mértékét. A magasabb ATP koncentracidé mellett mért magasabb ICsp értékek
demonstraljak, hogy a l11, VII, IX lead molekulak ATP-kompetitiv inhibitorok.

A gyogyszerjelolt farmakokinetikai sajatossagai a fejlesztés soran fontos kritériumként
szerepelnek, amennyiben kedvezotlenek, az a fejlesztés befejezését is jelentheti. Nem
kozvetleniil az érpalydba vald adagolasnal a gydgyszerjelolt a véraramba keriiléshez
lekiizdi a szervezet kiilsd és belsd hamrétegeit. A hatékonysagot a felszivodasnak a
mértéke €és az tliteme befolydsolja. A lll-as lead esetében a mért ordlis biohasznosulas
mérsékelt, ezért arra kdvetkeztethetiink, hogy magas a ,,first pass" metabolizmus és/ vagy

gyenge a gasztrointesztinalis  felszivodas. Mindemellett, a mért magas
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plazmakoncentracié azt mutatja, hogy akar az oralis adagolas is megfelel6 lehet. A 111-as
lead molekula in vivo tumorellenes hatast mutatott MV4-11 ITD mutans AML egér
xenograft modellben, hatékonyan csokkentette a tumortérfogatot és tumorsulyt mar 16
napos kezelést kovetden ¢€s jol toleralhatd az allatok szdmara az alkalmazott dozisban. A
sorafenib esetében leirtak, hogy 10 mg/kg dozisban 12 napig tart6 kezelés 90%-ban teljes
regressziot eredményezett?®®, Kordbbi eredmények azt mutattak, hogy 10 mg/kg dézisban
28 napig tarto quizartinib-kezelés teljes tumorregressziot eredményezett, sét 60 nappal a

142 mig a szunitinib esetében a

kezelés befejezését kovetden sem novekedett a tumor
regresszio liteme lassabb volt és mértéke is kisebb, a kezelés befejezését kovetden azonnal
tumorndvekedés tortént!*’. A gilterinib esetében kifejezettebb, 80%-os tumortérfogat
csokkenést irtak le napi 3mg/kg, és kozel teljes tumerregressziot napi 6mg/kg hatéanyag
adminisztracidja esetén?*®. Elmondhato, hogy a Ill-as lead molekula effektiv in vivo
antitumor hatdsi AML xenograft dallat modellben, reményeink szerint nagy

hatékonysagot varhatunk t6le a klinikai vizsgalatokban is.

Osszességében elmondhatd, hogy a Ill-as lead molekulank az 0j generacidés FLT3-
inhibitorok egy olyan tagja, ami extrém szelektivitasa mellett nagy hatékonysagot mutat
In vitro és in vivo is az ITD-mutans AML esetében. Reményeink szerint a molekulaink
tovabbi fejlesztési folyamatok soran eljutnak a klinikai vizsgalatokig, és lehetdséget
teremtenek a kiujulo, a jelenlegi gydgyszerekre nem reagdld vagy mar rezisztens AML

betegségek kezelésére.
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6 Kovetkeztetés

6.1 Kovetkeztetések a 4, 6-diszubsztitualt pirimidin alapszerkezetii vegyiiletek

esetében, azaz a CDK?Y inhibitorok vizsgalata soran sziiletett kovetkeztetések

1. igéretes lead molekulakat azonositottunk és karakterizaltunk az wujonnan
szintetizalt 4, 6-diszubsztitualt pirimidin alapszerkezetii vegyiiletek k6zott, melyek

hatékonyan ¢és szelektiven gatoljak a CDK9-enzimet.

2. Az optimalizacids folyamat soran azonositottuk a 20-as szamu anyagot, amely

a legszelektivebb CDK9-inhibitornak bizonyult a széridban.

3. A molekularis modellezés is egyértelmlivé tette a 20-as szaml anyag

interakciojat a CDK9-enzimmel.
4. A 20-as szamu szarmazék jelentés antitumor hatast mutatott sejtes panelen.

5. Vizsgalataink demonstraltak, hogy a 20-as lead molekula apoptozist indukal

tobbek k6z6tt az anti-apoptotikus Mcl-1 expresszidjanak gatlasa utjan.

6. A 20-as vegyiilet a TRAIL-rezisztens sejteket is érzékenyiti a TRAIL-indukalt

apoptozisra in vitro.
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6.2 Kovetkeztetések a sztiril-kinazolinok esetében, vagyis az FLT3

inhibitorokkal végzett vizsgalataink soran megfogalmazott kovetkeztetések

1. Az Ujonnan szintetizalt sztiril-kinazolin-szarmazékok kozott olyan extrém
szelektiv inhibitort azonositottam (lll-as vegyiilet), amely az eddig ismert
hatoanyagoktol eltéréen nem csak az FLT3-kindz aktivalo (ITD), de a

rezisztenciat okozo (D835Y) mutans valtozatat is képes gatolni in vitro.

2. A lll-as hatéanyag szelektiven gatolta az FLT3-dependens MV4-11 ITD mutéans

cres

3. A lead molekulak fiziologias pH-n is jol oldodnak, valamint, a mesterséges
membranon is hatékonyan atjutnak, igy azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a

sejtekbe passziv transzporttal is konnyen bejuthatnak.

4. A farmakokinetikai mérések és egér xenograft alapjan allitjuk, hogy az altalunk
kivalasztott a Ill-as lead molekula, in vivo is hatékonyan gatolja az MV4-11

sejteket.

87



7 Osszefoglalas

A CDK@9 attraktiv gyogyszercélpontnak szamit a viralis fertdzések, a rak, a kardialis
hipertrofia és a gyulladésos betegségek kezelésében is. Doktori munkdm soran 1j 4,6-
diszubsztitualt pirimidin-alapt inhibitorok vizsgalatat végeztem, hogy szelektiv CDK9-
inhibitort azonositsak. A biokémiai profil alapjan azonositottuk a 20-as vegyiiletet, amely
a leghatékonyabb és legszelektivebb CDK9-gatloszernek bizonyult, ezt megerdsitette az
in silico végzett dokkolds eredménye is. A tumoros sejtvonalakon végzett
sejtproliferacios vizsgalataink szerint a 20-as szamu lead vegyiilet antitumor hatasu
vegyiilet. A 20-as vegyiilettel kezelt tumoros sejtvonalaknal az RNS-polimeraz II
foszforilacidjanak dozisfiiggd csokkenését, valamint kaszpazfiiggd sejtelhalést
tapasztaltunk, amely hatasért a CDKO-inhibicié felelés. ADME vizsgalatok alapjan
megallapitottuk, hogy a lead vegyiilet kedvezd paraméterekkel rendelkezik. Tumoros
sejtvonalakon végzett kisérleteink bizonyitottak, a 20-as lead vegyiiletet és a h. r. TRAIL-
t alkalmazdé kombinacios terapia lehet6séget nyujthat hatékony daganatterapiara.
Kutatasaink eredményeibdl nemzetkdzi szabadalmi bejelentés késziilt'®®. A 20-as
vegylilet jelenleg klinikai fejlesztés alatt all. Az akut myeloid leukémiaval diagnosztizalt
betegek esetében a betegség patogenezisében 20-30%-ban az FLT3-kindz aberrans
aktivacioi tehetdek feleléssé. Doktori munkam soran vizsgaltam az extrém szelektiv
FLT3-gatlo sztiril-kinazolin vegyiiletcsaladot. Jelen munkamban kinaz assay-k alapjan
bizonyitottuk, hogy ennek a csaladnak a tagjai igen hatékony inhibitorai a D835Y-mutans
FLT3-kinaznak is. A leghatékonyabb molekuldk gétoltak a sejtroliferaciot és apoptozist
indukaltak FLT3-ITD akut myeloid leukémia sejtekben és hatastalanoknak bizonyultak
FLT3-independens leukémia és nem-leukémia sejtvonalakon. A Ill-as lead molekula
kedvez6 ADME ¢és farmakokinetikai paraméterekkel rendelkezik, valamint egér AML
xenograftban szignifikdnsan csokkentette a tumorndvekedést. Az eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a kutatocsoportunk altal szintetizalt, azonositott és
karakterizalt vegyiiletek terapids szerként hasznalhatok majd a jovoében, kiilonbozo
FLT3-ITD/ FLT3-TKD mutaciot hordozé refrakter, vagy visszaes6 AML betegek
esetében. A szelektiv FLT3-inhibitorokat célz6 kutatasaink soran szerzett eredményeim
szerepelnek egy 2013-ban benyujtott szabadalmi bejelentésben’®, illetve egy 2019.

szeptemberében megjelent publikacioban'®’.

88



8 Summary

CDKOQ is currently considered as an attractive drug target in the treatment of viral
infections, cancer, cardiac hypertrophy or even inflammation. During my PhD our recent
work was focused on the validation and biological evaluation of novel 4,6-disubstituted
pyrimidine-based inhibitors aiming to identify a selective inhibitor of CDK9. Based on
the biochemical profile, we identified compound 20, which proved to be the most
effective and selective CDKQ inhibitor, this result was confirmed also by the results of in
silico docking. According to our cell proliferation studies on tumor cell lines, lead
compound 20 is an antitumor compound. Treatment of cancer cell lines with lead
compound 20 resulted in dose-dependent reduction of RNA-polymerase Il
phosphorylation and induction of caspase-dependent cell death, all of which are
consistent with inhibition of CDK9. Based on ADME studies, we found the lead
compound has favorable parameters. Experiments performed on tumor cell lines
demonstrated that the combinatorial therapy of lead compound 20 and h. r. TRAIL may
provide an opportunity for effective cancer therapy. The results of our research have been
the subject of an international patent application'®. Compound 20 is currently under
clinical development. In patients diagnosed with acute myeloid leukemia, aberrant
activations of FLT3-kinase are responsible for 20-30% of the pathogenesis of the disease.
During my doctoral studies | investigated the highly selective FLT3-inhibitor styryl-
quinazoline compound family. In my present work, we demonstrated by kinase assays
that members of this family are also highly potent inhibitors of the D835Y-mutant FLT3-
kinase. The most effective molecules inhibited cell proliferation and triggered apoptosis
of FLT3-ITD acute myeloid leukemia cells and proved ineffective on FLT3-independent
leukemic and non-leukemic cell lines. The lead compound I11 has favorable ADME and
pharmacokinetic parameters and significantly reduced tumor growth in mouse AML
xenograft. Our results suggest that the compounds synthesized, identified, and
characterized by our research team may be used as therapeutic agents in the future for
patients with refractory or relapsed AML carrying various FLT3-ITD/FLT3-TKD
mutations. My results of our research on selective FLT3 inhibitors are included in a patent

application filed in 2013 and a publication published in September 20197,
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122



Fiiggelék

13. tablazat: Az 1-181. (tovabba I-XIII. a publikicié szadmozasat kovetd
elnevezés, a konnyebb kovethet6ség miatt) anyagok FLT3-D835Y enzimre
gyakorolt biolégiai hatasa. Az inhibicio mértékét a 10 uM anyagkoncentracidoban
mért szazalékos gatlas és a meghatarozott ICso (uM) értékek mutatjadk. Az
eredmények atlagértékek és szords adatokkal egyiitt vannak feltiintetve. Minden
egyes ICsp értéket legalabb 3 fiiggetlen kisérlet eredményei alapjan hataroztuk meg.
Az anyagok szerkezetei a VCC azonositoszam alapjan fellelhetéek. Az ND (not
determined) jelolés esetén a molekula az 1 pontos (10 uM) mérés esetén nem érte

el a 75%-os gatloérteket, ezért ICso mérésre nem keriilt kivalasztasra

FLT3-
VCC-ID | disszerticio ID | D835Y 10 F'I'CT 530 E(’E&S)Y sD
uM (inh%)
VCC868837 | CP-31398 82 2,97 0,83
VCC553231 | szunitinib 03 0,03 0,03
VCC149726 | tandutinib 6.66 257
VCC957727 |  quizartinib 76 153 0,91
\VCC843218 1 50 7,87 2,07
VCC599460 2 01 1,01 0,22
VCC037829 3 63 ND ND
VCC066952 4 76 ND ND
\VCCA73354 5 64 ND ND
VCC883227 6 79 171 0,29
\VCCA423492 7 86 0,48 0,11
\VCC430361 8 88 0,76 0,46
\VCC430361 9 68 ND ND
VCC033513 10 8 ND ND
VCC804409 11 3 ND ND
VCC350485 | 12 (XIII) 81 1,07 0
VCC4TT72 13 34 ND ND
VCC170116 14 13 ND ND
\V/CC612359 15 84 0,59 0,16
VCC247875 16 80 2 0,32
VCC338749 17 55 ND ND
VCC249772 18 79 1,89 0,83
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VCC764380 19 42 ND ND
VCC376116 20 (V.) 85 0,79 0,01
VCC998933 21 80 0,75 0,08
VCC465259 22 86 0,55 0,06
VCC811647 23 76 2,17 0,43
VCC811647 24 35 ND ND
VCC367174 25 34 ND ND
VCC233538 26 44 ND ND
VCC673429 27 -11 ND ND
VCC149726 28 46 ND ND
VCC792433 29 -8 ND ND
VCC167409 30 1 ND ND
VCC602169 31 -6 ND ND
VCC420638 32 38 ND ND
VCC210346 33 24 ND ND
VCC210346 34 61 ND ND
VCC357006 35 18 ND ND
VCC174957 36 8 ND ND
VCC340963 37 45 ND ND
VCC340963 38 30 ND ND
VCC450822 39 17 ND ND
VCC416150 40 48 ND ND
VCC514728 41 23 ND ND
VCC361541 42 -3 ND ND
VCC139726 43 -9 ND ND
VCC877069 44 -11 ND ND
VCC733676 45 24 ND ND
VCC747453 46 10 ND ND
VCC856931 47 -3 ND ND
VCC223919 48 13 ND ND
VCC494971 49 31 ND ND
VCC754844 50 18 ND ND
VCC377865 51 -8 ND ND
VCC745076 52 2 ND ND
VCC892866 53 -5 ND ND
VCC103259 54 28 ND ND
VCC509440 55 18 ND ND
VCC124485 56 3 ND ND
VCC770850 57 76 2,71 1,47
VCC808705 58 58 ND ND
VCC567984 59 86 0,64 0,33
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VCC799616 60 76 2,18 0,22
VCC633724 61 70 ND ND
VCC469537 62 58 ND ND
\VCC586980 63 86 0,52 0,1
VCC016886 64 75 ND ND
VCC647195 65 54 ND ND
VCC027215 66 15 ND ND
\VCC828392 67 -7 ND ND
VCC238603 68 15 ND ND
VCC243206 69 1 ND ND
\VCC485702 70 (1) 88 0,56 0,18
VCC923166 71 84 0,49 0,15
\VCC682781 72 73 ND ND
VCC592718 73 76 2,33 0,17
\VCC847492 74 55 ND ND
\VCC484898 75 -7 ND ND
VCC225205 76 1 ND ND
\VCC938609 77 86 0,02 0,01
VCC692043 78 60 ND ND
VCC028429 80 86 0,72 0,12
\VCC858945 81 85 1,36 0,24
VCC333676 82 64 ND ND
VCC675228 83 60 ND ND
VCC628026 84 90 0,98 0,15
VCC794245 85 56 ND ND
VCC490798 86 88 0,38 0,11
VCC412896 87 01 01 0,01
VCC412896 88 80 1,13 03
\VCC483395 89 90 0,58 0,13
VCC701055 90 75 ND ND
VCC743494 o1 72 ND ND
\VCCO86749 92 (Il.) 86 0,34 0,15
VCC303034 03 69 ND ND
VCC081216 94 11 ND ND
\VCC850225 95 51 ND ND
VCC567093 96 88 0,67 0.1
VCC999590 97 74 ND ND
VCC221857 980 39 ND ND
VCC475326 991 24 ND ND
\VCC856308 100 14 ND ND
\VCC426864 101 18 ND ND
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VCC174234 102 88 0,44 0.1
VCC601549 103 76 1,37 0,32
VCC217510 104 (I11.) 90 0,12 0,04
VCC344049 105 88 0,46 0,33
VCC111081 106 81 0,79 0,16
VCC636112 107 76 1,58 0,05
VCC721842 108 86 0,16 0,01
VCC438330 109 82 0,52 0,04
VCC452995 110 68 ND ND
VCC760121 111 58 ND ND
VCC815919 112 90 0,29 0,12
VCC284066 113 82 1,73 0,84
VCC864272 114 86 0,58 0,14
VCC447194 115 74 ND ND
VCC957333 116 86 0,37 0,06
VCC904227 117 (VI.) 93 0.1 0,01
VCC557574 118 52 ND ND
VCC569727 119 85 1,26 0.2
VCC224375 120 6 ND ND
VCC497138 121 5 ND ND
VCC789102 122 -1 ND ND
VCC342365 123 3 ND ND
VCC845862 124 11 ND ND
VCC278213 125 -13 ND ND
VCC795363 126 84 0,59 0,09
VCC627638 127 1 ND ND
VCC282750 128 (IV.) 88 0,15 0,02
VCC957727 129 76 0,81 0,11
VCC772069 130 31 ND ND
VCC328332 131 18 ND ND
VCC211167 132 86 0,48 0,19
VCC137482 133 80 1,81 0,8
VCC515162 | 134 (VIL) 92 0,08 0,03
VCC115373 135 85 0,7 0,15
VCC492193 136 84 0,59 0,41
VCC501244 | 137 (X1.) 89 0,19 0,07
VCC145108 | 138 (XIL.) 83 0,24 0,01
VCC788082 139 (VIIL.) 90 0,2 0,02
VCC151908 140 86 0,37 0,01
VCC997912 | 141 (IX.) 90 0,03 0

VCC319860 142 (X.) 86 0,07 0
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VCC559319 143 72 ND ND
VCC844935 144 17 ND ND
VCC830055 145 12 ND ND
VVCC844006 146 -11 ND ND
VCC532968 147 48 6,48 0,94
VCC119091 148 -10 ND ND
VCC203810 149 21 ND ND
VCCO017574 150 35 ND ND
VCC219102 151 33 ND ND
VCC170674 152 50 8,67 0,16
VCC926177 153 61 ND ND
VCC918099 154 82 1,49 0,52
VCC834062 155 27 ND ND
VCC142277 156 86 0 0
VCC910188 157 66 1,34 0,14
VCC681036 158 56 7,56 0,07
VCC654314 159 43 ND ND
VCC004104 160 88 0,07 0,02
VCC911242 161 88 0,11 0,02
VCC585203 162 25 ND ND
VCC344783 163 74 ND ND
VCC606376 164 69 ND ND
VCCO075472 165 7 ND ND
VCC738026 166 17 ND ND
VCC114464 167 48 ND ND
VCC380969 168 33 ND ND
VCC698438 169 62 ND ND
VCC307163 170 ND ND ND
VCC117500 171 ND ND ND
VCC076063 172 ND 0,3 0,01
VCC760219 173 ND 0,43 0,03
VCC934835 174 ND 2,16 0
VCC350543 175 ND 4,72 0,51
VCC778874 176 ND 5,78 0,39
VCC509993 177 ND 1,23 0,04
VCC318701 178 ND 1,45 0,33
VCC872633 179 ND 1,21 0,1
VCC398144 180 8 ND ND
VCC664955 181 8 ND ND
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14, tablazat: CPD III kezelés soran mért testsulyvaltozas. Mann-Whitney U-
tesztet alkalmaztunk a testilyvaltozas 0sszehasonlitdsara a kezelés elsd és utolso
napjan a kontroll és a kezelt csoportokra. A kezelés el6tt (19. nap) a median suly a
kontroll csoportban 30,40 g volt, mig a kezelend6 csoportban 31,70 g volt. U=51,5;
Z=-0,591; p=0.554 (2-szarnyu); a hatas nagysaga (r= 0,053). A kezelés utan (35.
nap) a testulyokat csokkentettiik a tumorok sulydval. A medidn a kontroll
csoportban 31,428 g, mig a kezelt csoportban 30,231 g volt; U=31; Z=-1,937,
p=0.053 (2-szarnyu); a hatas nagysaga (r=0,011) is. Ezek alapjan azt allithatjuk,

hogy nincs szignifikans kiilonbség a kontroll és a kezelt allatok teststlya kozott.

kontroll csoport I11-as vegyiilet kezelt csoport
allat allat
, allat tumor siilya a allat allat tumor stilya a
allat , , tumor , , , tumor
, sulyaa | sulyaa |. , .| sulyaa | sulyaa | sulyaa |. L
allat | sulyaa inoculaci inoculaci
tumor tumor |, .. .| tumor tumor tumor |, .
szdm | tumor | . . . . |otkoveto | . , L . . | ot kdvetd
. , . | inoculaci | inoculaci inoculaci | inoculaci | inoculaci
a | Inoculdci | oy b o | ot kovetd | o> | 6t kovetd | 6t kovets | 6t kovetd | o>
ot kdveto napon a napon a
35. 35. 19. 35. 35.
19. tumor tumor
napon napon , napon napon | napon 35 ,
naponloll Trgr | fgr | S| @ | el | g | Sibe
nélkiil nélkiil
[d] [9]
1 29,80 32,90 1,33 31,13 30,60 29,60 0,45 29,15
2 33,50 34,50 0,66 34,16 31,80 31,50 0,80 30,70
3 30,40 31,50 1,03 31,43 32,50 33,30 1,43 31,87
4 30,40 32,30 1,38 31,78 32,30 31,80 0,68 31,11
5 31,30 31,40 1,06 32,36 27,40 28,40 0,56 27,84
6 32,80 34,60 1,54 34,34 31,10 29,50 0,64 28,86
7 26,20 28,20 1,45 27,65 33,50 33,00 0,58 32,42
8 29,80 31,50 1,15 30,95 26,30 26,50 0,69 25,81
9 33,20 36,80 2,62 35,82 31,70 31,60 1,01 30,59
10 27,90 29,70 1,38 29,28 32,10 31,50 1,27 30,23
11 28,40 30,70 1,83 30,23 29,40 29,50 0,50 29,01
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