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1 BEVEZETÉS 

A daganatos megbetegedés a második vezető halálok a világon, 

2018-ban 9,6 millió ember halálát okozva mind a fejlődő, mind 

pedig a fejlett országokban. A kinázokban fellépő mutáció teljes 

vagy részleges funkcióvesztéshez vezet, ami számos 

megbetegedést (diabétesz, kardiovaszkuláris-, ideg- vagy 

immunrendszert érintő, különféle gammaglobulinémia) 

valamint daganatos megbetegedéseket (leukémiát, 

neuroblasztómát és glioblasztómát) okozhat. A Bcr-Abl tirozin-

kinázt gátló daganatellenes gyógyszer imatinib átütő klinikai 

sikere a 2000-es évek elején egy új korszakot teremtett a mutáns 

kinázok célzott terápiájában. Ennek következtében a kinázok 

gyógyszercélpontokká váltak az elmúlt néhány évtizedben.  

A CDK9 a ciklindependens-kinázok (CDK) közül a 

szerin/treonin-kinázok közé tartozik, aktivációjukhoz egy ún. 

ciklin alegységre is szükség van. A CDK9 a sejtnövekedés, 

sejtdifferenciáció, és a virális patogenezis genetikai 

programjaihoz szükséges RNS-ek szintézisét promotálja. A 

CDK9-ciklinT1 komplexnek az RNSP-II foszforilációjában van 

lényeges szerepe, gátlásával az RNS szintézis csökken, ezáltal 

bizonyos anti-apoptotikus proteinek expressziója csökken. 
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Továbbá azt is bizonyították, hogy a komplex gátlása a kaszpáz 

kaszkádon keresztül elindítja a p53-független apoptózist. 

Napjainkig több mint 20 CDK-inhibitor került különböző 

tumoros betegeknél fázis I. és II. vizsgálatokba. A tumoros 

megbetegedések során alkalmazott konvencionális kemoterápia 

egyik legnagyobb gátja napjainkban is a rezisztencia 

kialakulása. Az apoptózis belső, p53-mediált útja gyakran 

“bénult” tumoros megbetegedéseknél. A kezdetekben azt 

feltételezték, hogy a rezisztens tumorok esetén megoldást 

jelenthet a külső apoptotikus jelátviteli út aktiválása. A TRAIL 

szelektíven csak a tumoros sejtekben indít p53-független 

apoptózist, a normál sejtekben nem, fontos célponttá vált a 

gyógyszerkutatásban. Az FLT3 receptor ligandja az FLT3L 

citokin, mely a hematopoietikus progenitor sejtek, 

proliferációjában, túlélésében és differenciációjában játszik 

szerepet. Az FLT3-at érintő mutációk az AML betegségek 30%-

ban fordulnak elő. A leggyakoribb FLT3 mutáció az internal 

tandem duplication elváltozás (ITD), az AML-ek negyedében 

van jelen, rossz prognózist jelez. A TKD-t érintő pontmutációk, 

amelyek a receptor aktivációs hurkát érintik, az összes AML-es 

megbetegedés 7%-ban, az ALL-ben 3%-ban fordul elő. A 

D835Y TKD pontmutáció megnövekedett protein aktivitást 

eredményez. Napjainkban minden AML-es páciens esetében 
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kötelező az FLT3 státuszának vizsgálata. Az FLT3 mutációk 

gyakori előfordulását, valamint prognosztikai értékét 

figyelembe véve az FLT3 potenciális terápiás célpontnak 

tekinthető AML-ban. A kezdeti első generációs FLT3-

inhibitorok alkalmazása esetén tapasztalt toxicitás, 

szuboptimális farmakokinetikai eredmények, az off-target 

hatások után a klinikai vizsgálatok izgalmas eredményeket 

szültek. 
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2 CÉLKITŰZÉSEK  

Célkitűzések a 4, 6-diszubsztituált pirimidin-alapszerkezetű 
vegyületek esetében.  

1. Célzott fehérje alapú biokémiai rendszerekben 

nagyszámú származékok (fókuszált vegyülettár) 

tesztelése a minél hatékonyabb és szelektívebb 

molekulák azonosítása érdekében, a célzott fehérjealapú 

teszteléshez nagy, illetve közepes áteresztőképességű 

(HTS/MTS) biokémiai tesztrendszerek beállítása: 

CDK9, CDK4, CDK2 kinázaktivitási tesztek 

optimalizálása és validálása. 

2. Fehérjealapú biokémiai tesztek során azonosított találati 

molekulák hatékonyságának vizsgálata sejtes 

rendszerekben.  

3. Biokémiai- és a sejtes tesztekben azonosított 

leghatékonyabb 20-as lead vegyület szelektivitási 

profiljának a részletesebb meghatározása.  

4. A 20-as lead vegyület biológiai hatásmechanizmusának 

vizsgálata.  

5. MCF7 sejtek érzékenyítése 20-as vegyülettel CDK9-

gátláson keresztül TRAIL-re. 
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Célkitűzések a sztiril-kinazolinok esetében.  

1. Target-alapú hatóanyag fejlesztéshez szükséges 

biokémiai rendszerek optimalizálása és validálása; FLT3 

kinázaktivitási tesztek optimalizálása és validálása a vad 

típusú, illetve ITD vagy D835Y mutációt hordozó 

enzimekre.  

2. Inhibitorok validálása sejtes rendszerekben.  

3.  III-as lead vegyület szelektivitási profiljának a 

meghatározása.  

4. MV4-11 FLT3 ITD-mutáns akut mieloid leukémia 

sejtvonalon a hatásmechanizmus vizsgálata.  

5. Leghatékonyabb analógok gyógyszerszerűség 

szempontjából fontos korai ADME paramétereinek 

meghatározása.  

6. A lead molekula farmakokinetikai paramétereinek 

meghatározása és in vivo vizsgálata.  
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3 MÓDSZEREK  

1. In vitro kináz assay - Fluoreszcencia polarizáción 

alapuló mérések - IMAP (Immobilized Metal Assay for 

Phosphochemicals) 

2. High-Throughput kináz szelektivitási profil 

meghatározása (KINOMEscan™)  

3. Lumineszcens sejtviabilitás vizsgálat  

4. In vitro klonalitás vizsgálat  

5. Apoptotikus DNS-fragmentáció meghatározása 

áramlásos citometriával  

6. Apoptózis vizsgálata áramlási citométerrel Annexin V-

FITC és propidium-jodid kettős jelölt sejteken  

7. A sejtciklus vizsgálata áramlási citométerrel BrdU és 

propidium-jodid kettős jelöléssel  

8. Kazpáz-3/7 aktivitás mérése lumineszcens 

tálcaleolvasóval  

9. Kaszpáz-3/9 aktivitásmérés fluoreszcens 

tálcaleolvasóval  

10. Western-blot analízis  

11. Egér xenograft modell  

12. Farmakokinetikai vizsgálat  

13. Kinetikai oldhatóság vizsgálat  
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14. Permeabilitás vizsgálat (PAMPA)  

15. Dokkolás  
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4 EREDMÉNYEK 

Eredmények a 4, 6-diszubsztituált pirimidin-alapszerkezetű 
vegyületek esetében.  

A vegyületeket fluoreszcencia polarizáció alapú IMAP™ 

(Immobilized Metal Assay for Phosphochemicals) kináz assay-

ben vizsgáltam. A legígéretesebb molelulák nanomólos 

koncentrációban gátolták a CDK9 enzimet és szelektívek 

CDK2- és a CDK4-enzimekkel szemben.  

Proliferációs tesztekben vizsgáltuk a biokémiai kináz assay-k 

alapján a 4 leghatékonyabb származékot (17, 20, 21 és 22). Azt 

vizsgáltuk, hogy a kedvező biokémiai eredmények után a 21 

tumoros sejtvonalból álló panelen is hatékonyak-e az 

inhibitoraink. A szériából a 20-as számú bizonyult a 

leghatékonyabbnak. Drámaian csökkentette a sejtviabilitást 

minden sejtvonalon, a legtöbb esetben szubmikromoláris 

tartományban volt a meghatározott IC50 érték. 

A leghatékonyabbnak ítélt 20-as vegyület szelektivitási profilját 

a DiscoveRx cég az ún. KINOMEscan® kötődési assay-ben 

határozta meg. A kísérlet során 451 kinázon vizsgálták az anyag 

kötődését 1 µM-os koncentrációban. Az eredmények alapján a 

20-as anyag a kinázoknak mindössze 1,5%-ához kötődött, első 

sorban a CDK9-hez.  
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A 20-as vegyület bizonyult, a leghatékonyabb és legszelektívebb 

CDK9-gátlószernek, a sejtes hatást MCF7 sejteken vizsgáltuk. 

A 20-as vegyülettel kezelt tumoros sejtvonalaknál az RNS-

polimeráz II foszforilációjának dózisfüggő csökkenését 

tapasztaltuk. Az RNSP-II gátlása is megfigyelhető, amelynek 

következményeként kimutattuk, az antiapoptotikus Mcl-1 

protein és az Mdm-2 ubikvitin ligáz csökkent expresszióját, a 

tumor szuppresszor (p53) akkumulációját, valamint a CDK9 

protein mennyiségének csökkenését is. A 20-as vegyület gátolta 

a DNS-szintézist (S-fázis), magasabb koncentrációjú kezelőszer 

hatására, a G2/M fázisban akkumulálódtak a sejtek. U266 

sejteket inkubáltunk 20-as anyaggal, majd a CDK9-inhibíciót és 

különböző, az apoptózis folyamatában szerepet játszó proteinek 

expressziós szintjét vizsgáltuk. Az RNSP-II foszforilációs 

státusza konzisztens volt a korábbi, az MCF7 sejtvonalon 

végzett kísérleteink során kapott eredményekkel, amelyek 

szerint már 1 µM koncentrációban is szignifikánsan csökkent a 

foszforilációs szint. A kezelés hatására megfigyelhető volt az 

Mcl-1 és a XIAP proteinek downregulációja, valamint a 

kaszpáz-3, -7 és -9 aktivációja és a PARP hasadása. A kaszpáz-

3 és -9 aktiválódást fluorimetriás enzim-aktivitás 

mérőrendszerben is megvizsgáltuk, ahol dózisfüggő 

kaszpázaktivitást detektáltunk. Tumoros sejtvonalakon végzett 
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kísérleteink bizonyították, a 20-as lead vegyületet és a TRAIL-t 

alkalmazó kombinációs terápia lehetőséget nyújthat hatékony 

daganatterápiára. Kutatásaink eredményeiből nemzetközi 

szabadalmi bejelentés készült. A 20-as vegyület jelenleg klinikai 

fejlesztés alatt áll. 

Eredmények a sztiril-kinazolinok esetében. 

A fókuszált sztiril-kinazolin alapszerkezetű vegyületeket 

vizsgáltam, fluoreszcencia polarizáció alapú IMAP™ kináz 

assay-ben. A biokémiai kináz assay-k eredményei alapján 

elmondhatjuk, hogy a leghatékonyabbnak ítélt inhibitorok, 

egyaránt nanomólos koncentrációban gátolják az FLT3-ITD és 

az FLT3-D835Y enzimeket, az FLT3wt vad típusú enzimen 

pedig nem hatnak, tehát szelektívek. A kináz assay-k (FLT3wt, 

FLT3-ITD és FLT3-D835Y) eredményei alapján célul tűztük ki 

a biokémiailag igen hatékony és szelektív inhibitorok 

tumorellenes hatásának vizsgálatát leukémia és nem leukémia 

humán sejtes rendszerekben. A hatóanyagok (I-XIII.) drámaian 

csökkentették a sejtviabilitást az FLT3-ITD mutációt hordozó 

MV4-11 sejtvonalon. Az FLT3-független K562 és U-937 

leukémia sejtvonalakon a mért gátló hatás elenyésző volt, ahogy 

a HS-5 csontvelői stróma sejtvonalon is.  
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A vegyületek oldhatóságát két pH-értéken mértük HPLC-vel. A 

III-as vegyület fiziológiás pH-n elfogadható oldhatóságot 

mutatott. A vizsgált vegyületek többsége jó penetrációs értéket 

mutatott, így arra a következtetésre jutunk, hogy ezeknek a 

származékoknak egy része passzív diffúzióval képes áthaladni a 

sejtmembránon. A korai preklinikai fejlesztéshez nem szükséges 

a vegyületek formulázása. A jobb oldhatóság és penetrációs 

értékek alapján a III-as lead vegyület szeletivitását kötődési 

assay-ben (KINOMEscan™) vizsgáltuk.  

 Mivel reprodukálható antiproliferatív hatást tudtunk kimutatni 

a III-as, VII-es és IX-es lead esetén az MV4-11 sejtvonal 

esetében, szerettük volna a hatásmechanizmust részletesebben 

vizsgálni. Az apoptózist Annexin V-FITC és propidium-jodid 

kettős jelölést követően vizsgáltuk. A sejteket növekvő 

koncentrációban kezeltük a vegyületekkel (III. VII. IX.), majd 

koncentrációfüggő indukált apoptózist muattunk ki. Az 

apoptotikus jelátviteli útban a kaszpáz-3 a kulcs effektor 

kaszpáz, így a Caspase-Glo® 3/7 Assay-t használtuk, hogy 

meghatározhassuk a kezelések indukálta kaszpáz-3/7 aktivitást. 

A hatás a szunitinib indukálta hatáshoz volt mérhető, így 

igazolta, hogy a lead molekulák dózisfüggő apopózist 

indukálnak az MV4-11 sejtvonalon.  
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A III-as számú molekulának kedvező a farmakokinetikai 

profilja. SCID egereket szubkután beoltottunk MV4-11 AML 

sejtekkel. Az inokulációt követő 19. naptól az állatokat 

intraperitoneálisan kezeltük 17 mg/kg dózisban a III-as számú 

molekulával 16 napon keresztül. A kontrollhoz képest a III-as 

vegyülettel kezelt állatokban a tumor térfogata 48%-kal, a tumor 

súlya 49%-kal kisebb maradt. Az eredmények alapján arra 

következtetünk, hogy a III-as vegyület hatékonyan gátolta a 

tumornövekedést, ebben a dózisban nem toxikus.  
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5 KÖVETKEZTETÉSEK 

Következtetések a 4, 6-diszubsztituált pirimidin-
alapszerkezetű vegyületek esetében. 

1. Ígéretes lead molekulákat azonosítottunk és 

karakterizáltunk az újonnan szintetizált 4, 6-diszubsztituált 

pirimidin-alapszerkezetű vegyületek között, melyek 

hatékonyan és szelektíven gátolják a CDK9-enzimet.  

2. Az optimalizációs folyamat során azonosítottuk a 20-

as számú anyagot, mely a legszelektívebb CDK9-

inhibitornak bizonyult a szériában.  

3. A molekuláris modellezés is egyértelművé tette a 20-

as számú anyag interakcióját a CDK9-enzimmel.  

4. A 20-as számú származék jelentős antitumor hatást 

mutatott sejtes panelen. 

5. Vizsgálataink demonstrálták, hogy a 20-as lead 

molekula apoptózist indukál többek között az anti-

apoptotikus Mcl-1 expressziójának gátlása útján.  

6. A 20-as vegyület CDK9-gátláson keresztül a TRAIL-

rezisztens MCF7 sejteket érzékenyíti a TRAIL-indukált 

apoptózisra in vitro.  
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Következtetések a sztiril-kinazolinok esetében. 

1. Az újonnan szintetizált sztiril-kinazolin-származékok 

között olyan extrém szelektív inhibitort azonosítottam 

(III-as vegyület), amely az eddig ismert hatóanyagoktól 

eltérően nem csak az FLT3-kináz aktiváló (ITD), de 

rezisztenciát okozó (D835Y) mutáns változatát is képes 

gátolni in vitro. 

2. A III-as hatóanyag szelektíven gátolta az FLT3-

dependens MV4-11 ITD mutáns AML sejtvonal 

proliferációját.  

3. A lead molekulák fiziológiás pH-n is jól oldódnak, 

valamint, a mesterséges membránon is hatékonyan 

átjutnak, így azt a következtetést vontuk le, hogy a 

sejtekbe passzív transzporttal is könnyen bejuthatnak.  

4. A farmakokinetikai mérések és egér xenograft alapján 

állítjuk, hogy az általunk kiválasztott a III-as lead 

molekula, in vivo is hatékonyan gátolja az MV4-11 

sejteket.  
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