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1. Bevezetés

A kiilonféle rakos elfajulasok korunk legmagasabb morbiditast
betegségei kozé tartoznak. Kozos jellemzojiik a sejtek korlatlan
osztddasa. Sulyos problémava -rosszindulatuva- akkor valnak, mikor a
raksejtek kiszakadnak szdveti kornyezetiikbol €s un. attéteket képeznek
mas szervek szoveteiben. Az attétes szervek funkcidja romlik, ami végiil
a beteg haldlat okozza. A rékos elfajulasok sok szempontbol
heterogének, de az elmilt harminc évben vilagossa valt, hogy ezek
koziil a legfontosabb genetikai sokféleségiik. Ma mar ismert, hogy a
kiilonféle genetikai elvaltozasok és az altaluk eredményezett hibas
mikddési fehérjék iranyitjak a raksejtek sziintelen osztodasat. Genetikai
elvaltozasok szamos kiilsé és belsO hatasra keletkezhetnek, de az
egészséges sejtek hibajavitdé mechanizmusai korrigaljak oket. Kritikus
szamu és mindségll hiba megmaradasa azonban rakossa teszi a sejtet. A
human genom fehérjét kodold génjei koziil meglepden kevésnek a
hibaja (mintegy 140) jatszik dontd szerepet a rakok tulnyomo
tobbségében. E megvaltozott gének ¢és fehérjék az ugynevezett ,,driver”-
ek.

A driver gének kozott meglepden nagy szamban talaljuk kinazok
génjeit. A kindzok olyan enzimfehérjék, melyek egy foszfo-csoportot
(PO3) képesek athelyezni mas makromolekuldkra és igy azok miikodését
befolyasolni. Sorban egymast foszforilalo kindzok alkotjak a sejtek
legjelentdsebb intracellularis jelpalyait, melyek a sejtfunciokat -koztiik a
sejtosztodast- szabalyozzak. Mas kinadzok kozvetleniil a sejtfunkciokat
végz6 makromolekuldkat iranyitjak. Ez utobbira példdk az Aurdra
kinazok.

Az Aurora kindzok minden emberi sejt osztodasanak vezérlésében
kulcsszerepet jatszanak. Harom paralog fehérje tartozik a csaladba,
amelyek koziil a két legfontosabb az ,,A” és ,,B” jelii kindz. Az Auréra
A a sejt mikrotubulus vazrendszerének kozpontjaul szolgalod
centroszoma osztodasaért és a bel6le kiinduld mikrotubulus orsok
felépiiléséért felel. Az Aurdra B kinaznak harom funkcidja is van: 1) a
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sejtosztodas elétt megkettozodott DNS  allomany kromoszomakba
kondenzalodasat, 2) a korrekt mikrotubulus ors6-kromoszoma
kapcsolatok kiépiilését és 3) magat az utddsejtek fizikai szétvalasat, a
citokinézist vezényli le.

Az Aurdra kinazok hibas (alul, vagy tal) miikddése a kromoszoémak -
¢s igy a gének- egyenlétlen eloszlasat vonja maga utan az
utodsejtekben. Igy az Aurdra kinazok hibas miikodése aktivan
hozzéjarul a genetikai elvaltozasok gyarapodasahoz a raksejtekben. Bar
jelen ismereteink szerint egyik Aurdra kindz sem driver, szamos
raktipusban tapasztalhatdé hibas mikodésik. Ezen  kivil a
sejtosztodasban (ami ahogy az imént lattuk, a raksejtek legalapvetobb
tulajdonsaga) betoltott kozponti szabalyzd szerepiik és a tény, hogy
gyogyszerhatéanyagokkal gatolhatdo miikodésiik mégis igéretes terapias
célpontokka teszi dket. Sok laboratériumi eredmény tamasztja ala, hogy
az Aurdéra kindzok gatlasa valoban sejthalalt -apoptozist- indukal
raksejtekben. Ugyanakkor maig nem egyértelmi, hogy melyik paralog,
az Aurodra A vagy B a jobb célpont, esetleg mindkettd gatlasa sziikséges
a maximalis rakellenes hatas eléréséhez.

Az elmult masfél évtizedben tobb tucat célzottan Aurédra kinazgatlo
hatéanyagot fejlesztettek ki, de egy kivételével mind elbukott a klinikai
vizsgalatok soran. Jelenleg sincs Aurdra kinazgatld alapt engedélyezett
gyogyszer a piacon.

Sajnos az ismert driver fehérjék ellen altalaban is kevés célzott
hatéanyag all az onkologusok rendelkezésére. Raadasul a raksejtekben
az 1 genetikai elvaltozasok is gyorsabban halmozddnak fel (példaul az
Aurodra kinazok hibas miikddésének hatasara), ezért rezisztencia is
gyorsabban alakul ki a gyogyszerekkel szemben. Az egyik lehetséges
kiutat a mar meglévé hatdoanyagok kombinalasa jelentheti, ami
szerencsés esetekben szinergisztikus. Szinergizmus akkor all fenn, ha
egy hatdéanyag kombinacié hatékonyabb, mint az egyes hatéanyagok
kiilon-kiilon mért hatasanak az dsszege.



2. Célkitiizések

Habar az Aurdra kindzok igéretes gyogyszercélpontok, jelenleg még
sincs engedélyezett gatloszeriik. Eppen ezért doktori munkdm témajaul
az Aurdra kinazgatlok vizsgalatat valasztottuk. A Vichem Kft.
molekulatarjaban korabban azonositottak egy benzotiofén-3-karboxamid
alapvazii kismolekula csaladot, amelyek jol gatoltak az Aurora
kinazokat. Doktori munkam soran két feladatot tiiztem ki célul:

I) A Dbenzotiofén-3-karboxamid analdogok részletes vizsgalatat
szamos in vitro és sejtes kisérleti rendszerben. Az Auroéra kinazgatlo
hatés bizonyitasat és a leghatékonyabb, vezérmolekula kivalasztasat.

I) A  vezérmolekula  vizsgalatdit  hatéanyag-kombinacios
kisérletekben.



3. Anyagok és modszerek

Sejtvonalak

Munkdmhoz az ATCC-bdl szarmazé HCT 116 és HT-29 human
vastagbélrak sejtvonalakat hasznaltam melyeket a forgalmazo 4ltal
ajanlott (10% (V/V) magzati borju savoval és antibiotikummal
kiegészitett) sejttenyészté médiumban neveltem parasitott, 5% CO,-t
tartalmaz6 atmoszféraju inkubatorban az eldirasoknak megfelelden.

Gatloszerek és rekombindns enzimek

A kisérletekhez  hasznalt  benzotiofén-3-karboxamid alapu
hatéanyagokat a Vichem Kft-ben szintetizaltdk. A referencia Aurodra
gatloként hasznalt VX-680, MLN8054 és MLN8237 hatéanyagokat a
Selleck Chemicals-tol (LLC, USA) illetve a Sigma-Aldrich-tol
vasaroltuk. Minden hatéanyagot 5 mM-os DMSO toérzsoldatban
taroltunk és tisztasagukat haromhavonta HPLC-vel ellendriztiik.

A rekombinans Aurdéra A enzim a Proteros Biostructures-tol, az
Auroéra B a SignalChem-t6l (lot: E021-1) szarmazott.

Sejt életképesség mérés

A raksejtek életképességét a gatloszerek jelenlétében klasszikus
MTT modszerrel mértem meg 96 luku lemezeken. A kezelt kultirakrol
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid) oldattal 1,5
oran 4t 37°C-on inkubaltam Oket. A formazan kristalyokat
szolubilizaltam (2-propanol, 1 mM HCI és 10% (V/V) Triton X-100),
majd megmértem az oldat abszorpcidjat két hullamhosszon. A 635 nm-
es adatokat (referencia hullamhossz) kivontam az 570 nm-es adatokbol.
Az igy nyert nyers adatokbol a kontrollokhoz viszonyitott ICs, értékeket
Excel (Microsoft) és XLfit 5.1.0 (IDBS, Surrey, UK) szoftverekkel
hataroztam meg.



In vitro rekombindns enzimgdtlas mérés

A vasarolt rekombinans enzimekkel optimalizalt Osszetételi
pufferben futtattam a reakciokat 384 luki lemezeken (Corning 3676).
Az ATP koncentraciot kiilon kisérletben mindkét kinaznak a sajat
Kwmpare értékére allitottuk be. Az enzimreakcié miikodését IMAP
(Molecular Devices) rendszerrel detektaltuk. A nyers adatokbol a
kontrollokhoz viszonyitott ICsy értékeket Excel (Microsoft) és XLfit
5.1.0 (IDBS, Surrey, UK) szoftverekkel hataroztam meg.

Aramldsi citometrids mérés

A 24 luki lemezen kezelt sejtkultirdkat minden feliilluszoval és moso
oldattal egylitt mintatarté csévekbe mértem és propidium-jodiddal (a
DNS tartalom vizsgéalata esetén) vagy propidium-jodid és Annexin V-
FLUOS kombinacidjaval (az apoptozis vizsgalat esetén) jeldltem. A
jelolt mintdk fluoreszcencidjat FACSCalibur aramlasi citométerrel és
CellQuest Pro szoftverrel (BD Biosciences) mértem meg. A kiértékelés
szintén CellQuest Pro illetve Excel (Microsoft) programokkal tortént.

Western blot analizis

A 60 mm-es petri csészéken nevelt és kezelt sejtkulturakat jéghideg
RIPA pufferrel (50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% (V/V) NP-40,
0,5% (V/V) natrium-deoxikolat, 0,1% (V/V) SDS, 2 mM EDTA, 2 mM
EGTA, 1 mM DTT, 1 mM natrium-ortovanadat, 200 uM PMSF ¢s 0,5%
(V/V) proteaz inhibitor koktél (Calbiochem)) lizaltuk. A mintakat a
szokott modon eldkészitettitk ¢és futtattuk 10%-os SDS-gélen, PVDF
membranra blottoltuk ¢és ellenanyagokkal inkubaltuk (1° -éjszakan at,
4°C / HRP-konjugalt 2° -egy ora, szobahdmérséklet). Az ellenanyagokat
a CellSignaling Technologies-tol (Danvers, MA, USA) és a Sigma-
Aldrich-t6l (St. Louis, MO, USA) vasaroltuk. Az ellenanyagokkal jelolt
fehérjéket rontgenfilmen (CL-XPosure Films, Thermo Scientific, MA,
USA) vizualizaltuk kemilumineszcens oldat segitségével (Western
Lightning Plus-ECL, PerkinElmer).



Fluoreszcens mikroszkopia

A 96 luki Ibidi u-lemezen (89626) nevelt és kezelt sejtkulturakat
4%-o0s (V/V) formalin oldattal fixaltam (10 perc, szobahdmérséklet),
0,1%-0s Triton X-100 detergenssel permeabilizaltam (10 perc,
szobahémérséklet), majd ellenanyagokkal inkubaltam (1° -éjszakan at,
4°C / fluoreszcens festékkel konjugalt 2° -egy ora, szobahdmérséklet).
perc, szobahomérséklet) festettem és a mintakat Zeiss Axiovert 200M
fluoreszcens mikroszkoppal, AxioVision 3.1 szoftver segitségével
vizsgaltam meg. Az egyes fluoreszcens festésekrol késziilt képekbdl
FIJI szoftverrel készitettem kompozit képet.

Hatoanyag kombindcios kisérletek

Minden kombindcié esetén a hatéanyagok 1:1 aranyu keverékébol
(illetve monoterapiaban a két hatdéanyagbol kiilon-kiilon) készitettem tiz
tagl, harmadolé higitasi sort, amivel a 96 lukl lemezre kihelyezett
sejtkulturakat kezeltem. A sejt életképesség mérés a fent ismertetett
MTT modszerrel tortént.

A nyers adatokat 0 és 1 kozé normaltam, majd CompuSyn® v1.0
szoftverrel (ComboSyn Inc.) analizdltam. A program a kezelések ICs,
értéknél vett kombinacios indexét (CI) adja eredményiil, ami CI>1 érték
esetén antagonizmust, CI=1 esetén additiv hatast, CI<l érték esetén
szinergizmust jelez.

Statisztikai analizis

A feltiintetett adatok kevés kivétellel legalabb harom fiiggetlen mérés
atlagai.

Minden rekombinans enzimgatlas mérés esetén kiszamoltuk a Z’
értéket: Z’=1-((3SDmaxt3SDmin)/(AVimax-AVin)) ahol is az SD szoérast,
az AV atlagot jeldl. Csak azoknak az enzimgatlas-méréseknek az adatait
fogadtuk el, amelyeknek a Z’ értéke 0,5-nél nagyobb volt.

Az apopt6zis vizsgalat esetén kétmintas ¢-probaval hataroztam meg a
mintak kiillonbségének szignifikanciajat (p < 0,05).
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4. Eredmények

A Vichem Kft. molekulatarjdban azonositott benzotiofén-3-
karboxamid alapvazii kismolekuldk koziil 84-nek vizsgaltam meg az
¢letképességre gyakorolt hatasat HCT 116 sejteken. A 84 molekula
kozott igen kis szerkezetbeli kiillonbségek voltak, ami egyértelmi, szép
szerkezet-hatas Osszefliggések felallitasat tette lehetévé. Tobb molekula
is a referencia Aurora kinazgatlokkal megegyez6 erdsségben gatolta a
sejtek ¢letképességét, ezek koziil a nyolc legjobbat vizsgaltam tovabb. A
vastagbélrak eredetii HCT 116 sejtekkel ellentétben e nyolc kivalasztott
hatdéanyag nem gatolta szamottevéen a primer human fibroblaszt
sejtkulturak életképességét.

Az in vitro rekombinans enzimgatlas mérésben a nyolc kivalasztott
hatéanyag mindegyike a referencia Aurdra kindzgatlokkal hasonlo
erdsségben gatolta az Aurdra A és B kinazok miikodését. Szamottevo
kiilonbséget viszont nem tapasztaltam az egyes anyagok hatasa kozott.

Az Aurdra B gatlasanak biztos jele a citokinézis elmaradasa és a
sokmagvu (azaz emelkedett DNS tartalmi) sejtek megjelenése a
kultiraban. Ezt elméletileg mind a nyolc kivalasztott hatdoanyagnak el
kellett volna érnie. Az aramlési citométeres mérésben viszont csak Ot
hatéanyag gatolta 100 nM koncentracioban 24 ora utan a citokinézist
(hasonldan az Auréra A és B kettdsgatld VX-680 referenciaanyaghoz), a
masik harom csak 1 pM koncentracioban (hasonléan az Aurdra A
szelektiv MLN8054 referenciaanyaghoz).

Ugyanezt a mintazatot tapasztaltam fluoreszcens mikroszkopos
felvételeken a sejtmagok sokszorozodasat figyelve 100 nM és 1 uM
koncentracioban, 24 6ra utan.

Mi tobb, a nyolc kivalasztott hatéanyag koziil ugyanaz az 6t indukalt
apoptozist 100 nM koncentracioban, amelyek gatoltak a citokinézist és
sokmagvu sejteket hoztak létre. Ugyanakkor 1 uM koncentracioban mar
mindegyik vizsgalt anyag indukalt apoptozist (1. Abra). Megjegyzend®,
hogy az apoptozis megjelenéséhez a 24 vagy 48 oras kezelés nem volt
elég, az csak 72 6ra utan indukalédott a sokmagvi sejtekben.
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1. Abra Oldészer (DMSO) kontroll, referencia Auréra kinazgatlok és a
nyolc kivélasztott benzotiofén-3-karboxamid altal indukalt apoptotizalo
sejtek aranya két koncentracioban, 72 dra kezelés utan.

A sejt életképesség és az apoptozis indukcid vizsgalat alapjan a nyolc
kivalasztott hatdanyag koziil a 25-0st neveztem ki vezérmolekulanak (2.
Abra). A 25-6s mar 100 nM-ban is indukalt apoptozist, mig a 21-es csak
1 uM koncentracioban. E két hatdanyag esetén végiil western blot
kisérletben is megvizsgaltam, hogyan befolyasoljak az Auréra A és B
kinazok mukodését €16 sejtekben. Mig a 21-es az Aurdra A
foszforilaciojat (és igy aktivitasat) mar 500 nM koncentracioban gatolta,
az Aurdra B-ét még 1 pM koncentracioban is csak részlegesen. Ezzel
szemben a 25-0s -egybecsengve az aramlasi citométeres mérésekkel-
mar 100 nM koncentracioban is gatolta mindkét Aurdra kinaz
foszforilaciojat.

Végiil masodik célomként megvizsgaltam a 25-0s (és referencia
Auréra kinazgatloként a VX-680) hatasat mas célzott terapias
hatéanyagokkal kombinacioban. Ezek koziil hat hatéanyag tipusrdl mar
kimutattak, hogy szinergizal Aurora kinazgatlokkal:
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- GSK2126458, egy PI3K/mTOR gatlo

- Erlotinib, egy EGFR gatlo

- Trichostatin A, egy I-es és II-es tipusu hiszton deacetilaz gatlo

- Dasatinib, egy BCR/ADbI és Src-csalad gatlo

- Lonafarnib, egy farnezil-transzferaz gatlo

- Carfilzomib, egy proteaszéma gatlo
Tovabbi két hatéanyagrol nem allt rendelkezésre irodalmi adat:

- Crizotinib, egy ALK, ROS1 és c-Met gatlo

- Es természetesen a 34-es jelzést, sajat fejlesztésit EGFR—c-Met

kettosgatlo
A 25-0s a kombinaciok zomében a VX-680-as referencia Aurodra
kinazgatloval megegyez6 mobdon szinergizalt a tobbi célzott
hatéanyaggal. Mind a két Aurdra kindzgatld mutatott szinergizmust
tovabba a két c-Met gatlo hatéanyaggal is.

A B -
H,N H
D = fl H 0
AssdrS Al YosdysLs
0% 0 N H 0O S0 & N H

S Ob—N\ O>;—N\

2. Abra A 21-es (A) és 25-6s (B) vegyiiletek kémiai szerkezete.



5. Kovetkeztetések

* A benzotiofén-3-karboxamid alapvaz megfeleld alapot képez
tovabbi Aurdra kindzgatlok fejlesztés¢hez. Tobb benzotiofén-3-
karboxamid a referencia anyagokkal megegyez0 erésségben képes
gatolni az Aurdra A és B kinazok miikodését in vifro mérésben,
tovabba csokkenteni human vastagbél raksejtek életképességét
apoptozis indukalasa révén.

* Az Aurdra B kinaz gatlasa ¢és a folyomanyaként jelentkezo
citokinézis gatlas és sokmagviisag sziikséges és elégséges volt a
HCT 116 sejtek apoptozisanak indukalasdhoz. Az Auréra A-ra
szelektiv hatéanyagok csak magasabb koncentracidoban okoztak
apoptozist, amikor mar az Auréra B kinazt is gatoltak.

* A 25-0s vegylilet egy teljesen 1j hatébanyag, amely a Vichem Kft.
benzotiofén-3-karboxamidjai kozil a legerdsebb Aurora kindzgatlo
hatassal bir, ezért ezt valasztottam vezérmolekulanak.

* A 25-0s vegyiilet egyéb célzott hatéanyagokkal valo
kombinaciéban is Auréra kinazgatloként viselkedett. Elsoként
mutattam ki, hogy egy Aurdra és egy c-Met kindzgatld egyiittes
alkalmazésa szinergisztikus lehet bizonyos koriilmények kozott.
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