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1 Roviditések jegyzéke

5-FAM
ACP
ADC
ADP
AIDS

AMP
APC
ATP
BAC

BTZ
CFU
DAG
DHSA

DMEM
DMSO
DNS
DOTS

DPA
DPR
DprE1
DTT
ECs

ECss

5-Carboxyfluorescein; 5-karboxifluoreszcein

Acyl Carrier Protein, acil vivo fehérje

Albumin, Dextrose, Catalase; albumin, dextrdz, katalaz
adenozin-difoszfat

Acquired Immune Deficiency Syndrome; szerzett immunhidnyos
tiinetegyiittes

adenozin-monofoszfat

Antigene Presenting Cell, antigént bemutaté sejt
adenozin-trifoszfit

benzyldimethyl-n-hexadecylammonium chloride; benzil-
alkildimetilammoénium-klorid

Benzotiazinon

Colony Forming Unit; telepszdm

diacil-glicerol
3,4-Dihydroxy-9,10-seco-androst-1,3,5(10)-triene-9,17-dione; 3,4-
dihidroxi-9,10-seco-androst-1,3,5(10)-trién-9,17-dion
Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimetilszulfoxid

Dezoxiribonukleinsav

Directly Observed Therapy with Short-course chemotherapy;
ellendrzott gydgyszerbevételi program
dekaprenilfoszforil-arabin6z

dekaprenilfoszforil-rib6z

dekaprenilfoszforil-B-D-rib6z 2'-epimeraz

ditiotreitol

Effective Concentration 50%; az a koncentracidérték, melynél a
maximadlis hatds 50%-a mérhetd

Effective Concentration 85%; az a koncentracidéérték, melynél a

maximalis hatas 85%-a mérhetd



ESI-QTOF
MS

EVL
FBS
FHA
FP
FPLC

GMP
HEPES

HIV
HTRF
HTS

ICs

IMAP

MAC
MCC

MDR-TB

DOI:10.14753/SE.2012.1745

Electropray Ionisation-Quadrupole-Time-of-Flight Mass
Spectrometry; elekroporlasztasos ionizacié-kvadrupol repiilési id6
tomegspektrometria

Extended Validation Library

Fetal Bovine Serum; magzati marha savé

Forkhead-Associated

fluoreszcencia polarizaci6

Fast Protein Liquid Chromatography; gyors fehérjeelvélasztasi
folyadék kromatografia

guanozin-monofoszfat
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; 4-(2-hidroxi-
etil)- 1-piperazin-etanszulfonsav

Human Immunodeficiency Virus; human immundeficiencia virus
Homogeneous Time Resolved Fluorescence

High-Throughput Screening; nagy ateresztOképességii tesztelés
Inhibitory Concentration 50%; koncentraciéérték, amely az enzim
aktivitasat 50%-ban gétolja

Immobilized Metal Assay for Phosphochemicals; immobilizalt
fémion esszé a foszfortartalmu vegyiiletek kimutatasira
1-L-myo-inozitol-foszfat

izopropil-B-D-1-tiogalaktozid

kataldz-peroxidaz

egyensulyi inhibitor disszocidcids konstans

Michaelis-Menten konstans

latsz6lagos Michaelis-Menten konstans

Lipoarabinomannén

Lysogeny Broth

Lipomannan

Mycobacterium avium complex; Mycobacterium avium Komplex
Minimum Cytotoxic Concentration; minimalis citotoxikus
koncentracio

Multidrug-Resistant Tuberculosis; multirezisztens tuberkul6zis



MES
MIC

MOPS

MTS

NaAD
NAD(P)
NADK
NADS
NCL
NDH-2
NF-xB
Ni-NTA
NM4TB
NTM
OADC

PAN
PBS
PDB
PI
pICsy
PIM
PimA
PKC-a
PknA
PknB
PknD
PknE
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2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid; 2-N-morfolin-etdnszulfonsav
Minimum Inhibitory Concentration; a hatéanyag minimélis
koncentraci6ja, mely a folyékony sejtkultira novekedését tobb mint
99%-ban gétolja

3-(N-morpholino)propanesulfonic acid; 3-N-morfolin-
propanszulfonsav

Medium-Throughput Screening; kdzepes ateresztoképességii
tesztelés

Nicotinic acid Adenine Dinucleotide; nikotinsav-adenin-dinukleotid
Nikotinamid-adenin-dinukleotid (foszfat)
Nikotinamid-adenin-dinukleotid kindz
Nikotinamid-adenin-dinukleotid szintetdz

Nested Chemical Library

II-es tipustit NADH:menaquinon oxidoreduktaz

Nuclear Factor-KappaB

Nickel-Nitrilotriacetic Acid; nikkel-nitril-triecetsav

New Medicines for Tuberculosis

nem-tuberkulotikus mikobaktérium

Oleic Acid Albumin Dextrose Complex; Olajsav Albumin Dextréz
komplex

Protein Accession Number

Phosphate Buffered Saline

Protein Data Bank; fehérje adatbézis

foszfatidil-inozitol

Az ICsg érték tizes alapui logaritmusanak minusz egyszerese
foszfatidil-inozitol-mannozid

foszfatidil-inozitol-mannozil transzferdz

protein kinaz C-alfa

Ser/Thr protein kindz A

Ser/Thr protein kindz B

Ser/Thr protein kinaz D

Ser/Thr protein kindz E
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PknF Ser/Thr protein kinaz F

PknG Ser/Thr protein kindaz G

PknH Ser/Thr protein kindz H

Pknl Ser/Thr protein kindz I

PknJ Ser/Thr protein kinaz J

PknK Ser/Thr protein kindz K

PknL Ser/Thr protein kindz L

PMA Phorbol-12-Myristate-13-Acetate; forbol-12-mirisztat-13-acetét

PMSF Phenylmethylsulfonyl Fluoride; fenil-metil-szulfonil-fluorid

PstP Ser/Thr protein foszfataz

Q2 Cross-validated correlation coefficient; keresztvalidacios korrelacios
egylitthat6

QSAR Quantitative Structure-Activity Relationship; kvantitativ szerkezet-

hatds Osszefiiggés

REMA Resazurin Microtiter Assay
RNS Ribonukleinsav

RPMI Roswell Park Memorial Institute
SD Standard Deviation; szoras

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis; Na-

dodecil-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis

Ser Szerin

STPK szerin/treonin protein kindz

tbe Tuberkul6zis

TEMED N,N,N'N'-Tetramethylethylenediamine; N,N,N'N' tetrametilén-
diamin

Thr Treonin

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane; trisz-(hidroximetil)-amino-
metan,

WDI World Drug Index

WHO World Health Organization, Egészségiigyi Vildgszervezet

XDR-TB Extensively Drug-Resistant Tuberculosis, kiterjedten gyogyszer-

rezisztens tuberkuldzis
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2 Bevezetés

A tuberkulézis (tbc) a vildgon az egyik legelterjedtebb betegség. A vildg lakossdganak
megkozelitdleg egyharmada fert6zott M. tuberculosis patogén altal és masodpercenként
egy Uj egyénnel boviil ez a szam [1]. Minden évben a Fold lakossdgdnak kb. 1 %-a
fertdzodik meg tuberkulézis baktériummal és a fertdzottek 10 %-andl beszélhetiink
aktiv tuberkul6zisrdl. Habar a fert6zott egyének jelentds része nem mutat betegségre
utal6 jeleket, az immunrendszer barmilyen okbdl bekovetkezd legyengiilése (fizioldgiai
stressz, HIV fert6zés, alultaplaltsdg, terhesség) noveli az esélyt arra, hogy a
mikobaktérium aktivva véljon [2].

A tbe fert6zottek szamat 2010-ben 8,8 millidra becsilték és 1,45 millid halottat
szamoltak, nagy résziiket Azsidban és Afrikdban. Ezen feliil egyre tobb egyént
regisztrdlnak a fejlett orszagokban is, akiknél az immunrendszer legyengiilésének

koszonhetoen kovetkezett be a fert6zés.
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1. abra A tuberkul6zis eléforduldsa a Fold lakossdgara nézve, 100 000 lakosra

szamitva [3].

Magyarorszagon, az Orszagos Kordnyi TBC és Pulmonoldgiai Intézet adatai szerint
1950-ben még tobb mint 45 000 Uj megbetegedésrdl szamoltak be a tiidobeteg-
gondozok, ezzel szemben 2009-ben mdar csak 1448 uj esetr6l. Mig akkor 490 j
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megbetegedés esett 100 000 lakosra, addig 2009-ben mar csak 14,4. 2010-ben viszont

1811-re emelkedett a fertdzott egyének szama.

Az orszag egyes részein még mindig magas az Uj megbetegedések ardnya. A legtobb Uj
esetet Szabolcs-Szatmar-Bereg, Borsod-Abatj-Zemplén, Hajdi-Bihar megyékbdl és
Budapestrdl jelentették, ahol tobb mint 25 4j eset jutott 100 000 lakosra [4].

2. abra Tuberkuldzis incidencia Magyarorszagon 2010-ben (szdzezrelék) [4]

2.1 Mikobaktériumok

A mikobaktériumok aerob, palca alakd 0,2-0,6 pm x 1-10 pum nagysdgd spoérdval,
csilloval nem rendelkez6 savallé baktériumok. A mikobaktériumokat a Gram-pozitiv
baktériumok kozé soroljdk a kiilsé sejtmembran hidnya miatt, de valdjdban Gram-féle
festéssel nem osztilyozhatdak.

Sejtfaluk sokkal komplexebb, mint a Gram-negativ ill. -pozitiv baktériumoké (3. abra),

ami jelentds nehézséget okoz a gydgyszerfejlesztés teriiletén.
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5\ —®)

3. abra Mikobaktérium sejtfal szerkezete [5]: 1- kiils6 lipid réteg; 2- mikolsav réteg; 3-
poliszaharid (arabinogalaktan) réteg; 4- peptidoglikan réteg; 5- plazmamembran; 6-

lipoarabinomannan (LAM); 7- foszfatidil-inozitol-manozid (PIM); 8- sejtfal vaz.

2.1.1 Mycobacterium tuberculosis komplex

A Mycobacterium tuberculsosis komplexbe azok a mikobaktériumok tartoznak, melyek
giimOkort okoznak. A Mycobacterium tuberculosis-on kiviil ide sorolhaté a
Mycobacterium  africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium canetti és
Mycobacterium microti. A komplex tagjai kiilonboznek egymastél a gazdaszervezet, a
fert6zés eredete, a foldrajzi elterjedés, és a patogenitds tekintetében. A M. africanum
nem elterjedt, de Afrika teriiletein jelentds tuberkuldzis korokozénak szamit [6, 7]. A M.
bovis régen komoly tuberkuldzis fertézést okozott, de manapsidg a pasztOrozott tej
bevezetésével a fejlett orszagokban nem okoz problémat [8]. A M. canettii elég ritka,
csak Afrikdban van jelen, illetve néhany afrikai emigransndl is kimutattdk [9]. A M.

microti a legtobb esetben immundeficiens emberben fordul el [10].

A M. tuberculosis altaldban a tiidot tdmadja meg, de el6fordul, hogy a szervezet mas

részeit is megfertdzi. A tuberkuldzis csepp- és porfertézéssel terjed (kohogés,

10
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tiisszentés, kopet). A legtobb fertdzottnél latens tuberkul6zisrdl beszélhetiink, de tizbdl
egy esetben aktivalédik a tuberkul6zis [11]. Az aktiv tuberkul6zis 75 %-a pulmonaris
tuberkul6zis, mig 25%-ban a fert6zés nem a tiidoben, hanem mas szervekben taldlhat6
meg, ezt extrapulmonadris tuberkul6zisnak nevezziik. Az extrapulmonadris tbc altaldban
immunszupresszdlt betegeknél illetve gyerekeknél gyakoribb. Az extrapulmondris tbc a
mellhdrtydt, kozponti idegrendszert (meningitis), a nyaki nyirokcsomodkat (srofula), a
vizeletkivalszté rendszert, a csontokat illetve a gerincet (Pott betegség) tdimadhatja meg.
Kiilonosen komoly formdja, amikor a tuberkul6zist okozé baktériumok szoréddsa
kovetkeztében a vérerek és a nyirokerek kozvetitésével terjed a baktérium (milidris tbc).

Az extrapulmondris tbc a pulmonarissal egyiittes formdban is el6fordulhat [12].

2.1.2 Egyéb patogén mikobaktériumok

A patogén mikobaktériumok kozé solhaté még a Mycobacterium leprae,
Mycobacterium  avium, Mycobacterium  kansasii, Mycobacterium  marinum,
Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium fortuitum és
Mycobacterium abscessus.

A M. leprae kivételével mindegyik a nem-tuberkulotikus mikobaktérium (NTM)
csoportba tartozik mivel a tuberkul6zishoz hasonl6 tiidObetegséget okoznak. A M.
kansasii altalaban kronikus tiidofertézés formdjdban jelenik meg, ami nagyon hasonlit a
tiildétuberkul6zishoz, habar mas szerveket is képes megfertézni. A M. kansasii fert6zés,
a M. avium komplex (MAC) utdn a madsodik leggyakoribb AIDS-vel kapcsolatos
opportunista mikobakteridlis fertdzés [13]. A M. avium egy a talajban illetve szemétben
megtaldlhatd lassan novo baktérium, ami madarakban és sertésben okoz tuberkuldzist,
valamint az emberi M. avium komplex kialakuldsaért felelos [14]. A M. marinum hideg
vagy meleg, édes vagy sés vizben egyarant megtaldlhaté szabadon €16 mikobaktérium
faj, mely 4ltalaban bSr vagy ligy szoveti sériilés esetében okoz fertdzést. Altalaban
granuléma formdjdban lokalizdlddik, de okozhat nyirokér gyulladédst vagy éatterjedhet
mélyebb szovetekbe is [15]. A M. scrofulaceum gyerekeknél okoz nyaki nyirokcsomé
gyulladdst és nagyon ritkan tiidobetegséget [16]. A M. ulcerans szintén egy lassan novo
mikobaktérium, ami 4ltaldban a bort illetve az alatta levd szoveteket fertdzi meg, mely

fekélyes vagy fekély mentes sériilléshez vezet. Sokszor a fertdzés csak valamilyen
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kornyezeti valtozds kovetkeztében alakul ki [17]. A M. fortuitum subcutan talyogokat,
osteomyelitist illetve disszemindlt fertdzéseket okoz [18]. A M. abscessus éltal okozott
fertézés egyre gyakrabban fordul eld legyengiilt immunrendszerrel rendelkezd
egyéneknél. Ez a patogén, mely kozeli rokonsdgban van a Mycobacterium massiliense
€s Mycobacterium boletti fajokkal, jelentds szerepet jatszik a cisztds fibrozis
kialakulasdban, nehezen kezelhetd, mivel csak néhany hatékony gydgyszer létezik
ellene [19].

A M. leprae, mésik nevén Hansen bacillus, foként meleg éghajlati, trépikus

orszagokban taldlhaté meg €s a lepra (Hansen betegség) korokozdja [20].

2.1.3 MDR (Multidrug-Resistant) tuberkulézis

Az MDR tuberkulézis besoroldsba azok az esetek tartoznak, melyek legalabb a két elso
vonalbeli antituberkulotikummal, az izoniaziddal és a rifampicinnel szemben
rezisztenciat mutatnak. Azok az izolatumok, melyek ugyan tobb hat6anyaggal szemben
rezisztensek, de nem az izoniazidra és rifampicinre, nem sorolhatok az MDR
tuberkul6zis kategdridba.
Az MDR tuberkulézis olyankor alakul ki, mikor az aktiv tuberkulézis elleni kezelés
valamiért félbeszakad, vagy a szervezetbe bejuttatott hatonyag mennyisége nem
elegend6 ahhoz, hogy 100 %-ban eldlje a baktériumot.
Ez szdmos ok miatt el6fordulhat:

1. A beteg mar jobban érzi magat és abbahagyja a gydgyszeres kezelést

2. Nem elegendd a gydgyszerutanpotlas

3. A beteg idonként elfelejti bevenni az el6irt adagot

Az MDR tuberkulézis ugyanolyan tton terjed, mint a hagyomanyos tuberkulézis, bar
nem annyira konnyen torténik meg a fert6zés. Az MDR tuberkuldzis fert6zés
jellemzdbb a legyengiilt immunrendszerrel rendelkezd egyéneknél [21].

Altaldban az MDR tuberkulézis kezelés sokkal hosszabb ideig tart és masodik vonalbeli
gyogyszereket alkalmaznak, melyek sokkal dragdbbak és tobb mellékhatdssal
rendelkeznek, mint az elsd vonalbeliek. Gyakran sebészeti beavatkozdsra van sziikség

€s a haldlozasi rata elérheti a 80 %-ot is attdl fiiggden, hogy:

12



4.
5.
6.

DOI:10.14753/SE.2012.1745

. A szervezet hdny hatéanyagra rezisztens (minél kevesebb, anndl jobb)

Hény hatdanyaggal kezelik a beteget (ha 5 vagy anndl tobb, jobb eredmény
érhet6 el)

Injekciéban adhaté hatéanyagot alkalmaznak-e (legaldbb az els6 3 hdénapban
kellene alkalmazni)

Mekkora a felelds orvos szakértelme és tapasztalata

A beteg mennyire képes egyiittmlikodni (a kezelés elég hosszu és nehéz)

A beteg HIV fertdzott-e (ndveli a haldlozds esélyét)

Az MDR tuberkulézissal fert6zott betegek nagy része fejletlen vagy szegény orszdgban

€l és ezért nem részesiil megfeleld ellatdsban, mivel a driga gydgyszerekhez nem tud

hozz4jutni.

Mo data available®

77 Submational data oniy

4. abra Uj tuberkul6zis esetekbé] kialakult MDR tuberkulézis eléforduldsa a vildgon

[22]
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|:| Ho data available®
777 Subnational data only

5. abra Kordbban kezelt tuberkul4zis esetekbdl kialakult MDR tuberkul6zis

eléforduldsa a vildgon [22]

2.1.4 XDR (Extensively Drug-Resistant) tuberkulodzis

Az XDR tuberkuldzissal fert6zott egyének kozé azok sorolhatdk, akik az els6 vonalbeli
hattéanyagokon kiviill a mdsodik vonalbeliek koziil valamely fluoroquinolon
szarmazékra és legaldbb egy injekcidban adhat6 gydgyszerre (capreomycin, kanamycin,
amikacin) rezisztensek [23]. A rezisztencia kialakulhat sajat, rosszul kezelt
tuberkul6zisbol, de szintén eldfordul, hogy valaki mar rezisztens tuberkuldzissal
fert6z6dik meg. Az XDR tuberkuldzis egyelére még elég ritka betegségnek szamit, de
ugyanakkor kiemelt figyelmet érdemel, mert nehezen gydgyithato.

2010 januarjaban 58 orszdg jelezte a WHO felé, hogy legalabb egy XDR tuberkul6zis
esetet regisztraltak az adott orszagban (6. abra). 2008-ban 33 orszdgban Gsszesen 963
esetet regisztraltak, mig 2007-ben 28 orszdgban 772 fertdzottet. Mivel nagyon sok
orszdgban nincs meg a megfeleld laboratériumi koriilmény, hogy mdsodik vonalbeli
hatéanyag rezisztenciat vizsgéljanak, ezért valdszinili, hogy sok XDR tuberkuldzist nem

is diagnosztizalnak.
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6. abra Legalabb egy XDR-TB esetet szamlalé orszagok [22]

Eddigi kutatdsok szerint az MDR tuberkuldzis atlagosan 10 %-a XDR tuberkul6zisnak
tekinthet6 [24] és a leggyakrabban az egykori Szovjetuni6 és Azsia orszdgaiban fordul

eld [25].

2.2 Tuberkulézis terapia

A normdl tuberkuldzis gydgyithatd megbetegedés. A gydgyulds alapjat a megfeleld
kombinécidban, megfeleld ddzisban és a kelld ideig alkalmazott gydgyszeres kezelés
jelenti.

A tuberkulézis kezelésének célja 1) a gyorsan osztédd koérokozok eldlése, a beteg
meggyolgyitdsa; 2) a fertdzési ldnc megszakitdsa; 3) a szerzett antituberkulotikum
rezisztencia kialakuldsdnak megakaddlyozdsa; 4) a fertdzott szévetek tdn. sterilizéldsa a
csak iddszakosan anyagcserét folytatd korokozoktdl, amelyek a betegség

reaktivacidjdhoz vezethetnek [26].
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2.2.1 Ellenodrzott gyogyszerbevételi program-DOTS (directly observed
therapy with short-course chemotherapy)

A M. tuberculosis szovetekbOl torténd eltavolitisa a jelenleg alkalmazasban levo
hatéanyagokkal elég hosszu és iddigényes folyamat (min. 6 honap), mely a beteg és a
kezelést végzd személyzet tiirelmét és szoros egylittmiikodését igényli. A javasolttol
eltérd, rendszertelen, a sziikkségesnél rovidebb ideig tarté €s nem az eldirt gydgyszereket
alkalmazé kezelés a gyogyulds elmaraddsat, a betegség kronikussa valdsat, a betegség
terjedését és gydgyszer-rezisztens torzsek kialakuldsat eredményezi. Mindezeknek a
kikiiszobolésére a tuberkuldzis kezelését a WHO ajdnldsa szerint ugynevezett
ellendrzott gydgyszerbevételi program (DOTS) keretében kell végezni. Ilyenkor a
betegnek minden gydgyszeradagjat egészségiigyi dolgoz6 jelenlétében, annak kozvetlen

ellendrzése alatt kell bevennie és ezt minden esetben dokumentalni kell.

A DOTS program nem egyszeriien a tablettdk ellendrzés melletti bevételét jelenti,
hanem érvényesiilnie kell a DOTS program 6t £6 elemének [27]:

1. Politikai és kormanyzati elkotelezettség €s tdmogatds mind szakmailag, mind
anyagilag.

2. Megfelelo diagnosztikai (mikobakterioldgiai és klinikai) hattér biztositasa,
megléte a megbetegedések mihamarabbi felismerésére, kiilonos tekintettel a
fert6zo betegekre.

3. Folyamatos és megfeleld mindségli gydgyszerelldtds mind elsd, mind mésodik
vonalbeli antituberkulotikumokkal.

4. Aktivan és folyamatosan ellenérzé feliigyeld, monitorozé rendszerek
miukodtetése, amely a diagnosztika és a kezelés mindségbiztositdsanak alapja.

5. Az ajanldsoknak megfeleld standardizdlt gyogyszerkombindcioval végzett

ellendrzott gydgyszerbevétel.
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2.2.2 Elso vonalbeli antituberkulotikumok

Az elsddlegesen alkalmazott tuberkuldzis-kezelés két fazisbdl dll. A kezelés els6 két
honapja az un. kezdeti, intenziv szakasz, melynek célja az aktivan metabolizalo,
tobbnyire extracelluldrisan elhelyezkedd kérokozdk elolése. Ebben a szakaszban mind a
négy els6 vonalbeli antituberkulotikum (izoniazid, rifampicin, pyrazinamid,
ethambutol) kombindcigjat alkalmazzak. A masodik, utdkezelési szakaszban a dontden
intracelluldsrisan elhelyezked¢ alig metabilizdlé szemi-dorméns kérokozok elpusztitasa,
a szovetek sterilizdldsa a cél. Ez az id0szak minimum négy hdénapig tart, mely alatt

izoniazid és rifampicin kezelést kap a beteg.

1. tablazat Els6 vonalbeli antituberkulotikumok jellemzdi

Vegyiilet | .. . . . . . . .
ﬁzv Rovidités Szerkezet Hatasmechanimus Mellékhatas
- Hepatotoxicitds
H Prodrug, melyet a - Periférias
o= O~ N NH KatG enzim aktivél és | neurotoxicités
s 2 igy a zsirsav szintaz - Monoamin
=2 INH o < <
s X aktivitdsat, a mérgezés
- | P mikolsavszintézist - Kozponti
N gatolja idegrendszeri
mellékhatds
- Enyhe
hepatotoxicitas
= A DNS fiigg6é RNS - Viszketés,
E polimeraz - borkiiités
g RMP alegységéhez kot és - Héanyinger,
£ igy a transzkripcidt, hanysés,
~ transzl4ciét gitolja étvagytalansig
- Thrombocyto-
penia
- Enyhe
=)
‘g O Progrug, m ?lyet a hepatotoxicitas
= N )k pyrazinamid4z savas Hanvineer
g PZA S ONH, korilmények koze | -~ AnVI8Eh
N \ A étvagytalansag
g _ aktival és igy a " e
> N . o T - Borkiiités
a zsirsavszintazt gatolja . .
- Hyperuricaemia
3 “~ Az arabinozil - Retrobulbdris
B H H transzferdz enzim neuritis
£ EMB | HO N~ | gdtldsdval blokkoljaaz | - Periférids
g H =\ arabinogalaktan neuritis
= szintézist - Borreakcidk
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El6fordul, hogy a betegnél mellékhatdsok lépnek fel ezen négy elsd vonalbeli

antituberkulotikum valamelyikére vagy meglévd egészségiigyi probléma miatt terdpids

célb6l nem alkalmazhaték. Ebben az esetben szdmos masodik vonalbeli hatdéanyag

1étezik, mellyel a kezelés sikeresen végrehajthato.

A beteg reziszenciat is mutathat az els6 vonalbeli antituberkulotikumokra, mely esetben

szintén a mdsodik vonalbeli készitmények nyujthatnak segitséget (pl.:

tuberkulézis).

MDR

A klinikumban leggyakrabban alkalmazott masodik vonalbeli antituberkulotikumokat a

2. tablazat tartalmazza.

2.2.3 Masodik vonalbeli antituberkulotikumok

2. tablazat Masodik vonalbeli antituberkulotikumok jellemz6i

Vegyiilet .. P . , ,
c;ga)ié d Vegyiilet Szerkezet Hatasmechanimus | Mellékhatas
HJ/
Ho
Streptomicin 'Q
oH NH2
>~NH2
HoN
HoN CH Riboszomalis
2 . .,
- 0 NH, szinten blokkoljdk a
S Q  NH fehérjeszintézist - Ototoxicitds
= Gentamicin HO—Q azaltal, hogy - Nephro-
e Ho Qs " szelektiven toxicitds
£ / 2 kapcsolodnak a - Neuro-
g HN - OH bakteridlis 70S toxicitds
NH riboszémak 30S
HO,, ~\~OH alegységéhez
H OO
O« Ny _~_OH OH
Amikacin Ji KH
OH 0
HaN ok
OH

18




DOI:10.14753/SE.2012.1745

= o Alanin anal6g, mely %523’2:
g a D-alanint elédllits | A5
3 Cycloserin wNH, alanin racemazt és a yug: £
- HN - Sul
S, : D-alanin ligazt Hyos
&) @) stolia gorcsroham
gatol - Pszichézis
S<_-NH,
Ethionamid ~ - Hnyinger,
anyas
= = -Fé {
g N Prodrug, mely a F,em,es 1z
= . LT érzése
8 mikolsav szintézist oy
= . - Etvagytalan-
= S«_NH, gdtolja ség
. . - Hepato-
Prothionamid X toxicitas
.
N
- Gasztroin-
5 tesztindlis
= 0 A DNS mellékhatds
= p- transzkripcidért - Hypothyreo-
§ Aminoszalicil- OH felelds fehérje dizmus
£ sav komplex, NF-kB, - Hepato-
g HzN OH inhibitora toxicitds
’y - Malabszorp-
cids szindroma
o O
F [ OH
Levofloxacin ﬁN N
e N J OJ’;\
H
_ - Hanyinger
£ . 0 0 A DNS-girdz -Inszomnia
g _ _ [ ©H enzimet blokkolva - Fejfajas
= Moxifloxacin N Ho~\ N gatoljak a DNS - Borviszketés
5 = (N A szintézist - Fotoszenzi-
H tivitds
o O
F [ oH
Gatifloxacin
YOUNTYOON
IR A
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Jelenleg a tuberkuldzis elleni terdpidban szdmos hatdéanyag kombindcidjat kell
alkalmazni és a kezelés igen hosszd folyamat, mely sokszor prébdra teszi a beteg
tiirelmét €s kitartasat.

A kezelési id6 leroviditése és a hatdanyag kombinacidk elhagyasa reményében szamos
kutatds folyik ujabb antituberkulotikus készitményekkel kapcsolatban.

A jelenleg klinikai fejlesztés alatt 4116 vegyiileteket a 3. tablazatban soroltam fel.
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2.24 Uj, igéretes antituberkulotikum jeloltek

3. tablazat Klinikai fejlesztés alatt all6 antituberkulotikumok

Vegyl’llet Név Szerkezet Gyarté Hatz!smecha-
csalad nizmus
= Tibotec BVBA,
E O TB Alliance,
= OH Janssen ST
= Br OO ) Bakteridlis ATP-
N O - Pharmaceutica |  szintetdz gitl6
s N 0 N.V.
_ AN (fazis TI)
o + N©O Prodrug, ami a
N*@J\ TB Alliance mikolsav
PA-824 0/\© F - szintézist és a
o <el  (azisI) | fehgrieszintézist
gétolja
E O . N o \\o
s
=2
£ @
§ Otsuk Prodrug, ami a
D= tsuka i
Z. mikolsav
OPC- Pharmaceutical szintézist és a
67683 (fazis TIT) fehérjeszintézist
Q gétolja
o}
S
FF
AZD- AstraZeneca Fehérje szintézis
o 5347 Nem ismert a szerkezete. n inicidcios
S (fazis I) komplex gitlé
g
= F o}
N . L . . o .
Eol oy ol | e | e
/ -
100480 NW/ (fazis IT) komplex gétlé
= H
é ‘\\N\ANW Sequella, NIH Sejtfal szintézis
= SQ109 . 1z
= H (fazis II) gatlo

A linezolid (féazis II), moxifloxacin és glatifloxacin (fazis III) antibiotikumok is igéretes

antituberkulotikumként bizonyitanak a klinikai fejlesztés soran.
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2.3 Mycobacterium tuberculosis egyes célfehérjéi

2.3.1 Protein kinazok

A protein kindzok sikeres hatéanyagok fontos célpontjainak bizonyultak mar eddig is a
tumor terdpia teriiletén, de csak nemrég bizonyitottdk, hogy a fert6z0 betegségek elleni
kiizdelemben is kiemelt szerepiik van.

A baktériumok tulélésének elofeltétele, hogy a baktérium érzékelni tudja a
kornyezetében torténd véltozasokat, mint pl. ozmotikus nyomads, ionerdsség, pH,
homérséklet és a tapanyagok illetve hatéanyagok koncentracidja. E célbdl a baktérium
sejtfelszini jeltovabbité rendszerekkel rendelkezik, melyek valdjdban transzmembran
fehérjék melyek hidat képeznek az érzékelok és az intracelluldris valasz kozott. Ilyen
transzmembran jeltovabbité rendszerek a kétkomponensii szabdlyozé rendszerek is [28].
A kétkomponensl rendszerek egyik tagja egy membran szenzor hisztidin kindz, amely a
kornyezetbol érkezd sajitos stimulus hatdsdra autofoszforildlédik. A masik az egy
intracelluldris szabdlyoz6 (vélasz-reguldtor), amely foszforildlédik és ennek sordn
tovabbitja a jelet, mely altaldban a génatirédast befolyésolja [29, 30, 31].

Nemcsak a kétkomponensii rendszerek, hanem a szerin/treonin protein kindzok (STPK)
is széles korben fordulnak eld baktériumokban és bizonyitottan szerepet jatszanak
szamos sejtfolyamatban, mint pl. stressz vdlasz, virulencia vagy sejtciklus. A
prokariétdk koziil az Actinobacteria torzs tagjai kiilonosen sok STPK fehérjével
rendelkeznek a kétkomponensii rendszerekhez képest. Kordbban monoklondlis
antitesttel végeztek tanulmanyokat, melyek bizonyitottdk, hogy M. tuberculosis esetén
is torténik eukaridta-szeri fehérje foszforilacié [32]. KésObb, olyan technikdknak
koszonhetden, mint a Southern-blot, PCR illetve genom adatbazis tesztelés, kimutattak,
hogy a M. tuberculosis genomja 9 eukaridta-szerii protein kindzt kédol [33]. A teljes M.
tuberculosis genom feltérképezése soran pedig ezen kindzok szdma 11-re (PknA-PknL)
egésziilt ki [34].

Ezek a protein kindzok olyan metabolikus folyamatok szabdlyozasdban vesznek részt,
mint pl.: traszkripcio, sejtnovekedés és a gazdaszervezettel torténo interakcio [35, 36].
A 11 Ser/Thr protein kindz koziil 9 transzmembrédn receptor, melynek kindz domén
része a mikobaktérium sejtben helyezkedik el, 2 pedig (PknK és PknG) oldott formédban

van jelen [35].
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Transmembrane
Kinase domain domain
PknA e e ]
PASTA domains
PknB = —- W W W]
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7. abra M. tuberculosis Ser/Thr protein kinazok [37].

A M. tuberculosis Ser/Thr protein kindzok koziil négy (PknA, PknB, PknG, PknL) a
Corynebacterium glutamicum-ban is megtaldlhaté [38, 39].

Transzpozon mutagenezisen alapuld kisérletek bizonyitottdk, hogy a M. tuberculosis
PknA, PknB és PknG kindzoknak szerepe van a baktérium ndvekedésében [40, 41] és
ezért ezek a fehérjék kiemelt szerepet kaptak a hatéanyagfejlesztés teriiletén.

2010 novemberében Kruh és munkatarsai in vivo tengeri malac modellel bizonyitottak,
hogy a Pkn kindzoknak fontos szerepe van a fertdzés korai és kronikus stddiumaban
[42].

A Mészaros és munkatdrsai altal 2011-ben megjelentetett cikk is aldtdmasztja, hogy a

Pkn kindzok kiemelt célfehérjék a tuberkuldzis elleni hatéanyagfejlesztés teriiletén [43].

2.3.1.1 PknA és PknB

A PknA és PknB fehérjék transzmembrin receptor kindzok, melyek fontos szerepet
toltenek be a baktérium sejtosztéddasanak szabalyozdsaban és a morfologidban [40, 44].

A PknA és PknB kinazok tobbek kozt foszforildlni tudjak a Wag31 fehérjét, mely a
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peptidoglikan bioszintézis szabdlyozdsdban jatszik szerepet [45], valamint az egyetlen
M. tuberculosis Ser/Thr foszfatazt (PstP) is [46].

A PknB fiziol6gids szubsztritja a GarA fehérje, mely a C-termindlis végén FHA
(forkhead-associated) doménnel rendelkezik. Az FHA domén elengedhetetleniil

sziikséges a szubsztrat N-termindlis végén talalhaté Thr22 foszforilacidjdhoz [47].

2.3.1.2 PknG

A PknG oldhat6 STPK fehérje és szerepet jatszik a mikobaktérium glutamat
metabolizmusédban [48, 49], valamint fert6zott makrofagok esetén gétolja a fagoszéma-
lizoszéma fiziét [50, 49, 51]. A PknG inaktivdldsa gén diszrupcidval egyértelmiien
bizonyitja, hogy ez a kindz, a PknB fehérjével ellentétben, nem nélkiilozhetetlen a
tuberkul6zis mikobaktérium ndvekedéséhez [40], viszont elengedhetetleniil sziikséges a
baktérium gazdaszervezetben torténd tiléléséhez [50]. Bizonyitott, hogy PknG fehérjét
expresszalé mikobaktérium jelenlétében csokken a gazdaszervezetben a fagocit6zisnal

kiemelt szerepet betolté PKC-a mennyisége [52].

2.3.2 Mas célfehérjék

2.3.2.1 Nikotinamid-adenin-dinukleotid (P) bioszintézis

A NAD(P) bioszintézis szintén Uj célpontok forrdsa lehet antituberkulotiumok
fejlesztése teriiletén [53, 54, 55]. A NAD(P) egy kettds funkciéval rendelkezd kofaktor,
amely az €10 szervezetben mind az energia-, mind a jeltovdbbitadsban szerepet jatszik
[56, 57, 58], olyannyira, hogy a homeosztizis egyensulydnak megbontdsa komoly
valtozdsokat okoz a sejt életképességében, gyakran a sejt haldldhoz vezet [59]. Tobb
kozlemény is alatdmasztja, hogy a M. tuberculosis kiemelten érzékeny a NAD(P)

homeosztazisban tortént valtozasokra [60, 61].

2.3.2.1.1 Nikotinamid-adenin-dinukleotid kindz (NADK)

A NAD kindz ATP és magnézium jelenlétében a NAD poszforilaci6jat katalizalja és

egyben az egyetlen NADP forrést jelenti barmely €16 szervezet szamara [62].
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A M. tuberculosis NADK alloszterikus kinetikdt mutat. Mind ATP-t mind szervetlen
polifoszfatot is tud foszforilezéshez donorként hasznositani [63, 64] és ezzel jelentOs
mikodésbeli kiilonbséget mutat a human NAD kindzzal szemben, mely hiperbolikus
kinetikaval rendelkezik [65]. A NAD kindz fehérje fontos szerepet jatszik a MDR
tuberkul6zis novekedésénél is, ebbdl kifolydlag fontos célpontnak bizonyul a

hatéanyagtervezés sordn [53, 66, 67].
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8. abra NAD kindz altal katalizalt reakci6 [68]
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2.3.2.1.2 Nikotinamid-adenin-dinukleotid szintetdz (NADS)

A NAD szintetdz az ATP-fiiggd nikotinsav-adenin-dinukleotid (deamino-NAD) NAD-

da torténd dtalakuldsat katalizalja, ami a NAD de novo bioszintézis utolsé 1épése [69].
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9. abra NADS katalizalt folyamat [68]

2.3.2.2 II-es tipusi NADH:menaquinon oxidoreduktaz (NDH-2)

A NDH-2 a 1égzési lanc kezdeti 1épését katalizélja, igy hogy a NADH-t NAD+-da

oxidalja, mikozben a menaquinont redukdlja [70]. Az elektron transzport ldncban

elektrondonorként szolgal és fontos szerepet tolt be a nem o0szt6do, hipoxids dllapotban
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1évé baktérium NAD+ helyének feltoltésében [71]. A 1égzési lanc segit a M.
tuberculosis bacillus életképességének fentartdsdban kiillonbozé extracellularis
koriilmények kozott [72], beleértve a hipoxids dllapotot is [71]. Mivel a NDH-2 fontos
céfehérje a tuberkuldzis elleni kiizdelemben a megfeleld gatloszer kifejlesztésével a

baktérium életképtelenné valna [73].

Succinate Fumarate

10. abra M. tuberculosis mikroaerofil 1égzé€s elektron-transzport lanc tagjai [74]

2.3.2.3 Dekaprenilfoszforil-p-D-riboz 2'-epimeraz (DprE1)

Biokémiai vizsgalatok bizonyitjdk, hogy az egymds szomszédsagdban taldlhat6 rv3790
és rv3791 gének olyan fehérjéket kdédolnak, melyek a dekaprenilfoszforil-rib6z (DPR)
dekaprenilfoszforil-arabin6zza (DPA) torténd epimerizalasat katalizéljak [75]. A DPA a
mikobaktérium sejtfaldban megtaldlhaté arabinogalaktdn és lipoarabinomannan
poliszacharidok szintézisénél az arabinoziltranszferdz szubsztritja [76]. A DPA
prekurzor nélkiil nem megy végbe a teljes sejtfalszintézis. Ezek a fontos memranhoz
kotott enzimek valdszintsithetden dekaprenilfoszforil-B-D-rib6z oxidazként illetve
dekaprenilfoszforil-D-2-keto-eritro-pent6z reduktdzként mikodnek és a DprEl és

DprE2 elnevezést kaptak [77].

Rv3790 OHO

HO DprE1  HO 0-P-0
Rv3791 d oy o
|
OHOH DPR DprE2 OH DPA

11. abra A DprE1 szerepe a mikobaktérium sejtfalszintézisben
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2.3.2.4 Foszfatidil-inozitol-mannozil transzferaz PimA

A M. tuberculosis sejtfalban rengeteg lipoarabinomannan (LAM) taldlhaté, melyeknek
széles korli immunmoduldtor hatdsa van és kulcsfontossdgu virulencia faktoroknak
tekinthetdk, ezért kiemelt célpontok a hatdanyagfejlesztés terén. A mikobakériumban
megtaldlhaté pimA gén az oa-mannozil transzferdzt kédolja, mely GDP-mannézrél a

mannézt a foszfatidil-inozitol myo-inozitol részére helyezi. Igy a PimA fontos szerepet
tolt be a mikobaktérium novekedésében [78].
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13. abra A PimA szerepe a mikobaktérium PIM1 bioszintézise soran [80]
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3 Célkitizések

Munkdm sordn a M. tuberculosis patogén kiilonbozo, validalt célmolekuldin (foleg
kindz enzimek) ill. a baktériumon haté és a tdlélését gatlé dj hatéanyagmolekuldk
beazonositdsat valamint hatdstani karakterizalasat tekintettem legfobb célomnak. A
munka nagy részét két nemzetkozi palyazat, a New Medicines for Tuberculosis
(NM4TB, LSHP-CT-2005-019923) és a SME-STREP for Tuberculosis Drug
Development (TB-DRUG, FP6-CT-2006-037217) keretein beliill végeztem el, (ez
utébbinak témavezetdm Dr. Kéri Gyorgy volt a koordindtora) ennek koszonhetéen a
doktori munkdmban olyan adatok is szerepelnek, melyek a partnerekkel kozosen végzett
munka eredménye.

A mai modern molekuldris biolégiai vizsgédlatoknak koszonhetéen szamos olyan
célfehérjét azonositottak, mely szerepet jatszik a tuberkulézis baktérium fiziol6gids
folyamataiban és gitlasdval a patogén baktérium lefegyverezhetd, ill. elpusztithato.

A gyogyszerkutatds kezdeti fazisdban az a cél, hogy sikeres vezetd (lead) molekulat
fedezziink fel, mely ezutdn preklinikai ill. klinikai fejlesztés ald keriilhet. Az egyre
szigorodd eldirdsok miatt a hatéanyagfejlesztés egyre komplexebb és koltségesebb,
melyet a hatékonysag novelésével és ezen keresztill a dozis fiiggd mellékhatdsok
csOkkentésével lehet optimalizélni.

Ismert célfehérjén hatd sikeres vezeté mulekula kivdlasztasdra tobb ezer vegyiilet
biokémia tesztelése utan keriilhet sor. A gyors és hatékony tesztelést kbzepes vagy nagy
ateresztoképességli  (MTS/HTS) modszerekkel érik el, melyekhez tobbnyire
fluoreszcencidn alapulé mérési rendszert alkalmaznak.

Munkédmban 6t, a tuberkul6zis fiziol6gids folyamatdban bizonyitottan jelentds szerepet
jatsz6 PknA, PknB, PknG, NADK és NADS fehérjékre allitottam be olyan biokémiai
rendszereket, melyeket MTS/HTS tesztrendszerben lehet alkalmazni és elvégeztem tobb
ezer vegyiilet tesztelését is.

A biokémiai mddszereken alapuld, adott fehérje gatlasat célzd tesztelésnek vannak
azonban hatranyai is, mivel nem biztositott, hogy a biokémiai rendszerben hatékonynak
bizonyul6 vegyiilet valoban kifejti hatdsat in vitro sejtes vagy in vivo rendszerekben is.
Ezt elkeriilend6 1étezik olyan kutatdsi ttvonal, melyben a vegyiileteket kozvetleniil a
sejtes rendszerben lehet letesztelni, és 1igy gyorsabban lehet haladni a

hat6anyagfejlesztésben, ugyanakkor a célmolekula beazonositdsa késébbre marad.
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Munkdm sordn a célfehérje alapi biokémiai tesztelés alapjan kivdlogatott vegyiiletek
nem gatoltdk megfelelden a tuberkul6zis baktérium novekedését, (feltehetéen nem
jutottak be a sejtbe) ezért pdlydzati partnerekkel egyiittmiikodésben teljes sejtes
tesztelést végeztiink, melynek eredményeként szamos olyan vegyiiletet taldltunk mely

hatékonyan gétolta a baktérium szaporodasat.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 Vegyiiletek

A doktori munkamhoz sziikséges vegyiileteket a Vichem Kutaté Kft. biztositotta. A
NCL (Nested Chemical Library) vegyiilettar tobb mint 12 000 vegyiiletet foglal
magdba, melyek kb. 108 alapvdz koré csoportosulnak. A vegyiiletek foként ATP
kotohelyen hat6 ill. allosztérikus kindzgatlok, melyek egy része ismert, masik része sajat
fejlesztésii, szabadalmaztathaté molekula.

A EVL (Extended Validation Library) vegyiilettar kb. 1 000 vegyiiletet tartalmaz, mely

diverz szerkezetekre alapul é€s a NCL vegyiilettar sziikitett formdjanak tekintheto.
4.2 Fehérje expresszalas és tisztitas

4.2.1 PknB

A PknB kindz katalitikus domén részét (1-279 aminosav) a kordbban leirtak alapjan
allitottuk eld [81].

4.2.2 GarA

A recombindns GarA fehérjét kordbban kozolt modszerrel allitottuk eld [47]. A
publikédciéban kozolt tisztitds utdin még alkalmaztunk egy harmadik 1€pést, melyben
affinitds kromatografidn alapulé6 TALON® fém affinitds toltetet haszndltunk
(Clontech), hogy eltavolitsuk a fluoreszcens mddszert befolydsolo fehérje
szennyezOdéseket. A fehérjét 20 mM HEPES pH=7.5; 150mM NaCl; gradiens imidazol
(0-200 mM) oldattal eluéltuk és dializist kdvetéen 50 mM Tris pH=8,0; 100 mM NaCl;
1 mM ditiotreitol (DTT); 20 % glicerin tartalmu oldatban taroltuk -70 °C-on.

4.2.3 PknG

A PknG fehérje (1-750 aminosav) elddllitdsa sordn a pET28apknG-t tartalmazd
BL21(DE3) kompetens sejteket 30 pg/ml kanamicint tartalmazé LB médiumban
novesztettiik 37°C-on. A pknG expresszidt ODgoonm = 0,6-ndl egy éjszakan keresztiil 18
°C-on 0,5 mM izopropil-B-D-1-tiogalaktoziddal (IPTG) indukaltuk. A sejteket 4 500
rpm, 4 °C-on 8-10 percig centrifugéltuk és ezutan 1 mM PMSF; 0,5 mM DTT; 1 mg/ml
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lizozim; 10 mM MgCly; 4 ug/ml Dnazl tartalmi PBS oldatban 10 percig szonikaltuk. A
feliilisz6t 15 000 rpm, 4 °C, 15 perc centrifugdlds utdn Ni-NTA affinitds kromatografia
oszlopra vittikk fel. Az oszopra kotott fehérjéket 300 mM NaCl; 50 mM K,HPO,
pH=8,0; 10 mM imidazol pH=7,2; 10 % glicerin tartalmu oldattal mostuk, madj 300
mM NaCl; 50 mM K,HPO, pH=8,0; 150 mM imidazol pH=7,2; 10 % glicerin tartalmu
eludld oldattal tavolitottuk el. A fehérjét -70 °C-on 50 mM HEPES pH=7,2; 2 mM
MnCl,; 5 mM MgCl,; 500 mM NaCl; 1 mM DTT; 20 % glicerin oldatban taroltuk.

4.2.4 PknA

PknA (1-336 aminosav, katalitikus domén €s juxtamembrdn domén egyiitt) esetében a
pET28QpknA-t tartalmazé BL21(DE3)pLysS kompetens sejteket 50 pg/ml kanamicint
€s 30 ug/ml kloramfenikolt tartalmazé LB médiumban novesztettiik 30 °C-on. A pknA
expressziot ODgoonm = 0,6-ndl 3 és fél o6rdig 30°C-on 1 mM IPTG-vel indukaltuk. A
sejteket 4 500 rpm, 4 °C-on 8-10 percig centrifugdltuk, majd 50 mM NaH,POy4; 500
mM NacCl; 25 mM imidazol; 5 % glicerin; protedz inhibitor keverék (Complete EDTA-
free, Roche) tartalmi pH=8,0 pufferben szonikélassal lizaltuk a sejteket. A feliiliszét 15
000 rpm, 4 °C, 15 perc centrifugdldssal tavolitottuk el. A rekombindns fehérjét két
1épésben tisztitottuk meg FPLC (fast protein liquid chromatography) mddszerrel. A
fehéjéket elso 1€pésben Ni-NTA oszlopon affinitds kromatografidval valasztottuk szét,
majd az oszlopon kikotédott fehérjéket SO0 mM NaH,POy4; 500 mM NaCl; 5 % glicerin;
gradiens imidazol (0-500 mM) pH=8,0 oldattal tavolitottuk el. A fehérjéket masodik
1épésben Superdex75 16/60 oszlopon 25 mM HEPES pH=8,0; 500 mM NaCl; 5 %
glicerin tartalmu oldattal, 1 ml/perc drmlasi sebeséggel tisztitottuk meg. A fehérjét -70
°C-on 12,5 mM HEPES pH=8,0; 250 mM NaCl; 0,5 mM DTT, 50 % glicerin oldatban

taroltuk.

4.2.5 NADS

Rekombindns M. tuberculosis NAD szintetdz expresszaldsa és tisztitidsa mar kordbban

publikélt médszer szerint tortént [82].
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4.2.6 NADK

Recombinans M. tuberculosis NAD kinaz eldallitasa szintén mar az irodalomban ko6zolt

modon tortént [83].

4.2.7 Na-dodecil-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjék  tisztasdgat és  aktivitdsdit = Na-dodecil-szulfat  poliakrilamid

gélelektroforézissel ellendriztem.

Gradiens gél:
NuPAGE 4-12 % Bis-Tris gél, Imm, 10 zseb (Invitrogen).

Elvalaszté g€l (12 %, 10 ml)

30 % akrilamid /bis-akrilamid 29:1 (Bio-Rad) 4 ml
1,5 M Tris-HCI (pH=8,8) 2,5 ml
10 % SDS 100 pl
Desztillalt viz 3,3 ml
TEMED 4 ul
Ammoénium-perszulfat (100 mg/ml) 100 ul

Gytjtogél (S %, 3 ml)

30 % akrilamid /bis-akrilamid 29:1 (Bio-Rad) 0,5 ml
1 M Tris-HCI (pH=6,8) 0,38 ml
10 % SDS 30 ul
Desztillalt viz 2,1 ml
TEMED 3ul
Ammoénium-perszulfat (100 mg/ml) 30 ul

Elektroforézis puffer (1 liter, pH=8.8):

Tris 303¢g
SDS 1,00 g
Glicin 1440 g
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A gélek festése:

A gélek festésénél tobbféle mddszert alkalmaztam.

1. A festést 45 % etanol, 40 % ecetsav, 0,2 % Coomassie Brilliant Blue R-250
Osszetételli oldattal végeztem 10 percig, majd a géleket 45 % etanol és 10 %
ecetsav Osszetétéelll oldatban dztattam, mig a héttérben levd felesleges festék
kioldddott.

2. Fermentas PageBlue™ Protein Staining Solution a megadott leirds szerint [84].

4.3 Radioaktiv enzim aktivitas mérés

A radiometrids PknB mérést 20 ul végtérfogatban, 96-lyuku rakciélemezen végeztem. A
kinaz oldathoz (10 uM GarA; 2,5 nM PknB; 50 mM HEPES pH=7.,0; 0,01 % Brij35; 1
mM DTT; 5 % glicerin) hozzdadtam az ATP tartalmu oldatot (20 uM ATP; 1,5 uCi [y-
3P]ATP; 500 uM MnCl,), melyet 30 perces inkubéci6 kovetett szobahémérsékleten.

A reakcid leallitdsdhoz 5 pl 150 mM H3;POs-t hasznéltam. Ezt kovetéen minden lyukbdl
4 pl-t pipettaztam a P81 celluléz papirra, melyet 5x10 percig mostam 1 % H3;PO,
oldattal, hogy a nem kotodott jelolt ATP-t eltdvolitsam. A szdraz P81 papiron 1évo
foltokat Phosphorlmager (Storm, Molecular Dynamics) késziilékkel hivtam eld és
értékeltem ki. Minden vegyiiletet eloszor 50 uM, majd az aktivakat 5 pM-ban
teszteltem duplikdtumban. Az ICsy értékeket 8 pontos higitdsban, duplikdtumban,
KaleidaGraph program segitségével hatdroztam meg. K252-a és straurosporin

vegyiileteket haszndltam referencia inhibitorként [85].
4.4 Fluoreszcencia polarizacion alapulé mérések

4.4.1 IMAP (Immobilized Metal Assay for Phosphochemicals)
technologia

Az IMAP technolégia alapelve, hogy nanorészecskékhez koordiniciés komplex-szel
rogzitett (immobilizalt) fémionokhoz (M) — megfeleléen nagy sé koncentrdci6
(ionerdsség) esetén — nagy affinitdssal kotddik a foszfat csoport. Az IMAP kot
reagens” komplexet képez — a kindz altal katalizalt reakcid sordn — a peptid szubsztritra
kot6do foszfat csoporttal. A szubsztratok fluoreszcens festékkel vannak megjeldlve. Az

altalunk hasznalt peptid szubsztratokon 5-karboxifluoreszcein (5-FAM) jelzés van.
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A kotédés lecsokkenti a jelolt peptid szubsztrat molekularis mozgdsit, ami a mért
fluoreszcencia polarizaci6 (FP) értékének novekedésével detektdlhato.

Az IMAP ,koto oldat” kétféle gyari pufferbdl 4dll, és ebben a pufferben van feloldva
IMAP ,.kot6 reagens” megfeleld higitasban.

kinase N
ATP L low FP

fluorescent

peptide substrate
(Tyr, Ser, or Thr)

@

IMAP FP
binding
reagent

phospho-peptide
hosphatase product

high FP

14. abra IMAP technoldgia alapelve [86]

Az IMAP modszernél hasznalt kiilonboz6 peptid szubsztrdtokat az ELTE-n taldlhat6 Dr.
Mezé Gabor vezetése alatt miikodé Magyar Tudomdnyos Akadémia Peptidkémiai

Kutatocsoportja biztositotta szamomra.

4.4.2 Transcreener technologia
4.4.2.1 ADP detektal6 médszerek

4.4.2.1.1 HTRF® Transcreener ADP technologia

A HTRF® Transcreener® ADP technoldgia (Cisbio) egy kompetitiv immunassay,
melyben a nativ ADP és a d2-jelolt ADP verseng az Eu’* kriptttal jelolt monoklonalis
ADP ellenes antitestért. A modszer 2 1€pésbdl all: az enzimatikus reakciébol és az ezt

kovetd altalanos detektald 1épésbol [87].
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15. 4bra HTRF® Transcreener ADP médszer

Ezt a detektald mddszert PknA enzim esetén hasznaltuk.

4.4.2.1.2 Transcreener® ADP? FP technolégia

A Transcreener® ADP? FP technolégia a tdvoli voros tartomanyban mérheté kompetitiv
fluoreszcencia polarizacion alapulé modszer, amely az ADP kimutatdsan alapul, ezért
barmely olyan enzim esetén hasznédlhatd, amely ADP-t termel: fehérje, lipid, szénhidrat
kinazok, ATPéazok, DNS helikdzok, karboxildz €s glutamin szintetdz. A Transcreener®
ADP? FP technolégia egy egyszerii, egylépéses, homogén detektdlé médszer, amely
nagy rugalmassaggal bir az ATP koncentracio6 terén (0,1-1 000 pM). A mddszer kitlind
jelet ad alacsony szubsztrat atalakulasnal. A Z° > 0,7 és a polarizacids kiilonbség > 85

10 % ATP atalakulasnal, 1 uM ATP jelenlétében.

ADP-producing

enzyme ?
Substrate + ATP » Substrate + ADP

;:\Dgf 3 -ADP

16. abra Transcreener® ADP? FP technoldgia

A Transcreener® ADP* FP médszert ADP termeld enzimfolyamatok nyomonkovetésére

fejlesztették ki. A Transcreener ADP detektdl6 oldat ADP* antitesthez kottt Alexa633
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tracer jelolt ADP-t tartalmaz. Az enzimreakcid sordn termel6dott nativ ADP leszoritja a
tracer jelolt ADP-t az antitestrdl (16. abra) és igy a tracer-ADP szabadon foroghat mely
a floreszcencia polarizacié csokkenéséhez vezet. A tavoli voros tartomanyban mérhetd
tracer segitségével kikiiszobolhetd a floreszcens vegyiiletekkel torténd interferencia
[88].

A Transcreener® ADP? FP technolégiat a PknA, PknB, PknG illetve NADK enzimek

tesztelésére allitottam be.

4.4.2.2 Transcreener™ AMP/GMP technolégia

A Transcreener™ AMP/GMP technolégia a tavoli voros tartomanyban mérhetd
kompetitiv fluoreszcencia polarizacion alapulé mddszer, amely az AMP vagy GMP
kimutatdsan alapul, ezért barmely olyan enzim esetén haszndlhatd, amely AMP-t vagy
GMP-t termel: ubiquitin, SUMO, nukleinsav és protein ligdzok, foszfodiészterazok és
szintetizok. A Transcreener™ AMP/GMP technoldgia egy egyszerli, egylépéses,
homogén detektdlé moddszer, melyben barmilyen nativ, nem mddositott szubsztrat
alkalmazasa lehetséges 1-1 000 M tartomanyban. Az mddszer kit{ind jellel rendelkezik
alacsony szubsztrat atalakuldsndl. A Z° > 0,7 és a polarizacidés kiillonbség > 85 10%

szubsztrat dtalakuldsnadl, 10 uM donor szubsztrat jelenlétében.

AMP/GMP-producing

Substrate SOZE
CAMP, cGMP or ATP > M
H¥Trac

AMP%’% H¥Tracer

17. abra Transcreener™ AMP/GMP technoldgia

A Transcreener™ AMP/GMP médszert AMP vagy GMP termeld enzimfolyamatok
nyomonkovetésére fejlesztették ki. Az enzimreakciéo folyamatdt fluoreszcencia
polarizacié csokkenés jelzi. A Transcreener AMP/GMP detektdlé oldat AMP/GMP
antitesthez kotott Alexa633 tracer jelolt AMP/GMP-t tartalmaz. Az enzimreakcié soran
termelddott nativ AMP vagy GMP leszoritja a tracer jelolt AMP/GMP-t az antitestrol
(17. abra), mely ezutdn szabadon foroghat. Az AMP/GMP aranyos a polarizacié
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csokkenéssel. A tavoli voros tartomanyban mérhetd tracer segitségével kikiiszobolhetd
a floreszcens vegyiiletekkel torténd interferencia [89].
A Transcreener™ AMP/GMP technolégiat M. tuberculosis NAD szintetdz tesztelésre

allitottam be.
4.5 Virtualis tesztelés

4.5.1 Szerkezet-hatas osszefiiggés

A modell elkészitéséhez a Vichem Kft.-ben kifejlesztett programot hasznéltuk. A
biologiai mérések eredményein alapulé szerkezet-hatds Osszefiiggést (QSAR) az
ADABoost moddszerrel készitettilk el, melyben tobb ezer kiszamitott molekulaleiré

(molacular descriptors) €s a bioldgiai adatok kozti korrelaciét vizsgéltuk [90, 91].

4.5.2 Dokkolas

Dokkolédsnédl a célfehérjék kordabban publikdlt kristdlyszerkezetét haszndltuk fel. A
dokkolds sordn a Vichem, Tripos és WDI vegyiilettarat (19 033 vegyiilet) teszteltiik
virtudlisan. A dokkolast FlexX 1.20.1. programmal végeztiik, alapbedllitdsok szerint. A
kolcsonhatési energidk (H-hid, Van der Waals, Coulomb koélcsonhatds) alapjan tortént
az illesztés. Minden ligand esetén 30 pozt generdlt a program, melyekhez az empirikus

pontozdéfiiggvény pontszamot rendelt és a legjobb pontszamu keriilt kivalasztdsra [92].

4.6 Baktérium torzsek

Escherichia coli BL21(DE3)pLysS és E. coli PQ37 torzseket 37 °C-on LB (Luria broth)
médiumban 30 pg/ml kloramfenikol illetve 50 pg/ml ampicillin jelenlétében
tenyésztettik. A C. glutamicum (ATCC 13032) tenyésztését 30 °C-on LB médiumban, a
Mycobacterium smegmatis mc*155 tenyésztését 0,05 % Tween 80-t tartalmazé LB
médiumban 37 °C-on végeztilk. A M. bovis BCG Pasteur és M. tuberculosis H37Rv
sejtvonalakat 10 % ADC (albumin, dextrose, catalase, Becton Dickinson), 0,05 %
Tween 80 €s 0,2 % glicerin tartalmi Middlebrook 7H9 médiumban novesztettiik fel.

A benzotiazinon (BTZ) rezisztens mutans M. smegmatis MN47, M. smegmatis MN84,
M. bovis BCG Pasteur BN2 torzseket Prof. G. Riccardi-tél kaptuk [93]. A C.
glutamicum PS1 mutéanst ugy allitottuk eld, hogy BTZ043 (10 pg/ml) tartalma LB-agar
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lemezen tenyésztettiink vad tipusi C. glutamicum-ot (ATCC 13032) 30 °C-on, két

hétig.

4.7 Antibakterialis tesztelés

A vegyiiletek (10 uM) C. glutamicum (ATCC 13032) és M. tuberculosis H37Rv elleni
in vitro aktivitdsanak meghatarozasa rezazurin redukcion alapulé mikrotiter modszerrel
(REMA) tortént [94].

Az egy dozisu hatéanyag érzékenység meghatirozas C. glutamicum esetén 384-lyuku
atlatszo, lapos alju polisztirén mikrolemezen (Corning) tortént, 20 ul térfogatban. A
vegyiiletekhez novekedési fazisban 1év0, ODgoonm = 0,001 sejtkultirat adtunk és 30 °C-
on inkubdltuk egy éjszakédn keresztiil. A rezazurin (2 pl; 0,025 w/v%) hozzaadéasa utan a
lemezeket 4 6réan keresztiil inkubdltuk. A baktérium névekedésére a rezazurin redukcio
fluoreszcencidn alapulé (excitdci6 570 nm, emisszidé 590 nm) monitorozdsabdl
kovetkeztettiink.

Az egy dozisu hatéanyag érzékenység meghatarozas M. tuberculosis esetén hasonléan
tortént, de 96-lyukd atlatsz6, lapos alji polisztirén lemezen (Corning), 100 pul
térfogatban.

A pérolgés elkeriilése miatt a lemezeket poliészter folidval fedtiik le. 7 nap 37 °C-os
inkubdlds utdn hozzdadtuk a rezazurint €s tovabbi 20 6rat inkubaltuk 37 °C-on mieldtt
fluoreszcens értékelésre keriilt sor.

Az anyagok lemezre pipettazasaban a Zephyr® Liquid Handling Workstation (Caliper
LifeSciences) pipettdzo robot volt a segitségiinkre. A baktérium és rezazurin pipettdzasa
M. tuberculosis esetén kézzel, C. glutamicum esetén pedig pipettdzé robot (EL406,
BioTek) segitségével tortént. A fluoreszcencia polarizaciét Tecan Infinite 500
késziilékkel mértiik.

C. glutamicum esetén 32 pozitiv (rifampicin, 1 pM) és 32 negativ (nincs inhibitor)

kontrollt, illetve M. tuberculosis esetén 8-8 kontrollt hasznaltunk.

4.8 MIC meghatarozas

A MIC (a hatéanyag minimdlis koncentricidja, mely a folyékony sejtkultira
novekedését tobb mint 99 %-ban gitolja ODgponm = 0,001 esetén) meghatirozas 96-

lyuku atlatszé lemezen (Corning) rezazurin alapi moédszerrel tortént.
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4.9 Genotoxicitas meghatarozasa

A vegyiiletek genotoxicitdsat SOS-kromoteszttel hatdroztuk meg LB agar lemezen [95].
A vegyiileteket (10 pl, 10 mM) ampicillin (50 pg/ml), brém-klér-indolil-
galactopiranozid (0,006 %) és E. coli PQ37 (ODgoonm = 0,04) tartalmi LB agar lemezre
cseppentettiik. A negativ kontroll izoniazid volt, mig a pozitiv kontroll 4-nitroquinolin

N-oxid volt. Az anyagok genotoxicitdsit kolorimetridsan értékeltiik ki.

4.10 Citotoxicitas meghatarozasa

A vegyiiletek toxicitds vizsgdlatit REMA mddszerrel végeztik human tiido epitél
sejtvonalon (A549) és humdn leukémia monocita sejtvonalon (THP-1). A sejteket
(2x10* sejt/lyuk, 500 ul 10 % FBS tartalmi DMEM médium) 3 napig 37 °C-on 5 %
CO; jelenlétében inkubaltuk 1,5 és 100 uM kozotti vegyiilet koncentracioval. A THP-1
viabilitds meghatarozasndl a rezazurint kozvetleniil a sejt médiumhoz adtuk (0,0025 %),
mig az A549 sejtvonal esetében a médiumot eltdvolitottuk €s a rezazurint (0,0025 %)
foszfat pufferben adtuk hozza. A lemezeket tovabbi 2 6rdn keresztiil inkubdltuk és
ezutdn a viabilitast fluoreszcencidval hatdroztuk meg (excitacié 570 nm, emisszidé 590
nm). A vegyiileteket duplikatumban teszteltiik. A minimdlis citotoxicitdsi koncentracid
(MCC) pedig az a hatéanyag koncentricid, amely fluoreszcencia csokkenést vagy mds

jelentdsebb morfoldgiai valtozast okoz.

4.11 Antibakterialis érzékenység meghatarozas agar-diffiizios
teszttel

Az antibakteridlis aktivitdis meghatdrozdsa szamos baktérium torzson agar-diffuzids

modszerrel tortént. Az 50 pg vegyiiletet tartalmazé 6 mm atmérdjli szlirOpapir korongot

az elOzetesen beoltott agar lemezre helyeztilk. A megfeleld inkubdldsi i1dd elteltével

lemértiik a sziir6papir korong koriili inhibicios teriilet atmérdjét.

4.12 Fertozott makrofag vizsgalat

A 20 ng/ml PMA-val differencidlt THP-1 sejtvonlat egy éjszakan at 10 % FBS és 1 %
glutamin tartalmi RPMI oldatban novesztettiik, 5 % CO; jelenlétében, 37 °C-on. A
makrofidgokat humdn szérummal opszonizdlt M. bovis BCG-vel 2 6rdn keresztiil

fertoztik (10 baktérium/sejt), majd friss médiummal mostuk. A nem internalizalt
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baktériumokat 100 pg/ml gentamicin hozzdadasaval oltiik el. A fert6zott makrofagokat
10 uM végkoncentracidju inhibitorral 48 Ordn keresztiil inkubdltuk. A viabilitds
vizsgdlathoz a médiumot antibiotikum mentes médiumra cseréltiikk, majd a begytijtott
fert6zott makrofagokat meleg PBS-sel mostuk. A makrofagokat 7H10/10 % OADC
(Oleic Acid Albumin Dextrose Complex) lemezre helyezve meghatdroztuk a

telepszamot (CFU).

4.13 KinaTor™

A kivalasztott molekula gyantdhoz kotését a vegyészek végezték a kordbban mar
publikélt eljarasnak megfeleléen [96]. Az inaktivalt M. tuberculosis lizatumot az EPFL
intézet biztositotta szdmomra. Az affinitds kromatografidhoz Superdex 75 HR 10/300
GL oszlopot hasznaltam.

Az oszlop toltetet 5 ml 20 mM HEPES; 0,25 % Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTA; 1 mM DTT; 1 M NaCl oldattal ekvilibraltam (v=100 pl/perc). Ezutan 10 ml
15mg/ml tbc lizatumot engedtem 4t az oszlopon v=50 pl/perc aramlési sebesség mellet.
A fehérjéket az oszlop mosésa utan (3 ml, 20 mM HEPES; 0,25 % Triton X-100; 1 mM
EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT; 150 mM NacCl, v=100 pl/perc) 3 ml 20 mM HEPES;
0,25 % Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT; 150 mM NaCl, 10 mM
ATP, 20 mM MgCl, és 1 mM inhibitor tartalmu oldattal eludltam (v=50 ul/perc).

Az affinitds kromatografidt az inhibitorral kotott és az inhibitor mentes gyantdval is
elvégeztem.

A fehérjéket a kloroform-metanolos kicsapds [97] utdn, mintaoldd pufferben feloldva
16-BAC/SDS-PAGE 2D elektroforézissel vdlasztottam szét. Az elektroforézist nagy
gélen (Bio-Rad PROTEAN II Systhem) végeztem el.

Mintaoldé puffer (10 ml)

Karbamid 45¢
BAC lg

Glicerin (100 %) 1 ml
Desztillalt viz 4 ml

Melegités 60 °C-on amig homogén nem lesz az oldat!

1,5 M DTT 500 ul
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5 % Pyronin Y 100 pl

16-BAC gél (els6 dimenzid)
Elvalaszt6 gél (7,5 %; 80 ml)

Karbamid 16,4 g
30 % akrilamid /bis-akrilamid 29:1 (Bio-Rad) 25,83 ml
300 mM KH,PO, (pH=2,1) 22,66 ml
Desztillalt viz 22.66 ml
250 mM BAC 0,9 ml

5 mM FeSO4x7H,0 0,15 ml
80 mM aszkorbinsav 4,5 ml
H,0, (1:1 200) 3,63 ml

Gytijt6gél (4 %, 16 ml)

Karbamid 2g

30 % akrilamid /bis-akrilamid 29:1 (Bio-Rad) 2,66 ml
300 mM KH,PO4 (pH=2,1) 5 ml
Desztillalt viz 6 ml
250 mM BAC 0,14 ml
5 mM FeSO4x7H,0 0,017 ml
80 mM aszkorbinsav 1 ml
H,0, (1:750) 1 ml

A 250 mM BAC; 5 mM FeSO4x7H,;0; 80 mM aszkorbinsav; H,O, oldatokat mindig
frissen kell elkésziteni illetve a hidrogén-peroxid hozzdadasa eldtt 10 percig

gazmentesiteni kell az oldatot.

Elektroforézis puffer (2 liter):

BAC 1,98 ¢
0,5 M H3POq4 200 ml
Glicin 2252 ¢g
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Futtatds utan a gélt fixal6 oldatba (izopropanol:ecetsav:viz = 3,5:1:5,5) tettem éjszakara,

majd masnap az SDS-PAGE futtatas el6tt 375 mM Tris-HCl (pH=8,8) és 0,2%-0s SDS

elegyében ekvilibraltam.

SDS-PAGE (masodik dimenzio)

Elvalaszté gél (10 %, 150 ml)

30 % akrilamid /bis-akrilamid 29:1 (Bio-Rad)
1,5 M Tris-HCI (pH=8,8)

20 % SDS

Desztillalt viz

TEMED

Ammoénium-perszulfat (100 mg/ml)

Gytjtogél (S %, 25 ml)

30 % akrilamid /bis-akrilamid 29:1 (Bio-Rad)
1 M Tris-HCI (pH=6,8)

20 % SDS

Desztillalt viz

TEMED

Ammoénium-perszulfat (100 mg/ml)

Elektroforézis puffer (1 liter, pH=8.8):

Tris
SDS

Glicin

50,1 ml
37,5 ml
1,5 ml
59,4 ml
60 ul
1,5 ml

4,15 ml
3,15 ml
250 ul
17,0 ml
25wl
250 ul

3,03 ¢
1,00 g
14,40 ¢

A géleket futtatds utin Fermentas PageBlue™ Protein Staining Solution oldattal

festettem [84].

A fehérjéket a SZTE Orvosi Vegytani Intézet ESI-QTOF rendszeren elemezte ki és

azonositotta.

43



DOI:10.14753/SE.2012.1745

5 Eredmények
5.1 Célfehérje alapt hatéanyagfejlesztés
5.1.1 PknB kinazon haté inhibitor keresés

5.1.1.1 Fehérje expresszio, tisztitas

A PknB fehérjét a 4.2.1 fejezetben leirtak alapjan allitottam eld. A fehérje eludtum
tisztasdgit Na-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztem 12 %-os
gélen. A 18. abra a PknB fehérje tisztitdsa soran késziilt frakciok fehérjeosszetételét

mutatja.
1234567
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18. abra PknB (MW 32414 Da): 1. marker; 2. totdl; 3. pellet; 4. feliildszo; 5.

atengedett; 6 mosds; 7. eludtum

A PknB Transcreener® ADP? FP tesztelés sordn a PknB kindz szubsztratjaként a GarA
fehérjét haszndltam, melynek elddllitdsa a 4.2.2 fejezetben leirtak alapjdn tortént. A
GarA fehérje tisztasdgat 4-12  %-os gradiens gélen, Na-dodecil-szulfit
gélelektroforézissel ellendriztem. A 19. abra a GarA fehérje kiilonb6z6é frakcidit

mutatja eltérd imidazol koncentracidban.
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1234567

GarA D e

19. abra GarA (MW 216464 Da) TALON® fém affinitas kromatografia utan: 1.
marker; 2. GarA tisztitas elott; 3. imidazol nélkiil; 4. 20 mM imidazol; 5. 40 mM
imidazol; 6. 60 mM imidazol; 7. 200 mM imidazol

5.1.1.2 Radiometrias PknB kinaz modszer

2006 O6szén alkalmam nyilt, hogy a New Medicines for Tuberculosis (NM4TB) FP6
palyazat keretében elsajatitsam a PknB radiometrids kindz tesztelési mddszert a parizsi
Pasteur Intézetben, Prof. Pedro Alzari laborjdban. Az ott eltoltott 6 hét alatt részt vettem
a modszer 96-lyukd lemezre torténd adaptildsdban és elvégeztem a szlikitett kindz
vegyiilettar (EVL) tesztelését (~1 000 molekula).

A vegyiileteket elsd korben 50 pM koncentricidban teszteltem le duplikdtumban, majd
az igy gétlast mutaté molekuldkat (85 inhibitor) 5 uM-ban is leteszteltem és végiil 35
vegyiiletnek az ICsy értékét hatdroztam meg duplikdtumban, 8 pontban, harmadolé
higitasban.

A széaraz P81 papiron 1évé foltokat (20. abra) Phosphorlmager (Storm, Molecular

Dynamics) késziilékkel hivtam el6 és ImageQuant TL programmal értékeltem ki.
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egyiiletek tesztelése PknB radiometrids kindz modszerrel

A radiometrids tesztelés sordn minden egyes 96-lyuku lemezen 16 lyukba 2 % DMSO

tartalmu oldatot tettem, mely a 0 % gatlast reprezentdlja. A papir hétterét 8 pontban

mértem le, majd kivontam a kapott foltok denzitasabol.
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21. abra ICsy meghatarozas radioaktiv mddszerrel. Foltok denzitasanak kiértékelése

PhosphorImager késziilékkel ImageQuant TL software segitségével

A gatlast mutatd vegyiiletek ICso értékekét duplikatuban, 8 higitasi pontbol (21. abra)
KaleidaGraph software segitségével hatdroztam meg. A gorbét jellemzd paraméterek a
kovetkezok voltak: hill<1,5; R2>0,996; gorbe illesztés hibdja<0,02. Az ICsg

meghatdrozas estén hasznélt gorbe egyenlete:

y=a+

1. egyenlet ICs, gorbe egyenlete, y=inhibicids %, x=vegyiilet koncentricidja, a=gorbe

minimuma, b=gdrbe maximuma, c=ICs, érték, d=gorbe meredeksége (hill)

A két leghatékonyabb vegyiilet ICsy gorbéjét a 22. abra mutatja.

12112 16641

]
opom oot LR} 1 0 oo

22. dbra VIC-12112 és VIC-16641 vegyiiletek ICs gorbéje
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A radiometrids tesztelés utan kapott hit vegyiiletek szerkezetét, ICsy és MIC értékét a 4.

tablazatban tiintettem fel.

4. tablazat Radiometrids tesztelés utan kapott hit vegyiiletek szerkezete, ICsy és MIC

értéke
Vegyiilet Szerkezet (Iu(f\f[“) ?:;/S
HO.
I]\Nto
VIC-12112 H° ° 0,274 49
HO O
OH
OH
N‘YN
NH y
VIC-12147 ) NN [ 2,37 >34
HNYN | H
(o]
H
sy N, ~NH:
NH
NS
HN ‘/Nj/leO
.
VIC-16212 0,82 >55
N
)
|
N X
VIC-16641 @ 0,258 49
N
)
|
NI
HN /Nj/f&lo
VIC-17103 © 0,584 >47
O.
NN
L
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5.1.1.3 Virtualis tesztelés

5.1.1.3.1 Szerkezet-hatds dsszefiiggés

A hatéanyagtervezés egyik fO 1épése a szerkezet-hatds vizsgdlat, mely torténhet a
vegyész személyes meglatdsa szerint, de vannak ezt segit0 szamitégépes programok is.
Mi mindkett6t alkalmaztuk.

A QSAR modell elkészitéséhez 1050 mérési pontbdl szarmaztatott pICsy érték allt
rendelkezésiinkre. A mérési pontok a mért inhibicids % illetve ICsy adatokbdl tevodtek
Ossze. A negativ értékeket a modell elkészitésénél nem vettiikk figyelembe. A végso
adabdzis 606 adatpontot tartalmazott. Ennek a 25 %-at kiils6 validdlé halmazként
hasznéltuk a modell betanitdsdhoz, mig 75 %-a az adaptiv halmazt alkotta.

Az 23. abra A része mutatja a mért és a modell altal jésolt pICsy értékek kozti
Osszefiiggést.

A legjobb modell statisztikai paraméterei 26 molekulaleirét tartalmaztak, mikdzben a
modellezés 3 355 molekulaleiroval indult. A végsd modell sajat (cégen beliili)
fejlesztésli software-rel keriilt kivalsztasra [90,91]. A Q2 (keresztvalidacids korrelacios
egylitthatd) = 0,6546 érték alatimasztja, hogy a modell megbizhaté és virtudlis
tesztelésnél alkalmazhato.

A legjobb modellel leteszteltik a virtudlis vegyiilettirat (~70 000 molekula) uj,
szabadalmaztathaté szerkezetkeresés végett. A megjosolt aktivitdsok eloszldsat a 23.

abra B része mutatja.

Racheaiietatioy Distribution of estimated activities without extrapolation
Adapted: blue. validated: red

S

B

Calculated (2

R e A R
] ATRalR 20 f [ m
G EPCAR mﬂ
] 0 s LI B Pyt D
R S == I 20 30 40 50 B0 70 B0 30 W0 40
A Heasured (%) Betimated activity (pIcsa) B

23. abra A) Osszefiiggés a mért és a QSAR modell 4ltal jésolt pICs értékek kozott. A
kék pontok az adaptiv halmazt, a piros pontok a kiilsé validalé halmazt jellemzik. B) A

josolt aktivitasok eloszldsa a virtudlis vegyiilettar (~70 000 vegyiilet) tesztelése utdn.
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A szamitogépes szerkezet-hatds Osszefliggésre €s a vegyészek személyes tapasztalatdra
alapozva kivalasztasra keriilt néhdny 0j szerkezet, melyeket a vegyészek elballitottak és

ezek hatdsat in vitro biokémiai mddszerrel igazoltam.

5.1.1.3.2 Dokkolds

A dokkolas alapvetden a modszerek fejezet 4.5.2 pontjaban leirtak szerint tortént. PknB
kinaz esetén 3 kristalyszerkezetet is taldltunk a PDB (Protein Data Bank) adatbazisban,
amit dokkolashoz tudtunk haszndlni (5. tablazat). Ezek koziil a PknB-mitoxantron

komplex képét a 24. abra mutatja.

5. tablazat PknB kristalyszerkezete kiilonb6z6 ligandokkal [98 ,99 ,100]

PDB ID Ligand név Ligand
azonosito
1IMRU foszfotiofoszforsav adenil észter AGS
2FUM Mitoxantron MIX
106Y foszfometilfoszfonsav adenil észter ACP

24. abra PknB kindz mitoxantronnal komplexben
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A dokkolds alapjan a legjobbnak taldlt 271 vegyiiletet leteszteltem biokémiai

mddszerrel, melyek koziil néhdanynak meghatiroztam az ICsg értékét is.

5.1.1.4 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

Ugyan a radiometrids modszerek érzékenységét nehéz feliilmilni, hatranyuk az, hogy
elvégzésiikhoz specidlis engedéllyel rendelkezd labor sziikséges; a radiometrids mérés
iddigényes €s koriilményes, mivel jelentds eldkésziiletet igényel (radioaktiv izotéppal
jelzett szubsztrat beszerzése, taroldsa, felezési id0 figyelembevétele, stb.). Munkdm
soran nyilvanvaléva valt, hogy ez a médszer nem alkalmazhaté MTS/HTS tesztelésre,
ezért célul tiztem ki mas, nem-radioaktiv modszer felkutatasat és beallitasat.

A MTS/HTS tesztelésre alkalmas moddszer bedllitdsakor néhany alapvetd statisztikai

jellemzdvel karakterizalhatjuk a tesztrendszert.

A tesztrendszerek statisztikai jellemz0i €s kovetelmények:
1. AS: jelkiilonbség: a minimum kontroll/héttér atlagos polarizacios értéke
(nincs kindz), és a maximum kontroll atlagos polarizacidos értéke (nincs
inhibitor) kozotti kiilonbség. Az optimalizalds sordn a jelkiilonbséget 100

mP koriili értékre szoktuk beallitani.

2. S/B: jel/hattér: az atlagos maximum jelszint és 4tlagos minimum
jelszint/hattér ardnya. Problémdja, hogy nem tartalmaz informéciét a

szorasrol. (Minél nagyobb, anndl jobb.)

3. S/N: jel/zaj: megadja, hogy a jel mennyire tér el a hattértol (2. egyenlet).

Optimalis esetben ez az érték nagyobb, mint 5.

S/N = max ,, —min ;,

min jel

2. egyenlet max ;, = elméleti maximdlis jelszint (nincs inhibitor) dtlagos értéke,

min ;,, = elméleti minimalis jelszint/hattér (nincs kinaz) atlagos értéke, SD

min jel —

elméleti minimalis jelszint/hattér szérdsa
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4. Z’: Zhang és munkatdrsai éltal bevezetett HTS tesztelések statisztikai
mérdszdma, melynek idedlis esetben nagyobbnak kell lennie, mint 0,5

[101] (3. egyenlet).

Zv: 1 _ 3Sl)max Jjel
max ;,, —min

+3SD

min jel

3. egyenlet max ;,, = elméleti maximalis jelszint (nincs inhibitor) atlagos értéke,

min ;,, = elméleti minimalis jelszint/hattér (nincs kindz) atlagos értéke, SD

max jel =

elméleti maximadlis jelszint/héttér szordsa, SD = elméleti minimalis jelszint/hattér

min jel

szorasa

A doktori munkdm sordn beéllitott médszerek minden esetben megfeletek a fent emlitett
statisztikai kovetelményeknek, ezért ezeket az értékeket kiilon nem tiintetem fel a

tovabbiakban.

5.1.1.4.1 IMAP technologia bedllitasa

A IMAP technolégia eldnye, hogy nem-radioaktiv, illetve nem igényel antitestet,
valamint 4ltaldnosan alkalmazhaté, robusztus, jol reprodukdlhat6, homogén FP
modszer, mely konnyen robotizalhaté €s miniatiirizlhato.

Az mddszer bedllitdsdhoz alapvetden sziikséges hogy a szubsztrat S-karboxifluoreszcein
jelzéssel ellatott peptid legyen.

A munkdm elején elsOsorban a PknB és PknG célfehérjékre Oszpontositottam, mert
ezekkel kapcsolatban tobb kutatds bizonyitotta, hogy fontosak a baktérium novekedése
szempontjabol.

Az IMAP technoldgia bedllitdsanél szamos paramétert figyelembe kell venni.

A beallitas 1épései:

1- A kiindulépont és a szubsztrat optimalizaldsa

2- Az IMAP paraméterek optimalizdlasa

3- Kindz puffer optimalizdldsa

4- Knapp meghatdrozasa

5- Inkubécids 1d6 €s kindzkoncentricié optimalizalasa

6- Referencia anyagok ICso-ének meghatdrozasa
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2005-ben Villarino és tdrsai azonositottdk a PknB kindz fizioldgids szubsztratjit, a
GarA fehérjét, valamint kimutattdk, hogy a foszforilacié a Thr22-n jon létre [47]. Mivel
az IMAP technol6giandl peptid szubsztratra van sziikség ugy gondoltuk, hogy a fehérje

foszforil4cids helyét tartalmazoé szekvenciat kellene szubszratként alkalmazni.

GarA 54 162
FHA domén L
SDEVTVETT‘SVFRAD F
Thr22

25. abra GarA foszforilaciés helye PknB altal

Ezeket a szubsztratokat allittattuk elo:
1. SFAM-SDEVTVETTSVFRADFL-NH,
2. 5(6)FAM-SDEVTVETTSVFRADFL-NH,

Egy 2008-ban kozolt cikk arrél szamol be, hogy peptid vegyiilettar tesztelés soran
meghatdroztak, hogy mik a kedvelt szubsztrat motivumok PknB esetén. Az egyik itt
kozolt peptidszekvencidt MAREFGTQMFFRAGKKK [102] karboxifluoreszceinnel

tobbféleképpen jelzett formdban szintetizéltattuk meg.

1. SFAM-MAREFGTQMFFRAGKKK-NH,
2. 5(6)FAM-MAREFGTQMFFRAGKKK-NH,
3. MAREFGTQMFFRAGKKK-5(6)FAM-OH

Az Osszes fentebb felsorolt peptid szubsztratot kiprébaltam az IMAP mddszerben, de
egyik peptid esetén sem kaptam elegendo jelet.

Mivel az IMAP mddszer esetében nem jartam sikerrel masik megoldas utan néztem.
Orommel fedeztem fel, hogy a BellBrook Labs olyan médszerrel 4llt elé, mely alkalmas

MTS/HTS kinéz tesztrendszerek bedllitasara és nincs sziikség specidlis szubsztratra.
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5.1.1.4.2 PknB Transcreener® ADP*FP technolégia

5.1.1.4.2.1 Optimalizalas

A Transcreener technoldgia elonye, hogy a mddszerben alkalmazott szubsztrat
barmilyen fehérje lehet csak az a 1ényeges, hogy az enzim-szubsztrat reakcié sordan ADP
keletkezzen, amit lehet detektalni.

Ezt a konnyebbséget kihasznalva a PknB mérés bedllitasnal a kindz sajat fiziologias
szubsztratjat, a GarA fehérjét hasznaltam.

A mddszer bedllitdsdndl nem kellett teljesen az elejérdl kezdenem, hiszen a kordbban
alkalmazott radiometrids médszernél mar bedllitott pufferkoriilményt nem kellett Gjbol
kikisérletezni. A mérés soran alkalmazott puffer 6sszetétele: 50 mM HEPES pH=7,0; 1
mM DTT; 0,5 mM MnCl,; 0,01 % Brij35 és 5 % glicerin. Az ATP koncentrécidja 2,25
uM, mely megfelel a szakirodalomban ko6zolt Ky, értéknek [103].

A Transcreener technoldgia esetén a modszerben haszndlatos antitest titrdldsara van
sziikség, mivel az ATP nagy feleslegben van jelen az ADP-hez képest és az antitest
véges szelektivitdst mutat az ADP irant. A kivalasztott ADP antitest koncentraci6
meghatdrozza a ,,mérési ablakot” (assay window) és az ADP kimutatdsi hatart. A
sziikkséges antitest koncentrici6 fiigg az enzimreakcidoban alkalmazott ATP
koncentraciotél. Az antitest titralast (26. abra) az adott enzim miikodéséhez sziikséges

optimalis puffer rendszerben kell végrehajtani.

620 -
600 1 + ADPAD titr . b .
580 - ~— Fit - .
560 - —— EC50
540 -
520 -
500 -
480 -
460 »
440 -
420 -
4004 ¢
380 -

360 \ \ \ \ \
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00 1000.00

FP [mP]

ADP Ab [pg/ml]

26. abra ADP? antitest titralds a PknB Transcreener® ADP? FP médszer bedllitdsa sordn
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Az antitestet 1 000pg/ml koncentraciotol indulé harmadol6 higitasban titraltam meg.
Az ajanlott antitest koncentracié az ECgs érték, mivel ez egy j6 kompromisszumot jelent

az érzékenység és a maximadlis jel kozott.

1
85 i
EC,. =| —= | xEC
5 [100—85) »

4. egyenlet Az ECss érték kiszamitasa

A kivélasztott ADP antitest koncentraciéja 4,5 pg/ml.
Az antitest koncentracié meghatarozasa utan elvégeztem a kinaz titralast két kiilonbozo
(0,1 és 0,15 mg/ml) GarA szubsztrdt koncentraciondl 20 nM PknB kindzbdl indulva,

harmadol6 higitassal (27. abra).

140 -

120 +

\l

100

80

60

40 4

20 A

0 5 10 15 20 25

kinaz [nM]
—e— PknB/GarA 0.1 mg/ml — 100% ATP conv PknB/GarA 0.1 mg/ml
—e— PknB/GarA 0.15 mg/ml — 100% ATP conv PknB/GarA 0.15 mg/ml

27. abra PknB kin4z titralas két kiilonbozd szubsztrit koncentracional

A PknB mérés optimalizéldsa soran ugy taldltam, hogy 0,1 mg/ml GarA és 1 nM PknB
koncentraciondl megfelelden detektdlhatd jelet kapok, igy a tovébbi tesztelések soran
ezeket a koncentraciokat haszndltam. A GarA-PknB reakci6 id6é 30 perc, mig a deketédld
oldat inkubécids ideje 60 perc volt.

A megfeleld paraméterek kivdlasztdsa utdn ellenOriztem, hogy a késdbbiekben %-os
inhibicié (Inh%) kiszamitdsdhoz haszndlt ATP/ADP kalibraciés gorbe lefutdsa

megfelelé meredekségii-e.
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28. abra ATP/ADP kalibraciés gorbe PknB Transcreener® ADP? FP médszernél

A 28. abra mutatja, hogy a kalibraciés gorbe maximum (0 % ATP konverzid) és
minimum (100 % ATP konverzid) pontja kozétt tobb mint 100 mP egység a kiilonbség,

ami a bedllitas kovetelményeinek megfelel.

5.1.1.4.2.2 Tesztelés

A szerkezet-hatds Osszefiiggés feldllitdsa utdn és a dokkoldsi eredményekre alapozva
~300 vegyiiletet teszteltem le PknB Transcreener® ADP? FP mddszerrel. A 6.
tablazatban megtaldlhat6 az jabb hit vegyiiletek szerkezete, ICsy és MIC értéke.

A vegyiileteket eloszor duplikdtumban 10 pM-ban teszteltem és az itt 75 %-nal nagyobb
gatlast mutaté molekuldk ICsy értékét duplikdtumban 8 pontos higitdsban hataroztam
meg.

A PknB Transcreener® ADP? FP médszert a radiometrids tesztelésben gatldst mutaté

vegyiiletek 1Cs értékének meghatdrozdsaval validéltam.
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szerkezete, ICsq és MIC értéke

Vegyiilet

Szerkezet

ICso (uM)

MIC (pM)

VIC-12150

0,6211

>100

VIC-16135

4,98

>100

VIC-16640

0,99

>100

VIC-16719

0,27

>100

VIC-17494

0,129

>100

VIC-17499

0,688

>100

A téblazatbdl jol l4thatd, hogy habdr a PknB kindz tesztelés sordn sikeriilt hatékony
vegyiileteket taldlni, ezek mégsem hatnak a tuberkulézis baktériumon.
Mind a radiometrids, mind a dokkoldson alapulé Transcreener mérés esetén

piridopirimidinon alapvazi vegyiileteket talaltam hatékony PknB inhibitornak.
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5.1.2 PknG kinazon hato inhibitor keresés

5.1.2.1 Fehérje expresszio, tisztitas

A PknG fehérjét a 4.2.3 fejezetben leirtak alapjan éllitottam el6. A fehérje eludtum
tisztasagiat Na-dodecil-szulfdt poliakrilamid gélelektroforézissel, 12 %-os gélen
ellendriztem. A 29. abra PknG fehérje tisztitdsa soran késziilt frakcidok

fehérjedsszetételét mutatja.

1234567

PknG

29. abra PknG (MW 85973 Da): 1. marker; 2. totdl; 3. pellet; 4. feliiliszo; 5.

atengedett; 6 mosds; 7. eludtum

A PknG Transcreener® ADP? FP tesztelés sordn a PknG kindz szubsztratjaként a GarA

fehérjét hasznéltam, melynek eldallitdsa 4.2.2 fejezetben leirtak alapjan tortént.

5.1.2.2 Virtualis tesztelés

5.1.2.2.1 Dokkolas

Potencidlis inhibitor keresés céljabol PknG kindz esetén is elvégeztiikk a dokkolast a
4.5.2 fejezetben leirtak szerint, de ebben az esetben csak egy kristdlyszerkezet 4llt
rendelkezésiinkre PDB adatbazisban.

7. tablazat PknG kinaz kristalyszerkezete az AX20017 inhibitorral komplexben [104]
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PDB ID Ligand név Ligand
azonosito
2PZ1 AX20017 AXX

A Vichem, Tripos és WDI adatbazisban szerepld 19 033 vegyiilet dokkoldsa utdan 521

lehetséges PknG kinazgatlot valasztottunk ki tovabbi biokémiai tesztelésre.

5.1.2.3 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

5.1.2.3.1 IMAP technolégia beadllitisa

Szintetizalt peptid szubsztratok:

Az els6 3 peptid a PknG autofoszforiliciés szekvencidjanak egy része, melyet
személyes kozlemény [105] alapjan allittattunk eld. A PknG kindz autofoszforilacids

szekvencidjat azéta publikaltik is [106].

1. SFAM-STQAVFRPDFGDE-NH,
2. SFAM-RPLSTQAVFRPDFGDE-NH,
3. SFAM-ATVRPLSTQAVFRPDFGDE-NH,

Egy kozlemény szerint a C. glutamicum PknG az Odhl szubsztit Thr14-es aminosavat

foszforildlja, ami a GarA Thr21-es aminosavanak felel meg [107].

GarA 54 162
FHA domén L
SDEVTVEITSVFRAD FL
Thr21

30. abra GarA foszforilaciés helye PknG éltal
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Mivel az autofoszforildcids szekvencia alapjan szintetizdlt peptidek nem bizonyultak
megfeleld szubsztratnak, igy elddllittattuk a GarA fehérje foszforildcidés pontjat

tartalmazé kovetkezo két peptidet is:

1. SFAM-SDEVTVETTSVFRADFL-NH,
2.5(6)FAM-SDEVTVETTSVFRADFL-NH,

Sajnos ezen peptidek esetében sem tudtam elegendd jelet detektdlni, igy a PknG esetén

is a Transcreener® ADP? FP médszert 4llitottam be és alkalmaztam a tesztelés soran.

5.1.2.3.2 PknG Transcreener® ADP*FP technologia

5.1.2.3.2.1 Optimalizalas

A PknG Transcreener technoldgia bedllitdisandl a mar kordbban, egyiittmikodo
partnerek altal bedllitott radiometrids modszernél haszndlt puffer kondicié nyujtott
alapot [108].

Szubsztratnak szintén a GarA fehéjét haszndltam, mig az ATP koncentrici6 a K, (10
uM) volt.

Az antitest titrdldst ebben az esetben is el kellett végezni a megvéltozott

pufferkoriilmény és ATP koncentracié miatt.

FE' 600 - .
= 580 | * «
& & ADPAD titr
560 1 ~— Fit b4
540 - —— EC50
520 -
500 - ;
480 - *
460
ECs 3,7
440
b 4 ECs 8,7
201 EC 16,43
400 * 85 ’
380 | * . s ECq 26,1
360 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00 1000.00
ADP Ab [ug/ml]

31. abra ADP? antitest titr4l4s a PknG Transcreener® ADP? FP médszernél
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Az antiest titrdldsa sordn 20 mM MOPS pH=7.5; 1 mM DTT; 10 mM MnCl,; 0,01 %
Brij35; 5 % glicerin dsszetételli puffer oldatot hasznaltam.

Az optimélisnak vélt ADP? antitest koncentréci6 16,43 pug/ml.

A PknG kindz titrdlasat két kiilonbozé GarA koncentraciéndl (0,1 és 0,15 mg/ml)

harmadol6 higitasban, 500 nM kinaztdl indulva végeztem el.

160 ]
140 - //é’;’;—///'—‘
120

AS [mP]
|

-50 50 150 250 350 450 550

kinaz [nM]
—e— PknG/GarA 0.1 mg/ml — 100% ATP conv PknG/GarA 0.1 mg/ml
—e— PknG/GarA 0.15 mg/ml = 100% ATP conv PknG/GarA 0.15 mg/ml

32. abra PknG kinaz titralas két killonboz6 szubsztrat koncentracidénal

A 32. 4bra két gorbéjét Osszevetve lithatd, hogy a két szubsztrat koncentraciéhoz
tartoz6 gorbe lefutdsa kozott nincs nagy eltérés, ezért az alacsonyabb szubsztrat
koncentraciot (0,1 mg/ml) valasztottam. Az altalam kivalasztott 15 nM PknG még a
gorbe linedris tartomanydba esik €s elegendden magas jelet produkdl. Az enzim

reakciot 60 percig futtatam, mig a detektdl6 oldattal 60 percig inkubédltam a rendszert.
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33. abra ATP/ADP kalibracios gorbe PknG Transcreener® ADP? FP médszer esetén

Az mddszert ellendrz6 ATP/ADP kalibricids gorbe lefutdsdnédl tobb mint 100 mP

egység a jelkiilonbség, ami megfelel a kovetelményeknek (33. abra).

5.1.2.3.2.2 Tesztelés

A dokkolds alapjan hatékonynak vélt vegyiileteket PknG Transcreener® ADP? FP
mddszerrel letesztelve 12 molekula rendelkezett 1 uM-ndl alacsonyabb ICs, értékkel (8.

tablazat), de ezek koziil egyik sem gatolta jelentdsen a M. tuberculosis novekedését.

8. tablazat Dokkoldsbol szarmazo PknG gatlok szerkezete, ICsy és MIC értéke

Vegyiilet Szerkezeto (I”(lj\f[o) 3/1[1{/%
° NH,
VIC-15473 Ofg”“ 042 | >100
s C))fNH
H
HoN™ N
N ‘ N
|
VIC-15662 . ”fH” 0,06 >100
ol
Q
NH, Y
VIC-15844 N Q 0,69 >100
0 s  )—NH
[e]
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Q NH, e
/ A\
VIC-15870 @rgw CN 0.24 >100

S )—NH
o
° NH, Br
VIC-16027 ng O 0,07 >100
HO S )—NH
Br o
R F
Q NH, OA<F
VIC-16048 @NH @ 023 | >100
HO I S o)ﬁNH
(o} S—
NH,
VIC-16077 Q&W @ 0,1 >100
HO S )NH
Br

]
o NH,
VIC-16092 qgw Q 047 | >100
O~¢ )—NH OH
o

Q NH 4
VIC-16113 - 0,02 | >100
HO S NH
cl o
OH Q NH,
VIC16204 | [ jSw 0,56 | >100
HNWAO S )_<]
o O
Q
° NH, C>
VIC-16284 . 026 | >100
HO S NH
cl o
o] NH, Ow
O
VIC-16315 S @ 001 | >100
HO s NH
Cl
[0}
NH,
VIC-20017 Y 03 >100
s <

Mivel a M. tuberculosis PknG célfehérjének szerepet tulajdonitanak a fagoszoma-
lizoszoma fuzié gatldsaban, ezért néhdny vegyiilet hatdsat megvizsgaltuk fertdzott
makrofagon is. A 34. abra oszlopdiagramjan lathatd, hogy a vizsgalt 3 inhibitor koziil a
VIC-16315 gatolta legjobban a telepszdm képzddést (~60 % CFU), mig a dokkoldshoz
hasznalt VIC-20017 (AX20017) vegyiilet csak 26 %-os gatlast mutatott.
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A VIC-15844 pedig statisztikai hibahatdron beliil, de inkdbb elOsegitette a
telepképzodést (116 % CFU).

140
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E 120
o
100 -
80 o
60 ]: -
40
20
0
kontroll VIC-15844 VIC-16315 VIC-20017

34. abra Fert6zott makrofag vizsgdlat PknG inhibitorok esetében

5.1.3 PknA kinazon hato inhibitor keresés

5.1.3.1 Fehérje expresszio és tisztitas

A PknA fehérjét a 4.2.4 fejezetben leirtak alapjan allitottam eld. A fehérje eludtum
tisztasdgdt Na-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztem 12 %-os
gélen. A 35. dbra PknA fehérje tisztitdsa sordn késziilt frakciok fehérjeosszetételét

mutatja kiilonb6z6 imidazol koncentraciénal.
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1 23456 7891011 1213

PknA

35. abra PknA (MW 40065 Da) Ni-NTA affinitds kromatografia utan: 1. marker; 2-3.
PknA 80 mM imidazol; 4-5. 100 mM imidazol; 6-9. 120 mM imidazol; 10-11. 160 mM
imidazol; 12-13. 200 mM imidazol

A PknA Transcreener® ADP? FP mérésnél a GarA fehérjét haszndltam szubsztratként,

melyet a 4.2.2 pontban lefrtak alapjan tisztitottam meg.
5.1.3.2 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

5.1.3.2.1 PknA Transcreener® ADP’ FP technoldgia

5.1.3.2.1.1 Optimalizalas

Sokdig nehezen lehetett a PknA kindzt oldhaté formdban kinyerni, ezért idében csak
késdbb keriilt sor a moédszer bedllitdsdra, és mivel kordbbi pufferkoriilmények nem
alltak rendelkezésre, ezért a teljes optimalizélési folyamatot el kellett végezni.

Az optimalizal6 1épések célja, hogy megtalaljuk az adott kindzhoz az optimalis puffert,
amellyel a legnagyobb AS értéket érhetjiik el. Vizsgaljuk a Mg**/Mn** ionok ardnyit, az
ionerdsséget (NaCl), a Ca** ionok, detergensek (Tween 20, Brij35, NP-40, Triton X-
100) és a pH hatdsat kiillonboz6 puffer rendszerekben (HEPES, Tris, MOPS, MES).
Ezeket a koriilményeket 384-es lemezen vizsgdltam a 9. tablazatban (A, B) megadott
koriilmények szerint. A lemezen a paratlan szdmu oszlopok 2 500 nM, a parosak 0 nM
2+

PknA kinazt tartalmaztak. A Mg** koncentraciét két oszloponként (1-8), mig a Mn

koncentraciot két soronként (A-J) noveltem. Vizsgdltam a NaCl valamint a CaCl,
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hatdsiat 4-4 kiilonbozd koncentracidban; Tween 20, Brij35, NP-40, Triton X-100

detergenseket 0,01 %-ban illetve a pufferkoriilményt 100 mM koncentraciéban.

9. tablazat A mérési koriilmény beallitasanak 384-es reakcidlemez térképe

A
1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12

A| 0Mg/OMn | 0,4 Mg/0Mn 2 Mg/ 0 Mn 10Mg/OMn | 50Mg/OMn | 0 mM NaCl
B| OMg/OMn | 0,4 Mg/ 0 Mn 2 Mg/ 0 Mn 10Mg/OMn | 50Mg/OMn | 0 mM NaCl
C|0Mg/0,4Mn | 04 Mg/ 0,4 Mn |2 Mg/ 04 Mn |10Mg/0,4 Mn |50 Mg/ 0,4Mn| 20 mM NaCl
D |0Mg/ 0,4 Mn | 0,4 Mg/ 0,4 Mn | 2Mg/0,4Mn | 10 Mg/ 0,4 Mn | 50 Mg/ 0,4 Mn | 20 mM NaCl
E| OMg/2Mn | 04 Mg/ 2 Mn 2 Mg/ 2 Mn 10Mg/2Mn | 50Mg/2Mn | 100 mM NaCl
F| OMg/2Mn | 0,4Mg/2Mn 2 Mg/ 2 Mn 10 Mg/2Mn | 50Mg/2Mn | 100 mM NaCl
G| O0Mg/10Mn | 0,4 Mg/ 10 Mn | 2Mg/ 10Mn | 10 Mg/ 10 Mn | 50 Mg/ 10 Mn | 500 mM NaCl
H|0Mg/10Mn | 0,4Mg/ 10 Mn | 2 Mg/ 10 Mn | 10 Mg/ 10 Mn | 50 Mg/ 10 Mn | 500 mM NaCl
I | 0Mg/50Mn | 0,4 Mg/50Mn | 2Mg/50Mn | 10 Mg/ 50 Mn | 50 Mg/ 50 Mn X
J|{0Mg/50Mn | 04 Mg/50Mn | 2Mg/50Mn | 10 Mg/ 50 Mn | 50 Mg/ 50 Mn X

K X X X X X X

L X X X X X X

M X X X X X X

N X X X X X X

O X X X X X X

P X X X X X X
B

13-14 15-16 17-18 19-20 21-22 23-24

A 0,2 mM CaCl2 0,01% Brij35 MES 5,5 MES 6,0 MES 6,5 MES 7,0
B | 0,2 mM CaCl2 0,01% Brij35 MES 5,5 MES 6,0 MES 6,5 MES 7,0
C 1 mM CaClI2 0,01% Tween20 MOPS 6,5 | MOPS 7,0 | MOPS 7,5 | MOPS 8,0
D 1 mM CaClI2 0,01% Tween20 MOPS 6,5 | MOPS 7,0 | MOPS 7,5 | MOPS 8,0
E 5 mM CaCl2 0,01% Triton100 HEPES 7,0 | HEPES 7,5 | HEPES 8,0 | HEPES 8,5
F 5 mM CaCl2 0,01% Triton100 HEPES 7,0 | HEPES 7,5 | HEPES 8,0 | HEPES 8,5
G| 25 mM CaCl2 0,01% NP40 Tris 7,0 Tris 7,5 Tris 8,0 Tris 8,5
H| 25 mM CaCI2 0,01% NP40 Tris 7,0 Tris 7,5 Tris 8,0 Tris 8,5

1 X X X X X X

J X X X X X X

K X X X X X X

L X X X X X X

M X X X X X X

N X X X X X X

O X X X X X X

P X X X X X X
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36. abra MgCl,, MnCl, koncentraci6 beallitasa PknA kindz esetén

A 36. abra a Mg2+ és Mn?* koncentréci6 kindz aktivitdsra gyakorolt hatdsidt mutatja be.
Léthat6, hogy az 50 mM Mg** és 50 mM Mn?" esetében detektdlt jel kozel azonos a 10
mM Mg”* é 10 mM Mn”* koncentraciénil mért értékkel, ezért az alacsonyabb
koncentraciokat valasztottam ki a tovdbbiakban.

A reakci6 sordn viszont felmeriilt a gyanu, hogy bizonyos Mg2+an2+ Osszetételnél a
PknA fehérje kicsapodik az oldatbdl és ezért az optimdlis ardnyokndl megvizsgaltam
mikroszkdppal az oldatot 96-1yukd lemezen.

A teszetlés sordn 20 mM HEPES pH=7.5; 1 mM DTT; 0,01 % Brij35 és 5 % glicerin
Osszetételll oldatot hasznaltam. A MnCl, és MgCl, koncentricidkat, illetve a PknA

koncentraciot a 10. tablazatban megadott értékekre allitottam be.

10. tablazat Fehérje kicsapdodasi vizsgdlat mikroszkoppal, kiilonb6z6

Mg**/Mn**aranyndl. ,,nem” jeldli, ha nem tortént kicsap6das, ,,igen” jelzi, ha a fehérje

kicsapodott.
MM (m%v[) 1000 | 2500 | 3500 | 5000
0,8/10 nem nem nem nem
0,8/2 nem nem nem nem
3/2 nem nem nem igen
10/10 igen igen igen igen
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A kicsapddasi vizsgdlat azt mutatta, hogy az optimdlisnak tind 10 mM MgCl,, 10 mM
MnCl, o6sszetételnél a kindz még alacsony koncentricidban is kicsapddott, ezért a
tovabbiakban 0,8 mM MnCl,-t és 10 mM MgCl,-t hasznaltam (36. abra), mivel ennél

az Osszetételnél elhanyagolhat6an alacsonyabb FP jelet detektaltam.

A 37. abra a NaCl koncentraci6 tesztelésének eredményét mutatja. J6l lathato, hogy a
novekvo NaCl koncentracié csak rontja a detektdlhatd jel nagysagat, ezért a

tovabbiakban nem alkalmaztam NaCl-ot.
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37. abra NaCl koncentracio tesztelése PknA kinaz esetén

A 38. abra azt mutatja, hogy a CaCl, koncentraci6 novelésével csokken a detektalhato

jel erdssége, ezért CaCl,-ot sem alkalmaztam a PknA kindz tesztrendszerben.
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38. abra CaCl, koncentracio tesztelése PknA kindz esetén
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A detergensek koziil a Brij35 esetén a bizonyult legaktivabbnak a kindz, ezért a

tovabbiakban 0,01 % Brij35-6t hasznaltam a PknA kinaz tesztelés soran (39. abra).

120

100 -

delta S [mP]

80 1

60 1
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20 A
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detergens Brij35 Tween20  TritonX100 NP40
nélkal

39. abra 0,01 % detergens jelenléte PknA kinaz esetén

A pufferek kivélasztdsandl a HEPES pH=7,5 és a Tris pH=8,5 esetén kaptam a
legnagyobb AS értéket (40. abra), én a kettd koziil a HEPES-t valasztottam.

o 120
E
@ 100
8
)
© 80 - /\/V\ —— Mes
—&— Mops
60
Hepes
40 Tris

20 /
0 T T T T T T T
5 £ . 6.5 7 7.5 8 85 )
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-20

40. abra Pufferkoriilmény tesztelése PknA kinaz esetén

A 41. abra az ATP K,, értékének meghatdrozasat mutatja, melyre azért van sziikség,
mert ezt az értéket haszndljuk a tesztelésben és a tovabbi optimalizal6 1épésekben is az

ATP végkoncentracidjaként. A teszteléseknél az ICsy érték fiigg az ATP
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. . . ATP . )
koncentraciotél, amit Ggy vélasztjuk meg, hogy [ATL =1. Ekkor i) kompetitiv és

unkompetitiv gatlds esetén az ICsy = 2xKj, ii) nem kompetitiv gétlas esetén ICsy = K.

—_
|

0.9 ~
0.8 A
0.7 A
0.6
0.5 ~
0.4 -
0.3

0.2 7 PknA [nM] 333.33 | 500.00 |750.00

0'(1) | K. ATP 1M1 40 41 4622 | 4500

0.000 50.000 100.000 150.000 200.000
ATP [uM]

Reakciésebesség [pmol ADP/perc]

¢ ——333.33nMPknA & ——500nMPknA 750 nM PknA

41. abra K, ATP meghatarozas kiillonb6z6 PknA koncentraciok mellett

Az antitestet a PknA kindznak megfeleld pufferkoriilmény mellett 1 000 pg/ml
koncentraciotdl indulé harmadold higitdsban titraltam meg. Az optimdlis ECgs érték

77,45 pg/ml.

E 600 - .
g 580 & A/GMP Ab titr . .
560 - — Fit
540 - —— EC80
520 - ¢
500 -
480
jjg | P | [ Ecs | 1883
EC.s 41,00
420 1 - ECqgs 77,45
;:z | P ECe | 123,00
360 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00 1000.00
ADP Ab [pg/ml]

42. 4bra ADP? antitest titralds PknA Transcreener® ADP? FP médszer esetén
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Az optimalis kinaz illetve szubsztrat koncentracid kivdlasztasdhoz 20 ill. 40 uM GarA
jelenlétében 4 uM-rdl indulé harmadolé higitdsban hatdroztam meg az optimélis PknA
koncentraciét (43. abra). A gorbék lefutasabdl lathatd, hogy habar a kindz mutat
aktivitast, még magas koncentraciéban sem képes 100 %-ban atalakitani a jelenlévd
ATP-t és 90 mP egységnél nagyobb jelet adni.

A tovédbbiakban 20 uM GarA és 500 nM PknA koncentricié mellet teszteltem a

vegylileteket.
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o
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kinaz [nM]
—e— PknA/GarA 20 uM — 100% ATP conv PknA/GarA 20 pM
—e— PknA/GarA 40 uM — 100% ATP conv PknA/GarA 40 pM

43. abra PknA kinaz titralas két killonboz6 szubsztrat koncentracional

Az ATP/ADP kalibracids gorbe megfeleld lefutdsa, illetve a maximum és minimum jel
kozti kiilonbség jelzi, hogy a rendszer a fent emlitett koriilmények kozott jol miikodik,

tesztelésre alkalmas (44. abra).
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44. abra ATP/ADP kalibraciés gorbe PknA Transcreener® ADP? FP médszer estén

A tesztelés sordn az enzimreakci6 ideje 120 perc volt, mig a detektal6 oldattal 60 percig

inkubaltam a rendszert.

5.1.3.2.1.2 Tesztelés

Az tesztrendszer koriilményének optimalizalasa utdn alkalmam nyilt, hogy az EVL
vegylilettdarat Svédjcban a lausanni EPFL intézetben, Prof. Stewart Cole
kutatécsoportjaval egyiittmiikodésben teszteljem le.

Ott a HTRF® Transcreener® ADP technolégiat alkalmaztuk, ezért a tesztelés eldtt
finomitani kellett az koriilményeken, hogy megfeleld jelet tudjunk detektélni a tesztelés
sordn. Meglepéen tapasztaltuk, hogy ennél a mddszernél a Mg®* jelenlétében
alacsonyabb jelet kaptunk, mint Mg** nélkiil, ezért a tesztelés sordn nem hasznéltunk
MgCl,-t.

A Transcreener® FP rendszerben hasznalt PknA kindz illetve GarA szubsztrit

koncentraciét megemeltiik, mert a Z’ érték tdl alacsony volt.

PknA tesztelési koriilmény:

Puffer: 20 mM HEPES pH=7.,5; 1 mM DTT; 1 mM MnCl,; 5 % glicerin; 0,01 % Brij35
Enzim: 1,5 uM M. tuberculosis PknA

Szubsztratok: 40 uM GarA; 45 uM ATP

Reakci6 id6: 120 perc
Inkubalasi 1d6: 60 perc
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A HTRF mddszer rovid bedllitdsa utdn teszteltik az EVL vegyiilettdrat 10 pM
koncentracioban, duplikdtumban. Az elsddleges tesztelés sordan az Inh% helyett ,,score”

értékek szerepelnek (S. egyenlet).

Scop =S
score = D CPD "~ P DMSO

poz S DMSO

5. egyenlet ,,score” érték kiszamitasa, S ., =vegyiilet mért FP jele, S, =DMSO mért

FP jele, S ,,. =pozitiv kontroll FP jele

A 11. tablazat a PknA inhibitorok score, ICsq és MIC értékeit tartalmazza.

11. tablazat PknA inhibitorok aktivitdsa biokémiai és teljes sejtes tesztelés soran.

Vegyiilet HTR(Ij (;esliﬁ[)score ICso (uUM) MIC (uM)
VIC-6557 0.4 42 200
VIC-15739 0,5 19 200
VIC-16317 0,6 52 >200
VIC-16819 1,0 10 200

5.1.4 NAD kinazon hato inhibitor keresés

5.1.4.1 Fehérje expresszio és tisztitas

A M. tuberculosis NAD kindz fehérjét az ,,Amadeo Avogadro” Piemontei Egyetemen
Prof. Menico Rizzi csoportja allitotta el a modszerek fejezetben megadott mdédon €s

biztositotta szamomra a kisérletekhez.
5.1.4.2 Virtualis tesztelés

5.1.4.2.1 Dokkolas

Mivel a M. tuberculosis NAD kindzon haté inhibitorokrél irodalmi adat nem A4llt
rendelkezésiinkre, ezért gy gondoltuk, hogy a kristdlyszerkezeten alapuld virtudlis
vegylilettar tesztelése kiindulépontot jelenthet.

A tesztelésnél a kordbban kozolt M. tuberculosis NAD kindz és NAD komplex
kristalyszerkezetét hasznaltuk (12. tablazat, 45. abra).
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12. tablazat NADK és NAD komplex kristalyszerkezetének adatai

PDB ID Ligand név Ligand
azonosito
1Y31 nikotinamid-adenin-dinukleotid NAD

45. abra M. tuberculosis NADK kristdlyszerkezet NAD liganddal [109]

Az 19 033 vegyiilet dokkoldsa utdn 49 vegyiiletet vélsztottunk ki NADK in vitro
teszteszésre. A vegyiiletek gatlasat spektorfotometrids moddszerrel tesztelték le a
Piemontei Egyetemen Prof. Menico Rizzi csoportjdban. A teszelés sordn egyik
kivélasztott vegyiilet sem mutatott gatlast.

A spektrofotometrids modszer atbocsatoképessége elég alacsony, igy szerettem volna
MTS/HTS rendszerben haszndlhaté médszert bedllitani.

Mivel a NADK enzimreakcié sordn is ADP keletkezik ezért Ggy gondoltam a

Transcreener® ADP? FP technolédgia alkalmas lenne hatékony inhibitorkeresésre.
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5.1.4.3 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

5.1.4.3.1 NADK Transcreener® ADP’ FP technolégia

5.1.4.3.1.1 Optimalizalas

A NADK Transcreener® ADP? FP médszer bedllitdsanal segitséget nydjtott a partnerek

altal kordbban beallitott spektrofotometrids mérés soran haszndlt pufferdsszetétel [92].
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46. abra ADP? antitest titralds a NADK Transcreener® ADP? FP médszer sordn

Az antitest titrdlast 40 mM Tris pH=8,0; 1 mM DTT; 10 mM MgCl,; 100 mM NacCl;
100 mM KCI; 0,01 % NP-40; 5 % glicerin pufferosszetétel és 400 uM ATP mellett
végeztem. Az optimalis ECgs érték 512,28 pg/ml.

Az enzim titralast 3 eltérd szubsztrat koncentrdcioban 7 000 nM NADK koncentriciotol
indulva harmadol6 higitisban végeztem (47. abra).

400, 800, 1 200 uM NAD estén a gorbék lefutdsa kozt van eltérés, a legnagyobb jelet
1200 uM NAD koncentraciondl detektaltam, ezért a tovdbbiakban ezt, valamint 800 nM
kindzt alkalmaztam a tesztelések soran.

Az enzimreakci6 ideje €s a detektdld oldat inkubécids ideje is 60 perc volt.
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47. abra NADK titralds harom kiilonbozo szubsztrat koncentracional

Az ATP/ADP Kkalibraciés gorbe alapjan a bedllitott koriilmény megfeleld a kindz

mikodéséhez és alkalmas a tesztelésre (48. abra).
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48. abra ATP/ADP kalibraciés gorbe NAD kindz esetén

5.1.4.3.1.2 Tesztelés

Ugyan a M. tuberculosis NAD kindz a baktérium szempontjabol esszencidlis fehérjének
szamit, mégis a vele kapcsolatos kutatds még elég gyerekcipdben jar. Munkdm sordn

nem taldltam olyan cikket, mely M. tuberculosis NADK gatlészerrdl szamolt volna be,
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ezért referencia anyag hidnydban alltam neki a tesztelésnek, annak reményében, hogy
inhibitort taldlok.

A NAD kindz elleni inhibitor keresés sordn az EVL vegyiilettdarat 98 uM
koncentracioban teszteltem duplikitumban. Ez egy viszonylag magas koncentracid, de
mivel nem volt semmi kiindulépontom, ezért jobbnak lattam magas koncentracidéban
tesztelni a vegyiileteket.

A vegyliletek pipettdzdsanal a Tecan Freedom Evo 150 tipusu pipettdzé robot segitett,
igy a 384-lyuki lemezre egyszerre lehetett rapipettdzni a vegyiileteket.

A pipettdz6 robot elonye, hogy nanoliter mennyiségben képes pipettdzni és igy plussz
higitdsi 1épés nélkiil, kozvetleniil a 100 % DMSO-ban oldott 5 mM koncentracidju
oldatot lehet haszndlni torzsoldatként.

Sajnos kozel 1 000 vegyiiletbél egy sem mutatott gatlé hatdst még elenyészo
szazalékban sem, ami az eddigi, més kindz tesztelések sordn szerzett tapasztalatokkal
ellentmond.

2009-ben jelent meg egy publikécié [110], mely leirja, hogy az ATP kotéhelyen hat6
vegyliletek helyett a NAD analégok bizonyulnak sikeres gétlészernek. Erre a
tudoményos megéllapitisra alapozva megmagyardzatd, hogy a NAD kindzon miért nem
hatottak az eredetileg ATP kotohelyen hat6 inhibitorok. Miutén a vegyészek szintetikus
uton eldallitottdk a publikdcidban kozolt di-(8-brém-adenozin)-diszulfid NAD analégot
(VIC-23779), leteszteltem NADK Transcreener® ADP”> FP médszerrel, mint referencia

anyag.

13. tablazat A referencia anyagként hasznalt NAD anal6g szerkezete, irodalmi és mért

ICs értéke illetve MIC értéke

ICs
. MIC
Vegyiilet Szerkezet M&ﬁt‘;” Ii(l‘j(s)(;l;}ilnl\;[i) (LM) (uM)
mért
Br.
NSy HO, OH R
VIC-23779 | ooy e s UM | 722,40 19 974 | >100
N%Br HoO  oH NN

A 13. tablazatban lathat6, hogy a referencia anyag irodalomban publikalt ICsy értéke
eltér az dltalam NADK Transcreener® ADP> FP mddszerrel mért értéktol, ami

magyardzhat6 azzal, hogy a cikkben mas mddszerrel hatdroztdk meg ezt az értéket és
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pontosan nincs feltiintetve a tesztelés sordn hasznélt koriilmény (NAD koncentricio,
NADK koncentracié stb.). A 2009-es kozleményben nincs adat arrdl, hogy a di-(8-
brém-adenozin)-diszulfidnak milyen hatdsa van bakteridlis tesztelés soran. Az altalunk
mért MIC értékbdl l1athatd, hogy habér ez a vegyiilet a biokémiai mérések sordn mutat

valamiféle gatl6 hatast, a M. tuberculosis novekedését nem gatolja.

5.1.5 NAD szintetazon hato inhibitor keresés

5.1.5.1 Fehérje expresszio és tisztitas

A M. tuberculosis NAD szintetiz fehérjét az “Amadeo Avogadro” Piemontei
Egyetemen Prof. Menico Rizzi csoportja biztositotta a kisérletekhez, melyet a 4.2.5

fejezetben megadott médon allitottak eld.

5.1.5.2 Virtualis tesztelés

5.1.5.2.1 Dokkolas

A NAD szintetiz dokkoldsndl csak a B. subtilis NADS kristalyszerkezete allt
rendelkezésiinkre, és mivel a M. tuberculosis és B. subtilis NAD szintetazok kozt 40 %
homolégia van és a bizonyitottan Kkatalitikus szerepet betoltd szekvencidk

nagymértékben megorzottek, ezért igy gondoltuk ezt hasznaljuk.

14. tablazat B. subtilis NADS kristalyszerkezet ATP, AMP, PPi liganddal

PDB ID Ligand név Ligand
azonosito
INSY adenozin-5 —trlfoszfgt, adeno/zm—S -monofoszfat, ATP, AMP, PPi
pirofoszfat
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49. abra B. subtilis NADS kristdlyszerkezet ATP, AMP-PPi (dimer) liganddal [111]

A dokkolds utdn 19 033 vegyiiletbdl 47 lehetséges NADS gatl6t vélasztottunk ki
tovabbi in vitro biokémiai tesztelésre, melyet Prof. Menico Rizzi csoportja végzett el
spekrofotometrids médszerrel. A tesztelés eredményét a 15. tablazat foglalja Gssze.

Mivel a spektrofotometridss modszer nem alkalmas MTS/HTS tesztelésre, ezért

szerettem volna a Transcreener™ AMP/GMP FP technolégiat bedllitani.
5.1.5.3 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

5.1.5.3.1 NADS Transcreener™ AMP/GMP FP technologia

5.1.5.3.1.1 Optimalizalas
A NADS Transcreener™ AMP/GMP FP modszer bedllitdsandl segitséget nyujtott a

partnerek  4ltal kordbban bedllitott sepktrofotometrids modszerben hasznalt
pufferosszetétel [92]. De ezen kiviil még meg kellett taldlni az optimalis antitest,

szubsztrat és kinaz koncentraciot.
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Az antitest titralasdt 20 mM HEPES pH=7.5; 1 mM DTT; 10 mM MgCl,; 22 mM KCl;
10 mM NH4CI pufferdsszetétel és 100 uM ATP mellett harmadol6 higitasban végeztem

el 1 000 ug/ml koncentraciobdl indulva.

620 -
600 -
580 -

ECso 19,64
* A/GMP Ab titr ECs 52,19 . ¢
-— Fit b2

560 . o ECes 98,58
540 - ECgo 156,57

520 - -
500 -
480
460 - £
440 -
420 -
400 -
380 - S S
360 : : : : ‘
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00 1000.00

FP [mP]

A/GMP Ab [pg/ml]

50. abra AMP/GMP antitest titrdlds a NADS Transcreener™ AMP/GMP FP médszer

soran

Az 50. abra alapjan 98,58 ug/ml az optimélis ECss koncentracid, melyet a tovabbi
optimalizal6 1épések sordn alkalmaztam.

A spektrofotometrids mérések sordn alkalmazott szubsztrt koncentricié nagyon magas
lett volna egy ilyen érzékeny rendszerben, ezért tobb szubsztrat koncentracidban
titrdltam meg a kinazt. Az 51. abra alapjan 200 uM NaAD koncentracional elegend6en
magas jelet kaptam, igy a tovabbiakban 200 uM NaAD-t és 140 nM NAD szintetdz
enzimet haszndltam.

Az optimalis reakci0 illetve inkubécids 1d6 60 perc.
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—e— NADS(NadE)/NaAD 200 pM — 100% ATP conv NADS(NadE)/NaAD 200 puM
—o— NADS(NadE)/NaAD 400 pM — 100% ATP conv NADS(NadE)/NaAD 400 M
—o— NADS(NadE)/NaAD 800 pM — 100% ATP conv NADS(NadE)/NaAD 800 pM

51. abra NADS titralas harom kiilonbozd szubsztrat koncentracional

Mivel a tesztelés sordn a vegyiiletek gatlasat kalibracids gorbe alapjan szamoljuk, ezért
a NADS Transcreener™ AMP/GMP FP mddszer bedllitdsdnak utolsé 1épéseként
ellendriztem, hogy a kalibrdlé gorbe esetén megfeleld nagysagu jelet kapok-e (52.

abra).
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52. abra ATP/AMP kalibracios gorbe NADS Transcreener™ AMP/GMP FP médszer

esetén
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5.1.5.3.1.2 Tesztelés

5.1.5.3.1.2.1 Spektrofotometrids tesztelés

A dokkolas soran kivalogatott vegyiileteket spektrofotometrids médszerrel tesztelték le

Prof. Menico Rizzi kutatécsoportjdban.

15. tablazat Dokkolasbdl szarmazé vegyiiletek biokémiai tesztelése utani hatékony

molekulak ICsq és MIC értéke

Vegyiilet ICs (uM) | MIC (uM)

VIC-3242 67 ND
VIC-6026 50 -

VIC-6569 50 -

VIC-8995 80 ND
VIC-9311 72 ND
VIC-11085 69 -

VIC-12507 55 500
VIC-12524 67 ND
VIC-12538 64 ND
VIC-12539 60 500
VIC-13047 71 ND
VIC-13632 58 500
VIC-15108 73 50
VIC-15666 62 ND
VIC-15765 94 ND
VIC-15901 66 ND
VIC-15929 102 ND
VIC-16047 76 -

VIC-16315 55 500
VIC-16581 72 500
VIC-16816 63 ND
VIC-17731 82 500

Tekintve, hogy a 15. tablazatban szerepld vegyiiletek ICsy értéke 50 uM-ndl nem
alacsonyabb, és a M. tuberculosis baktériumon sem igazdn hatékonyak, ezért tjabb

vegyiileteket (100 molekula) valogattunk ki tovébbi tesztelésre.
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Erdemes viszont megjegyezni, hogy a 15. tablazatban 55 uM ICsy (NADS) értékkel
rendelkez6 VIC-16315 vegyiilet egyike a legjobb, dokkolds alapjan kivdlogatott és
tesztelt PknG gatloknak (IC50=0,01 uM) és a fert6zott makrofag vizsgélatban is 40 %-
ban gatolta a telepképzddést.

A 15. tablazat eredménye alapjan kivalogatott anyagok kozott szerepelt a VIC-19014
molekula is, mely egy 2003-as publikdcié szerint B. subtilis NADS biokémiai
rendszerben 20 uM ICs értékkel rendelkezett [112]. A M. tuberculosis és B. subtilis
NADS kozti szekvencia homoldgia miatt gy gondoltuk, hogy a VIC-19014 vegyiilet
megfeleld referencia lehet a M. tuberculosis NADS biokémiai tesztelés soran is.

A 16. tablazatban felsorolt vegyiiletek esetében lathatd, hogy az M. tuberculosis NAD
szintetizon tesztelt ICsy értékek jelentds része 10 uM alatti és a vegyliletek

antituberkulotikus hatésa is javult.

16. tablazat 100 vegyiilet tesztelésébol szarmazd M. tuberculosis NADS inhibitorok

1Cso és MIC értéke
Vegyiilet I1Csp (uM) MIC (png/ml) MIC (pM)
VIC-12976 6,2 64 127
VIC-12977 4,5 32 67
VIC-12979 5,1 64 99
VIC-13268 3,5 16 33
VIC-15108 45 16 36
VIC-19014 20 >64 >109

A VIC-19014 referencia anyag (53. abra) M. tuberculosis NADS ICsy értéke
megegyezik a korabbi publikacidban kozolt B. subtilis NADS ICs, értékkel, de nincs

jelentds antimikobakterialis hatdsa.

53. abra VIC-19014 referencia anyag szerkezete
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A VIC-15108 ill. VIC-13268 vegyiiletek alapszerkezetére, valamint a VIC-12976, VIC-
12977, VIC-12979 vegyiiletek struktirdjara alapozva Osszesen 30 analdg sziiletett,
melyek hatdsat spektrofotometridn alapulé biokémiai rendszerben valamint
mikobakteridlis tesztben vizsgaltuk. A 17. tablazat tiikrozi, hogy az djabb analégok
hatdsa nem javult szignifikdnsan, habdr a szakirodalomban sem taldlhatunk ennél jobb
M. tuberculosis vagy B. subtilis NADS gatlokat. 2009-ben Moro és munkatérsai B.
subtilis NADS dokkolasbdl szarmaz6 vegyliletek gatld hatdsat vizsgaltdk Bacillus
anthracis NADS enzimen illetve magén a patogénen, melynek eredményeképp az egyik

inhibitor ICsg értéke 10 uM, MIC értéke 1,9 uM volt [113, 114].

17. tablazat 30 vegyiiletbol all6 sziikitett vegyiilettar tesztelésébol szarmazé NADS
inhibitorok ICsy és MIC értéke

Vegyiilet | ICsy (uM) | MIC (pg/ml) | MIC (uM)
VIC-4450 18 32 99
VIC-9982 18 32 64
VIC-11647 17 32 65
VIC-11649 14 32 64
VIC-12553 13 32 72
VIC-12592 8 32 51
VIC-12595 5 32 56
VIC-12965 10 16 35
VIC-12990 4 16 26
VIC-13017 12,5 32 69

5.1.5.3.1.2.2 NADS Transcreener™ AMP/GMP FP technoldgia

A MTS/HTS moédszerrel a dokkoldabdl szarmazéd eredményektdl fiiggetleniil a Vichem
vegyiilettdr sziikitett, valtozatos szerkezeteket tartalmazo, kb. 1 000 vegyiiletbdl allé
részét (EVL) teszteltik le 98 uM-ban. 15 vegyiilet ICsy értékét hatidroztuk meg,
melyeket a 18. tablazatban tiintettem fel. Lathat6, hogy habar sokkal tobb vegyiiletet
teszteltiink, nem sikeriilt az eddigieknél hatékonyabb molekulédkat taldlni. A 15 vegyiilet
koziil 7 (eltérd szerkezetek) hatdsat vizsgaltuk M. tuberculosis patogénen, melyek koziil

csak a VIC-16319 és a VIC-7479 MIC értékét lehetett meghatarozni.
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18. tablazat EVL vegyiilettar tesztelésébol szarmazé NADS inhibitorok ICsy és MIC

értéke

Vegyiilet ICso (uM) MIC (pM)
VIC-6316 23,88 -
VIC-6369 53,01 ND
VIC-7256 22,85 ND
VIC-7479 45,84 40
VIC-8493 93,84 ND
VIC-8920 29,86 ND
VIC-9164 23,49 ND
VIC-13138 62,30 ND
VIC-13708 6,77 -
VIC-13734 13,78 >20
VIC-14185 10,30 -
VIC-14201 9,72 -
VIC-15740 15,22 -
VIC-16319 19,42 20
VIC-16815 39,91 ND

A 18. tablazatban szereplé NADS gatlok szerkezetére alapozva egy 700 vegyiiletb6l
allé vegyilettarat allitottunk 6ssze. A vegyliileteket NADS Transcreener™ AMP/GMP
FP mddszerrel tesztelve l4thatd, hogy a valogatott szerkezetek eredményeként sokkal

nagyobb szdmu NADS gatldkat sikeriilt talalni.
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A 19. tablazatbdl kitlinik, hogy habar 700-bdl 26 vegyiilethez sikeriilt ICsy értéket

rendelni, egyik sem gatolja hatékonyabban a NADS enzimet, mint a kordbbiak.

19. tablazat 700 vegyiiletbdl all6 szikitett vegyiilettar biokémiai tesztelésének

eredménye

Vichem ID ICs¢ (uM) Vichem ID ICs¢ (uM)
VIC-12171 27,83 VIC-13717 24,18
VIC-12730 4,91 VIC-13718 44,86
VIC-12733 34,49 VIC-13720 7,81
VIC-12734 541 VIC-13722 9,45
VIC-12735 10,18 VIC-13723 25,55
VIC-12737 17,16 VIC-13724 40,72
VIC-13592 5,64 VIC-13731 10,94
VIC-13593 4422 VIC-14002 123,65
VIC-13594 12,45 VIC-14005 67,42
VIC-13595 10,37 VIC-14201 14,38
VIC-13597 15,71 VIC-14858 19,93
VIC-13598 31,90 VIC-15441 87,20
VIC-13599 38,64 VIC-16889 18,53
VIC-13600 27,48 VIC-17538 39,95
VIC-13603 41,06 VIC-18545 35,71
VIC-13605 18,03 VIC-22399 33,76
VIC-13716 8,59 VIC-22514 33,66
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5.2 Teljes sejtes tesztelésen alapul6 hatéanyag fejlesztés

Az elmiilt tiz évben szdmos gydgyszergyarté cég vdlasztotta hatéanyagfejlesztésben a
célfehérje alapu stratégiat, ami sajnos kevés sikerrel jart [115, 116] mivel eddig minden
klinikai fejlesztés alatt 1év0 tuberkuldzis ellenes hatéanyagot eldszor az antibakteridlis
hatdsa miatt fedeztek fel [117, 118, 119, 120, 121]. Ennek kovetkeztében a teljes sejtes
tesztelés még mindig a legjobban alkalmazhaté 4j, hatékony szerkezetek [116, 122]
illetve ezekhez kapcsoldddan 4j célfehérjék azonositasara [77].

A teljes sejtes tesztelés sordn a rezazurin redukcion alapulé mikrotiter moddszert
alkalmaztuk, mellyel ~12 000 vegyiiletet teszteltiink le C. glutamicum baktériumon (54.
abra) és ~1 000 vegyiiletet M. tuberculosis-on. Az ok, amiért a gyorsan névekvo, nem
patogén C. glutamicum-ot alkalmaztuk a nagy mennyiségli vegyiilet tesztelésénél az,
hogy a sejtfal szerkezete hasonld a tuberkulézis bacilluséhoz [123], a genomja sokkal
kisebb, és a M. smegmatis-szal ellentétben csak négy STPK-t tartalmaz (PknA, PknB,
PknG, PknL).

Ezzel a mddszerrel olyan gétloszereket szerettiink volna taldlni, melyek ATP-t

hasznosité enzimeket, esetleg STPK-t gatolnak.

54. abra C. glutamicum tesztelés 384-lyuki lemezen REMA mddszerrel
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Mindkét tesztelésnél a 27’ statisztikai paraméter nagyobb volt, mint 0,9. A C
glutamicum tesztelés sordn 184 vegyiilet mutatott gitlast (score >0,3), melyeket ezutan
M. tuberculosis-on tesztelve 14 vegyiilet a tuberkuldzis bacillus novekedését is gétolta
(score >0,3).

A EVL vegyiilettdrat, melyet magdba foglal a NCL vegyiilettdr, kozvetleniil M.
tuberculosis baktériumon is teszteltilk, melynek sordn 5 vegyiilet bizonyult hatdsosnak
(score > 0,5) és ebbdl 2 egyezik a C. glutamicum tesztelés eredményével.

A két tesztelés alapjan 17 vegyiilet gatolta a M. tuberculosis novekedését (20. tablazat).

20. tablazat M. tuberculosis novekedését gatlé vegyiiletek (M = mutagén)

Vegyiilet Tesztf:les seore : Genotoxicitas | Citotoxicitas | MIC
M. tuberculosis | C. glutamicum 10 mM MCC (uM) (M)
H37Rv ATCC 01332
VIC-3521 1 0,7 M 0,8 3,1
VIC-3992 1 1 M 0,8 3,1
VIC-6378 0,8 1 - 50 12,5
VIC-7777 0,9 -0,1 - >100 3,1
VIC-8679 0,9 1,1 M >100 3,1
VIC-9376 1 0,5 - >100 3,1
VIC-9502 0,9 1,1 M 50 6,25
VIC-11955 0,8 1,1 - 100 12,5
VIC-12029 1 1,1 - 25 25
VIC-12121 1 0 - 12,5 25
VIC-12955 0,8 1,1 M 3,1 6,25
VIC-13292 1 0,9 - 12,5 3,1
VIC-14072 0,5 0,5 - >100 12,5
VIC-17416 0,7 0,9 - >100 12,5
VIC-17918 0,5 0,6 - 3,1 6,25
VIC-18469 0,5 0,2 - 100 6,25
VIC-18678 1 1,1 M >100 <0,2

A tesztelést kovetden 3 vegyiiletet vélasztottunk ki tovabbi hatdanyagfejlesztésre,

melyek szetkezetét az 55. abra mutatja.

88



DOI:10.14753/SE.2012.1745

=

VIC-9376 VIC-18469 VIC-7777
7-Brém-2-metil-5-nitro- 2-(3-Brémbenzil)-3- 5-{[4-(Ciklohexilcarbonil)piperazin-1-
-3-fenilquinoxalin -(2-tienil)benzo[g]quinoxalin -il]szulfonil }izoquinolin

55. abra Nem mutagén, nem citotoxikus, M. tuberculosis novekedést gatlo vegyiiletek

szerkezete €s elnevezése

5.2.1 VIC-9376 és szarmazékai

A kivélasztott szerkezetek koziil nagy figyelmet szenteltink a nitroquinoxalin
vegyiiletek szintézisére, mert ez a vegyiilet csalaid még nem védett szabadalommal.

Az elédllitott szarmazékok koziil szamos vegyiilet gatolta a M. tuberculosis novekedését
(21. tablazat), melyek koziil a VIC-22484-es vegyiilet bizonyult a leghatékonyabbnak a
teljes sejtes tesztelés soran (MIC=0,8 uM).
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21. tablazat Tuberkul6zis bacilluson hatdsos VIC- 9376 szdrmazékok

Vegyiilet Szerkezet MIC (uM) | mutagén

O\\Nt07
VIC-9376 QN1<© 3,75 nem
Br N
O\\Nt07
VIC-9379 QNI 12,5 nem
Br N

o\\Nto
VIC-9380 /C[N\ o 50 nem
Br N
O\\Nt07
VIC-9383 QN\]@ 12,5 nem
Br N
o\\Ntof
VIC-22482 | ;@N?I 6,25 nem
N
L

VIC-22484 | ;@Eﬁi@ 0.8 nem
N

O\\NtO
VIC-22651 Q”\ O 3.1 nem
Br N

O\\N+O
VIC-22653 /@”\ O o’ 3.1 nem
Br N

O\\NtO F
VIC-22650 @“\ 9 3.1 nem
Br N

1N

VIC-22760 Q“\ s 29.9 nem
Br NI
//

VIC-22761 Q”I 44 nem
Br N

2009 maérciusaban a Science folydiratban megjelent egy kozlemény, melyben egy Uj,
tuberkul6zis ellenes vegyiilet a BTZ043 szerkezetét és hatdsat mutattdk be [77]. Az

altalunk fejlesztett nitroquinoxalin vegyiiletek €s a benzotiazinon (BTZ) vegyiiletek
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kozti hasonlosdg alapjdn szerettink volna megbizonyosodni arrél, hogy a
nitroquinoxalin vegyiiletek is ugyanazon célfehérjén hatnak-e mint a BTZ043 molekula.
Ezért a kivalasztott VIC-9376 vegyiiletet hatdsat kiilonbozé vad tipusi és BTZ
rezisztens torzseken teszteltiik. A 22. tablazat alapjan lathat6, hogy habar a BTZ043
vegyiilet sokkal hatékonyabb, mint a VIC-9376, mindkét vegyiilet elveszti hatasat, ha
BTZ reszisztens torzson teszteljiik. Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy az daltalunk
fejlesztett VIC-9376 vegyiilet (é€s szarmazékai) részben legaldbb is a DprEl fehérjén
keresztiil gétolja a mikobaktérium novekedését. A hatds medidldsdban résztvevod
eseteleges tovabbi fehérjéket a KinaTor™ technikdval szeretnénk a jovOben

beazonositani.

22. tablazat VIC-9376 és BTZ 043 hatasa kiilonboz6 baktérium torzson €s rezisztens

valtozatan (* M. tuberculosis H37Rv DprEl szekvencia alapjan)

Bakierium (s aminésav aminé§av VIC-9376 BTZ043
387° 347* MIC (uUM) MIC (uM)

Mycobactgégln;;megmalis Cys Phe 3,1 0,009
Mycobacti/[rilb\ﬁ%smegmatis Gly Phe >100 9,2
M ycobact;{ri;\t;g:megmatis Ser Phe >100 37,1

Mycobacéecr(i;tm bovis Cys Phe 3,1 0,005
MyCObBCZCngLIt\]n; bovis Ser Phe 50 37,1

Coryneb[c;c]{ecréug ggmmicum Cys Phe 3.1 0,144
Corynebacte;l;igT glutamicum Cys Ser 12,5 0,58

A hatoanyagfejlesztés soran elengedhetetlen megbizonyosodni arrdl, hogy a kivalasztott
vegyiilet olyan fehérjén is hat-e, mely az emberi szervezet miikodéséhez
elengedhetetlen. A VIC-9376 vegyiilet szelektivitisat a 23. tablazat mutatja. A
méréseket a Proteros biostructures GmbH végezte. A tabldzatban szereplo fehérjék
megvalogatasdnal lényeges szempont volt, hogy a human kinom fa minden 4ga
reprezentdlva legyen. Lathat6, hogy a M. tuberculosis baktériumon hatd vegyiilet a

tdblazatban szerepl6 fehérjék egyikét sem gatolja jelentOsen.
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23. tablazat VIC-9376 inhibitor szelektivitisa human fehérjéken

fehérje Inh% (10 pM) fehérje Inh% (10 pM)
ABL -3,11 JAK3 7,17
AKTI1 7,49 JNK1 6,49
AurA 7,15 MAPK-ERK1 16,64
AXL 4,09 mTOR 10,45
B-RAF 9,97 PAK1 1,26
CDK2/CYCA 9,36 PAK4 26,28
CDK4/CycD1 8,22 PDGFRbeta 7,09
CDK9/CYCT1 -49,03 PIM1 3,69
CHK1 9,75 PKCa 24,41
cKIT 341 PLK3 -8,95
c-MET 5,96 RET 10,76
CSK 10,69 ROCK 2 4,85
DDRI1 -13,12 SRC 18,38
ERBB2 9,66 SYK 4,88
FGFR3 -0,14 TIE2 4,94
FLT3 6,36 TrkA -15,65
IKKbeta 9,32 VEGFR2 3,03
INSR 4,04 ZIPK (DABK3) -4,51
IRAK4 13,67

A VIC-9376 anyavegyiilet antibakteriélis hatasit szimos Gram-pozitiv illetve Gram-
negativ baktérium torzson is megvizsgaltuk (24. tablazat).

24. tablazat Antibakteridlis érzékenység meghatarozas

baktérium torzs inhibicié atméré (mm)
VIC-9376
Bacillus subtilis 9
Corynebacterium glutamicum ND
Listeria monocytogenes 0
Mycobacterium abscessus 08-311 0
Mycobacterium abscessus 08-345 6,5
Mycobacterium boletti 1999-0885 0
Mycobacterium marinum M 18
Mycobacterium massiliense 2005-1216 7
Mycobacterium massiliense 2004-0507 0
Mycobacterium smegmatis mc’155 ND
Pseudomonas putida 0
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5.2.2 VIC-18469 és szarmazékai

Tobb mint 600 benzoquinoxalin vegyiilet hatdsét teszteltiik le M. tuberculosis H37Rv
torzson, miutdn a kordbbi tesztelések sordn a VIC-18469 hatékony vegyiiletnek
bizonyult.

A gatéalast mutaté vegyiiletek MIC értékét a 25. tablazat foglalja 6ssze.

25. tablazat VIC-18469 benzoquinoxalin szarmazékainak hatasa M. tuberculosis

baktériumon
Vegyiilet Szerkezet MIC (uM)
R
No"s
VIC-12799 ”IHQ” - 3.1
N\

Br N\ O
VIC-12983 N/ A 6,2

VIC-13001 el 6.2

N ! S\
VIC-13176 NINHO 6.2

N\ /\
g

VIC-13178 50

VIC-13181 6,2

N\
N\I(S>
VIC-13186 N/& 6,2

Cl
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N” O NH

VIC-13187 6,2

Br
N\IES\>
VIC-13198 O N 6.2

Fr

F

VIC-13202 INON@ 1,6

N/N
VIC-13215 M 50

N

\\/
Br
VIC-13991 :]/w 12,5
o ﬁ”

o(rO

OH

VIC-14385 f?mwz 6.2

VIC-13199 NNN 8
NI/Q

VIC-18469 L, & 6.2

Br

VIC-13182 3,1

VIC-13183 12,5

A VIC-18469 anyavegyiilet antibakteridlis hatdsat szdmos Gram-pozitiv illetve Gram-

negativ baktérium torzson is megvizsgaltuk (26. tablazat).
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26. tablazat Antibakteriélis érzékenység meghatarozas

baktérium torzs inhibicio atméro (mm)
VIC-18469

Bacillus subtilis 0
Corynebacterium glutamicum 0
Listeria monocytogenes 0
Mycobacterium abscessus 08-311 8
Mycobacterium abscessus 08-345 8
Mycobacterium boletti 1999-0888 9
Mycobacterium boletti 1999-0885 8
Mycobacterium marinum M 10
Mycobacterium massiliense 2005-1216 9
Mycobacterium massiliense 2004-0507 8
Mycobacterium smegmatis mc’155 0
Pseudomonas putida 0

A benzoquinoxalin némi szerkezeti hasonlésdgot mutat a klofaziminnel (56. abra),
melyet a rifampicinnel és a dapsonnal kombindciéban a lepra kezelésénél haszndlnak.
Kisérleti szinten bizonyitott, hogy M. avium-mal fert6zétt AIDS betegeknél ill. M.
avium paratuberculosis fertozés esetén a klofazimin mds antimikrobidlis hatéanyaggal
kombinacidban terdpids céllal alkalmazhat6 [124]. Egyiittmiikodd partnerek biokémiai

kisérleteiben a klofazimin gatolta a M. tuberculosis NDH-2 fehérjét [125].

C

LI

56. abra Klofazimin szerkezete

A szerkezeti hasonldsdg miatt megvizsgaltuk néhdany benzoquinoxalin NDH-2 gatlé
hatdsit biokémiai rendszerben. A M. tuberculosis-NDH-2 k6z0s inhibitorok hatdsat a
27. tablazat mutatja. A tablazatbdl kivehetd, hogy a VIC-12955 és VIC-13202

vegyiiletek kiemelkedd gatlast mutattak a fent emlitett in vitro rendszerben.
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27. tablazat Benzoquinoxalin vegyiiletek hatasa tuberkulézis bacilluson és NDH-2

biokémiai tesztelés soran

Vegyiilet | MIC (unM) ICso (uM)
VIC-12955 6,2 0,54
VIC-13202 1,6 4,14
VIC-13215 50 >80
VIC-18469 6,2 >80

5.3 Célfehérje azonositas

A teljes sejtes tesztelés egyik hatranya az, hogy a sejt életmikodését gatld vegyiilet
hatdsmechanizmusa, az 4&ltala gatolt célfehérje kiléte nem tisztdzott. Ezeknek a
kérdéseknek a megvélaszoldsa gyakran igen bonyolult feladat, mely sokszor jelentOs

kihivast jelent a kutatok szamadra.

5.3.1 Biokémiai tesztrendszerek

A teljes sejtes tesztelés utdn logikusan kovetkezett az a 1épés, hogy a M. tuberculosis
novekedését bizonyitottan gitldé molekuldk hatdsat megvizsgaljuk az 4ltalunk mér
bedllitott és alkalmazott biokémiai tesztrendszerekben. Hétha igy azonosithatjuk a

célfehérjét.

5.3.1.1 PknA, PknB, PknG, NADK, NADS és PimA célfehérjék

A 28. tablazatban felsorolt célfehérjék koziil a PimA tesztelést a pozsonyi Comenius
Egyetemen Dr. Katarina MikuSova laborjdban végezték [126].

Néhany vegyiilet az adott mérési modszerrel interferalt, igy nem sikeriilt a Inh% értéket
meghatédrozni, ezeket ND (non-determined) roviditéssel jeloltem. A tdblazatban szerepld
értékek koziil latszik, hogy bizonyos vegyiiletek (VIC-13292, VIC-9502) majdnem
mindegyik célfehérjét gitoltdk. Ezek guanidin vegyiiletek, melyeknél a tapasztalat azt
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mutatja, hogy szinte kivétel nélkiil minden biokémiai tesztelés soran kimagaslo gatlassal
rendelkeznek, gyakori hit vegyiiletek, ezért ezeket nem vettem figyelembe.

A tabldzatban felsorolt vegyiiletek koziil 6t 90 % feletti PimA gatlast mutat, habér az 50
uM elég magas koncentracié. Ezen vegyiiletek tovdbbi vizsgdlata folyamatban van a

pozsonyi partner altal.

28. tablazat M. tuberculosis novekedést gatlo vegyiiletek in vitro hatasa PknA, PknB,
PknG, NADK, NADS, PimA célfehérjéken

Inh% Inh% Inh% Inh% Inh% Inh %
Vegyiilet PknA PknB PknG NADK NADS PimA
SopM) | (10uM) | (A0uM) | (100uM) | (100uM) | (S50uM)
VIC-3521 | -38,95 -7,31 -10,50 -19,62 24,34 33,97
VIC-3992 ND ND ND ND ND 93,77
VIC-6378 24,03 11,40 -9,20 -126,70 76,78 73,72
VIC-7777 | -24,36 19,80 -4,20 -23,36 4,60 41,03
VIC-9376 | -13,11 20,60 -22,770 -58,24 35,65 47,71
VIC-9502 91,57 115,10 54,10 139,70 124,54 96,37
VIC-11955 ND ND ND ND ND 90,78
VIC-12029 | -23,43 -38,00 -35,50 -26,25 -46,54 -14,82
VIC-12121 | -27,54 12,90 29,00 -29,19 -30,42 91,4
VIC-12955 | -9,41 64,40 -10,70 -80,22 38,15 88,33
VIC-13292 | 90,02 74,03 9,00 104,55 105,39 98,34

VIC-14072 | -16,27 14,20 1,90 -34,24 ND 31,98
VIC-17416 ND 41,60 -10,50 ND ND ND
VIC-17918 | 11,02 56,00 11,70 -5,52 58,07 96,18

VIC-18469 | -15,47 -6,90 16,20 -16,44 12,89 70,1
VIC-18678 | 10,23 34,74 22,16 -80,17 42,29 55,09
VIC-18679 | -14,16 -11,19 5,48 -30,07 35,64 50,24

5.3.2 KinaTor™

A KinaTor™ technolégiat kordbban humdn kindzok azonositdsdra szdmos esetben
alkalmaztak kutatécsoportunkban is [96, 127, 128]. Erre az elméletre alapozva, M.
tuberculosis célfehérje azonositasra szerettem volna ugyanezt az elvet alkalmazni.

A 25. tablazatban feltiintetett hatékony benzoquinoxalin vegyiiletek kozott talalhaté
egy, mar kordbban KinaTorhoz alkalmazott vegyiilet (VIC-14385), melynek MIC értéke
ugyan nem a legjobb, de megkozeliti a leghatékonyabb benzoquinoxalin vegyiilet MIC
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értékét, ezért a tovabbiakban ezt a vegyiiletet hasznédltam lehetséges célfehérjék
azonositasara.

A VIC-14385 kotott gyanta mellett inhibitor mentes (blank) toltettel is elvégeztem az
affinitds kormatografat, hogy kisziirjem az aspecifikuan ko6tddoé fehérjéket. A lizdtum
kromatografdldsa utdn az eludlt fehérje mintdkat 16-BAC/SDS-PAGE 2D
elektroforézissel analizaltam.

Sajndlatos médon, a fehérje mennyisége nem volt elegendd, ezért a blank minta 2D
képén nem fedeztem fel foltokat, mig az inhibitor esetében csupdn 2 foltot sikeriilt

kivagni, és ESI-QTOF rendszeren elemezni (29. tablazat).

29. tablazat VIC-14385 kotott gyantan eludlt, 16-BAC/SDS-PAGE 2D

elektroforézissel elvalasztott fehérjék ESI-QTOF rendszerren elemezve

Rendszertani Gén PAN (Protein Molekulatomeg Eg{i‘(}ﬂ; Szekvencia
besorolas accession number) (Da) pep? atfedés (%)
szama
Mycobacterium | 308 | poASNS,POASNO 273245 4 0.299
tuberculosis
Mycobacterium |y . P96850 33564.4 6 0.21
tuberculosis

Mivel a 2D elvdlasztas nem vezetett tdl sok informacidhoz a célfehérjéket illetden, ezért
az eluatum oldatokat kozvetleniil ESI-QTOF rendszeren is elemeztiik (30. tablazat, 31.
tablazat).
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30. tablazat VIC-14385 kotott gyantan eludlt minta fehérje 6sszetétele ESI-QTOF

rendszeren elemezve

Rendszertani Gén PAN (Protein Molekulatomeg Engi‘(}l(::lk Szekvencia
besorolas accession number) (Da) p S féma atfedés (%)
Homo sapiens DSP P15924 331763,4 3 1,22
Homo sapiens JUP P14923 81727,9 4 8,19
Mycobacierium | 305 | poASNS,POASNO 27324.5 6 51,3
tuberculosis
Mycobacterium | 1,61 pe4787,P64788 16738,2 3 26,8
tuberculosis
Mycobacterium
riberculosis IprA Q11049,Q7U094 24885,8 3 21,7
Mycobacterium A1KI98,A1UJY4,A
. 3Q3B1,A50209,
PbT)ls (ﬁgg}p/z) atpD C1AMV4.P63677.P 53076,7 3 10,9
asteur 63678,Q1B553
Gallus gallus LYZ P00698 16221 6 59,2
Bos taurus ALB P02769 69276,2 8 14,7
Mycobacterium
bovis BCG/ | groLEI A;&%%?gl?gf 56709,3 9 322
Pasteur 1173P2) ’
Mycobacterium | =, - P96850 33564,4 5 23
tuberculosis
Mycobacterium | = vr | poA4W6 POAAWT 12506 3 34.8
tuberculosis
Mycobacterium | = q; P15712 38226 3 19.8
tuberculosis
Mycobacterium | o v | poASB7 POASBS 16209,6 4 31,9

tuberculosis

31. tablazat Inhibitor mentes (blank) gyantarol elualt minta fehérje dsszetétele ESI-

QTOF rendszeren elemezve

Rendszertani Gén PAN (Protein Molekulatomeg I:J:g{iil(ilk Szekvencia
besorolas accession number) (Da) psféma atfedés (%)
Homo sapiens | DSP P15924 331763,4 3 1,25
Homo sapiens | JUP P14923 81727,9 4 8,46
Homo sapiens | DCD P81605 11266,1 3 25,5
Mys ZZZZ;W AOQSS3,AIKPAY,
(ATCC 700084 groS Aggggsl(i)ll?gzl\(gl 10786,3 4 51
/ mc(2)155) ’
Mycobacterium |\ v | p0A5B7,POASBS 16209,6 4 31,9
tuberculosis
Gallus gallus | LYZ P00698 16221 7 60,5
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A ESI-QTOF MS elemzés utdn, az eludtumbdl azonositott fehérjék koziil nem vettem
figyelembe azokat, amik a blank eludtumban is benne voltak.

A Cfp30B (Cfp32, Tb27.3) szerepe egyelore ismeretlen, de feltételezhetden egy
bimoduldris glioxaldz, mely a M. tuberculosis komplexben konzervalt, a tuberkul6zis
fertozottek kopetébdl kimutathat6. A kopetben jelen 1évé Cfp32 mennyisége szoros
Osszefiiggést mutat az IL-10 szinttel, mely kapcsolat szerepet jatszhat az aktiv kérokozé
patogenitdsaban [129].

Az Rv1261c fehérjérol ezidaig azt feltételezték, hogy segitségével a M. tuberculosis
ellendll a fagoszoma savas hatdsdnak [130], de 2011 szeptemberében megjelent egy
cikk, mely ezt bizonyitottan céfolja [131].

Az LprA glikozildlt lipoprotein TLR2 agonista, mely citokin valaszt indukdl és a
dentritikus sejtek illetve makrofdgok APC funkciéjat szabalyozza [132].

A M. tuberculosis AcpM egy kiilonleges ACP (acyl carrier protein), melynek fontos
szerepe van abban, hogy nagyon hosszu ldncti meromikolsavakat helyezzen at a FAS-1I
enzimrendszer kiilomb6z0 lipogén centrumaiba [133].

A PstS1 foszfat-kotd fehérjét kodold gén muticidjaval a M. tuberculosis foszfat
felvétele elégtelenné valik és a mikobaktérium kevésbé virulens in vivo [134].

A M. tuberculosis koleszterint metabolizal a fertdzés sordn és ez a metabolizmus
altalaban a korai stddiumban kovetkezik be. A HsaC vas-fiiggd extradiol dioxigenaz
kulcsfontossdgu enzim a koleszterin katabolikus ttvonalban, katalizdlja a 3,4-dihidroxi-
9,10-seco-androst-1,3,5(10)-trién-9,17-dion (DHSA) extradiol hasitasat [135].

Az atpD gén az ATP szintdz B lancot kddolja, mely az ATP szintdz katalitikus egysége.
A M. tuberculosis-nak és M. bovis-nak is két Cpn60 (Cpn60.1 and Cpn60.2) chaperon
fehérjéje van, melyek mennyisége megnd hosokk [136], oxidativ stressz [137] illetve
makrofag infekci6 [138] alatt. A Cpn60.1 (GroEL1), ellentétben a Cpn60.2 (GroEL2)
fehérjével, nélkiilozheté a mikobaktérium tuléléséhez, viszont elengedhetetlen a sejtfal
integritdsdnak kialakitdsaban [139].

Az azonositott fehérjék koziil sajnos egyik sem tiinik 1étfontossdginak a tuberkulézis
vegyiilet-e célfehérjék azonositasara. A molekula hatdsat megvizsgdlva mds baktérium
torzson, feltlint, hogy mindegyik esetben hasonld gatldst mutat, igy lehet, hogy

valamilyen okb6l nem szelektiv.
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A KinaTor™ soran egy primer amin funkcién keresztiil kotodik a molekula a szilard
fazishoz. A teljes sejtes tesztelés sordn a primer amin bizonyos esetben befolyasolhatja
a hatést, ezért megvizsgaltuk a VIC-14385 vegyiilet védett fomdjat is. Az acetilezett
vegyiilet (VIC-25057) a teljes sejtes tesztelés eredményeképp veszitett a hatdsabol
(MIC=50 uM), ami magyarazhatja a KinaTor™ alkalmazdsdnal azonositott fehérjék

felhozatalat.
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6 Megbeszélés és Kovetkeztetések

Doktori munkdm sordn fdleg a célfehérje alapd hatéanyagfejlesztés soran
nélkiilozhetetlen biokémiai tesztrendszerek fejlesztésével, bedllitdsaval foglalkoztam. Ot
(PknA, PknB, PknG, NADK, NADS), a M. tuberculosis jelatvitelben szerepet jatsz6
célfehérjére Oszpontositottam. Az in vitro tesztelést a Vichem Kutaté Kft kozel 12 000
vegyiiletbdl allo, foleg eukaridta kindzokra kifejlesztett ATP kotohelyen haté illetve
allosztérikus vegyiilettirdn végeztem el. A biokémiai rendszerek optimalizdldsahoz,
majd a vegyiiletek teszteléséhez sziikséges enzimek expresszaldsat, tisztitdsdt magam is
elvégeztem.

A PknB radiometrids kindz moddszer elsajatitdsa €s alkalmazasa soran, kozel 1 000
vegyiiletbdl szdmos nanomolos ICs, értékkel rendelkezd inhibitort taldltam, de sajnos
egyik sem gatolta a M. tuberculosis baktérium novekedését, feltehetden a baktérium
igen Osszetett és ellendlld sejtfalan vald atjutds nehézsége miatt. Tovéabbi, hatékonyabb
gatlok keresése céljabol QSAR elemzést illetve in silico dokkolast is végeztiink. Mivel
az eddig alkalmazott radiometrids médszer elég iddigényes és specidlis koriilményeket
igényel, ezért megprobdltam bedllitani a nem-radioaktiv, MTS/HTS rendszerben is
alkalmazhat6 IMAP mddszert. Az elddllitott peptidek koziil egyik sem volt alkalmas
szubsztratként, igy sajnos ezt a moddszert nem tudtam alkalmazni PknB kindz
tesztelésre. A virtudlis tesztelésekbOl szarmaztatott, hatékonynak vélt vegyiileteket
valamint a vegyészek altal javasolt molekuldkat végiil, a rendszer megfeleld
optimalizaldsa utén, Transcreener® ADP? kindz technoldgidval teszteltem le. Az igy
kapott hit molekuldk sem hatottak az in vitro sejtes vizsgdlat sordn, M. tuberculosis
patogénen.

A 19 033 vegyiilet dokkolasét elvégeztiik PknG kindz esetében is. A PknB kindzndl
elszenvedett kudarcokhoz hasonl6éan, ebben az esetben sem sikeriilt megfeleld peptid
szubsztrtot taldlni az IMAP technoldgia bedllitdsihoz, igy késébb, a Transcreener®
ADP? kindz médszer bedllitdsaval teszteltem le a vegyiileteket. PknG kindz esetében
sem sikeriilt biokémiai rendszerben olyan hatékony vegyiiletet taldlni, mely gatolta
volna a M. tuberculosis-t, de mivel a PknG kindznak szerepet tulajdonitanak a

fagoszoma-lizoszéma fizié géatlasdban, megvizsgaltunk néhiany PknG gatlot fertdzott

102



DOI:10.14753/SE.2012.1745

makrofagon. A legeredményesebbnek a VIC-16315 molekula tiint, mely 48 o6ra
inkubdlés utdn 40%-ban gatolta a telepképzddést.

A PknA kinaz esetében kristalyszerkezet hidnyaban, nem végeztiink dokkolast, hanem a
Vichem Kft. 1 000 diverz szerkezeti vegyiiletbdl &ll6 EVL vegyiilettaranak
tesztelésével szerettem volna inhibitorokat taldlni. A tesztelésnél a HTRF Transcreener
ADP illetve a Transcreener® ADP? médszert alkalmaztam. Sajnos ebben az esetben sem
sikeriilt olyan hit molekulét taldlni, mely sikeresen fejtette volna ki hatdsat a patogénnel
szemben.

A NAD kinaz és szintetdz célfehérjék esetében a kutatdsi munkét a dokkolassal kezdtiik.
A hatékonynak vélt vegyiileteket spektrofotometrids modszerrel tesztelték le a
Piemontei Egyetemen. NAD kindz esetében egyik vegyiilet sem mutatott gatlast, mig a
NAD szintetdzndl szdmos inhibitor koziil a VIC-15108 (ICs=73 uM, MIC=50 uM)
bizonyult a legjobbnak. A hit vegyiiletekre alapozva még 100 illetve 30 vegyiiletet
teszteltek le NAD szintetdzon a piemontei egyetem munkatérsai, melyek koziil a VIC-
13268 (ICsp=3,5 uM, MIC=33 uM) és a VIC-12990 (ICsp=4 uM, MIC=26 uM)
vegyiiletek bizonyultak a leghatékonyabbnak. Ezzel parhuzamosan megkezdtem a
Transcreener NAD kindz illetve NAD szintetiz mérési mddszerek bedllitasat, majd
leteszteltem az EVL (~ 1 000 vegyiilet) vegyiilettarat. NAD kindz esetén a molekuldk
még 98 uM koncentracidban sem gatoltak az enzimet. Ezt magyardzza az a publikécio
is, mely azt allitja, hogy NAD kinaz esetében nem az ATP kotéhelyen hat6 vegyiiletek a
sikeresek, hanem a NAD analégok. A cikkben ko6zolt VIC-23779 NAD anal6g
eldallitdsaval, referencia vegyiilettel is tudtam igazolni, hogy az é&ltalam bedllitott
NADK Transcreener® ADP> FP médszer j61 mikodik. A NAD szintetdz esetében
szamos hit vegyiilet sziiletett, melyek koziil sajnos csak néhdnyat tudtunk M.
tuberculosis-on is megvizsgalni.

A célfehérje alapu tesztelések eredményeképp elmondhat6, hogy habér szdmos vegyiilet
kiemelkedd hatdst mutatott a biokémiai tesztrendszerekben, egyik sem gétolta
érdemleges mdédon a M. tuberculosis patogént teljes sejtes vizsgélatokban. Ez a tény
talan azzal magyardzhatd, hogy a M. tuberculosis nehezen &tjarhatd, igen ellendlld
sejtfallal rendelkezik — ami egyébként az antituberkulotikus hatéanayagok

fejlesztésének egyik legnagyobb problémaja.

103



DOI:10.14753/SE.2012.1745

Erre a sajndlatos megéllapitdsra alapozva ugy dontottiink, hogy a vegyiiletek hatdsat
kozvetleniil sejtes tesztrendszerben fogjuk vizsgélni, igy rogton azokra a vegyiiletekre
koncentralva, amelyek képesek atjutni a sejtmembranon.

Doktori munkdm madsodik felében lehetdségem nyilt, hogy az svéjci EPFL intézetben
részt vegyek a C. glutamicum alapu teljes sejtes tesztelésben. Az ok, amiért ezt a
baktérium torzset alkalmaztuk tesztrendszerként az volt, hogy nem fert6z0, gyorsan
szaporodik, kisebb a genomja és a M. tuberculosis-hoz hasonl6 sejtfallal rendelkezik. A
tesztelés sordn a Vichem Kft. 12 000 vegyiiletbdl 4ll6 (NCL) vegyiilettarat teszteltiik le,
€s az igy kapott hit vegyiiletek MIC értékét M. tuberculosis baktériumon hatdroztuk
meg. Ezzel parhozamosan a szlkitett vegytilettarat (~ 1 000 molekula) kozvetleniil a
patogén baktériumon is leteszteltiik.

Az igy kapott 17 hit vegyiilet citotoxicitds €s genotoxicitds vizsgdlata utdn 3 vegyiiletet
tartottunk érdemesnek a tovdbbfejlesztésre (VIC-9376, VIC-7777, VIC-18469).

Doktori értekezésemben csak a VIC-9376 (nitoquinoxalin) ¢és VIC-18469
(benzoquinoxalin) vegyiiletekkel kapcsolatos méréseket tiintettem fel. Mindkét vegyiilet
szamos szarmazékat leteszteltiik. A VIC-9376 szerkezeti hasonldsdgot mutat a Science
foly6iratban kozolt BTZ043 vegyiilettel, igy megvizsgdltuk, hogy ugyanazon célfehérjét
gatoljak-e. A kiilonb6z0 vad tipusd €s mutdns baktérium torzseken végzett vizsgdlatok
igazoltdk, hogy a VIC-9376 molekula is a DprE1 fehérjén keresztiil fejti ki hatasat.
Mind a VIC-9376 vegyiilet, mind a VIC-18469 molekula antibakteidlis hatdsat
vizsgaltuk kiilonbozé Gram-pozitiv illetve Gram-negativ baktériumon.

A VIC-18469 vegyiilet tavoli rokonsdgot mutat a maldria terdpidban alkalmazott
klofaziminnel, mely egyiittmiikédo partnerek kisérleteiben NDH-2 gatloként is bevalt.
A VIC-18469 benzoquinoxalint és tovabbi hdrom anal6gjat NDH-2 biokémiai
rendszerben letesztelve a VIC-12955 és a VIC-13202 vegyiiletek sikeres NDH-2
gatloknak bizonyultak.

Célfehérje azonositds céljabol minden M. tuberculosis baktériumon gétlast mutatd
vegyiiletet leteszteltem az altalam bedllitott biokémiai rendszerekben, valamint a
Comenius Egyetem munkatarsai PimA enzimen. A PimA tesztelés sordn ot vegyiilet
tobb mint 90 %-ban gatolta a fehérjét 50 uM-ban. A vegyiiletek a PknA, PknB, PknG,
NADK és NADS enzimeket érdemlegesen nem gatoltik.
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M. tuberculosis célfehérje azonositasra alkalmaztam a KinaTor™ mddszert is, amit
eddig humén fehérjék esetében sikeresen haszndltak. Az eljards sordn 8 emlitésre méltd
fehérjét sikeriilt beazonositani, de egyik sem jatszik kulcsfontossagu szerepet a M.
A sejtes tesztrendszerben beazonositott, szabadalmazott és gydgyszerfejlesztésre
kivélasztott hatéanyagmolekuldkat a tovdbbiakban az EPFL intézettel egyiittmikodve
fogjuk fejleszteni.
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7  Osszefoglalas

Doktori munkdm sordn a Mycobacterium tuberculosis jelatvitelt gatlé hatéanyagok
fejlesztését thztem ki célul. A célfehérje alapu hit vegyiilet keresésénél az eukaridta-
szeri Ser/Thr PknA, PknB, PknG kinazokra valamint a NAD szintetazra és NAD
kindzra Osszpontositottam. Sikeriilt MTS/HTS rendszerben is alkalmazhaté biokémiai
tesztrendszert bedllitani a fent emlitett Osszes enzimre, melyeket referencia
vegyiiletekkel validdltam. A vegyiileteket a Vichem Kutaté Kft., féleg eukaridta
kindzokra kifejlesztett, ATP kotOhelyen hatd, kis molekulakbol allo vegyiilettarabol
valogattam. A tesztelés sordn, a NADK fehérjén kiviil, minden esetben hatékony hit
vegyiileteket azonositottam, melyek hatdsat M. tuberculosis-on is vizsgéltuk. Sajnos
egyik vegyiilet sem gdtolta kiemelkedéen a baktérium tdlélését, ami azzal
magyardzhatd, hogy a vegyiiletek nem jutnak it megfelelden a patogén vastag, hidroféb
sejtfaldn.

A célfehérje alapu hatéanyagfejlesztésnél atélt kudarcok arra 0sztokéltek minket, hogy a
teljes sejtes tesztelés alapjan keressiink M. tuberculosis ellenes vegyiileteket.

A 12 000 vegyiiletbdl all6 vegyiilettar tesztelését a hasonl6 sejtfald, de nem patogén és
kisebb genommal rendelkezdé C. glutamicum-on végeztik. A C. glutamicum
novekedését gatld vegyiileteket megvizsgédltuk M. tuberculosis bacilluson is. Ezzel
parhuzamosan az EVL vegyiilettarat leteszteltiik kozvetleniil M. tuberculosis-on. A 17
hit vegyiilet citotoxicitds €s genotoxicitds vizsgdlata utdn harom vegyiiletet tartottunk
érdemesnek tovdbbi hatéanyagfejlesztésre.

A VIC-9376 és VIC-18469 vegyiiletek bakteridlis hatdsdt mas Gram-pozitiv ill. Gram-
negativ torzson is vizsgaltuk.

Igazoltuk, hogy a VIC-9376 vegyiilet a DprE1 fehérjét gétolja, hasonlé médon, mint a
kordbban publikalt BTZ043 vegyiilet.

A biokémiai mérésre alapozva igazoltuk, hogy a VIC-18469 két szarmazéka is (VIC-
13202, VIC-12955) gatolta a NDH-2 fehérjét.

Célfehérje azonositas céljabol a M. tuberculosis bacilluson hatékony vegyiileteket az
altalam kordabban beallitott biokémiai rendszerekben 1is Ileteszteltem, valamint
alkalmaztam az eddig human célfehérje keresésnél hasznalt KinaTor™ modszert is. Az

eljaras soran 8 emlitésre méltd fehérjét sikeriilt beazonositani.
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8 Summary

The aim of my Ph.D. work was the development of agents which inhibit the signaling of
Mycobacterium tuberculosis. In the target-based drug development part I focused on the
eukaryotic Ser/Thr PknA, PknB, PknG kinases and the NAD synthetase and NAD
kinase. I achieved to optimize MTS/HTS biochemical assay systems for the previously
mentioned enzymes, and those were validated with reference compound. In case of each
target, except NADK, several potent inhibitors were identified and their effect was also
checked on M. tuberculosis. Unfortunately none of the compounds inhibited the bacteria
probably due to the complex, thick hydrophobic cell wall of the pathogen.

Looking for potent inhibitors against M. tuberculosis we tested the compounds directly
in whole cell-based model.

We screened the 12,000 molecules containing NCL library of Vichem Ltd. on C.
glutamicum, which has smaller genome and it is not pathogen. The MIC of the hit
molecules was determined on M. tuberculosis. In parallel with this the small, diverse
library (EVL) was directly tested on M. tuberculosis.

After the mutagenicity and cytotoxicity tests of the 17 inhibitors of the pathogen 3
compounds were selected for further development (VIC-9376, VIC-7777, VIC-18469),
from which I only focus on the VIC-9376 (nitoquinoxaline) and VIC-18469
(benzoquinoxaline) molecules in my Ph.D. thesis. The effect of these compounds was
also tested on different Gram-positive and negative bacterium strains.

We demonstrated that the VIC-9376 targets the DprEl protein similarly to the
antituberculotic BTZ043.

Based on biochemical assay results we demonstrated that two derivatives of VIC-18469
(VIC-13202, VIC-12955) inhibited the NDH-2 protein.

I tested the M. tuberculosis inhibitors in the already optimized biochemical assays to
indentify the targets and I also applied the KinTor™ method previously used in case of

human kinases. Based on this technology I could indentify 8 proteins.
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