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1. BEVEZETES

A daganatos megbetegedés a leggyakoribb halalokok
egyike Magyarorszagon és a vilag tobbi orszagabariz
egyre korszdibb s#irési- és diagnosztikai modszereknek
készbnheten bizonyos tumorok még a Dbetegség
kialakulasanak korai fazisban felismeifietazonban gyakran
a korai niitéti eltavolitas illetve kemoterapias kezelés sem
garantalja a hosszu tavu teljes tinetmentességktitaiasok
soran bebizonyosodott, hogy a rosszindulati tumorok
kialakulasat részben a sejten beliili, illetve aekekdzotti
jeltovabbitasi folyamatok abnormalisikvdése eredményezi.

A sejtfelszini receptorok altal kozvetitett jelekldnb6z

foszforilacios kaszkadok kozvetitésével jutnak segmagba.
A mechanizmus kulcsfontossagu enzimjei a kinazrfékgés
az ismert onkogének egy része altalaban valamikinéz
enzimet kodol. A modern gyogyszerkutatas ezért rggsz
kindzgatlo molekulak fejlesztésére 6sszpontosit.

Kutatasaim kezdetén potencialis B-RAF gatldé vegylle
kotodésének modellezésével és bioldgiai hatasprofifjana
vizsgéalataval foglalkoztam. Doktori munkam nagyobzét
viszont olyan molekulak szintézise képezte, melyek
kindzgatlo profilja eredetileg nem volt ismert aadalomban.

Az el vegyiletek diallitasat kovdten célpontként
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azonositottuk az FLT3 kinazt, és a vizsgalatok rs@da is
fény dertlt, hogy egy szelektiv FLT3 inhibitor
molekulacsaladot sikerlt 1étrehozni.

Jelen értekezés ,a B-RAF- és az FLT3 kinazgatlok
fejlesztése” kutatasi témakban eddig elért eredeiémst

foglalja 6ssze.

1.1. A B-RAF kindz szerepe a tumorok kialakulasaban

Az egyik leginkdbb vizsgalt jelatviteli utvonal a
RAS/RAF/MEK/ERK kaszkad, mely a sejtmembranonélév
receptoroktél tovabbit informaciokat a sejtmag &,
ezdltal szabalyozva a sejtproliferaciot, differ@hmiast és a
sejtek tulélését. A kaszkad tagja a B-RAF kinaznigly a
szerin/treonin protein kindzok csaladjaba tartozik.

A B-RAF kinaz mutacio soran bekovetkezkoros
aktivalodasa tobb daganat kialakulasanak a hataréb
allhat de kulondsen gyakori melanomék, vastagbdd- é
pajzsmirigy tumorok esetén. A B-RAF leginkabléfetdulo
mutacioja az uan. V600E (korabban V599E-nek is aitt)
pontmutacio, mely az dldleges szerkezetben bekovetkez
glutaminsav — valin cserét jelenti a 600-as pobiaio Mivel

a mutacio difordulasa melandmak esetén kozel 60%-0s, a B-



RAF(V600E) gatlé vegylletek fejlesztése nagy jéiséggel

bir melandmak kezelése szemontjabdl.

1.2. Az FLT3 kinadz funkcidja és leukémiakban betokhtt

szerepe
Az FLT3 egy tirozin kindz, mely a receptor kinazok

harmadik alcsaladjaba tartozik és szerkezetét tiekia c-Kit,

az FMS (mas néven. CSFR) valamint PDGF receptor
kindzokhoz all kozel. Az emberi szervezetben azlere
vérsejtek expresszaljdk legnagyobb mértékben éenaim
rendeltetésszér mikddése fontos azssejtek valamint az
immunrendszer homeosztazisanak fenntartasahoz.

A fehérje alapallapotban monomer formaban van jelen
sejtmembranon, aktiviciéjat az FLT3 ligandum (FLTBL)
bekotdése valtja ki normal fiziologias korilmények kézot
A bekovetked konformaciovaltozas soran a fehérje
dimerizalddik és ez az intracellularis rész fosiorojahoz
vezet. Az aktivalédott FLT3 kinaz tobb jelatvitgltvonalon
keresztll képes a sejtmag iranyaba eljuttatni faermaciot. A
két legfontosabb ilyen utvonal a PI3K/Akt és a MAPK
(RAS/RAF/MEK/ERK), melyeken keresztiul szabalyozhato
transzkripcid, a transzlacio, a differencialédaszspoptozis.



Kortani szerepét tekintve, az FLT3 kinaz fokozott
expresszidja figyeln6t meg a vérképgz rendszer
rosszindulati daganataiban, és kilondsen gyakad-{:00%)
akut mieloid leukémidban (AML). Mutacioi kozil a tké
legjelensebb és leggyakoribb az an. lelstandem
duplikacié (ITD: internal tandem duplication), vaiet a
kindz doménen bekovetkeP835 pontmutacio.

Rezisztencia és tulélés szempontjabol az ITD mondi a
legrosszabb a prognozisa, ezért nagy igény mutiktkoz
szelektiv FLT3(ITD) gatlé molekulakra.

2. CELKIT UZESEK
A Vichem Chemie Kutat6 Kft. és a Semmelweis Egyetem

Kooperaciés Kutatdé Kdzpont munkajaba bekapcsolédva

munkam egyik & célkitizése B-RAF gatlo vegyliletek

azonositasa volt, mivel a B-RAF inhibitorok fejle&sse a mai
napig kiemelt terlletet képvisel a gyogyszerkutzdas

Célom volt:

1. A szakirodalomban publikalt B-RAF géatld6 molekulak
kotédésének vizsgalata, majd az adatokat felhasznéalva a
kutatécsoport  altal  édllitott vegylletek  kdidési
modjanak meghatarozasa molekulamodellezés

segitségével.



2. Az in slico eredmények validalasan vitro biokémiai
modszerek felhasznalasaval.

3. A molekuldk hatasdnak vizsgélata B-RAF kinazt
expresszalod sejtvonalakon.

4. A vegyuletek kaidési kinetikdjanak a vizsgalata.

Masik f6 célom szabadalmaztathat6 kinazgatldé molekulak
eléallitasa és szerkezet-hatas 6sszefiiggések vizsgalat A
CP-31398 azonositoszamu sztiril-kinazolin anal6ge09-
ben publikaltak, mint p53 fehérjére hatéo (aktivaés
expressziot fokozé) kémiai agenst [103]. A CP-31398
kindzgatlo hatasat nem vizsgaltak, noha toébb ismaibitor
is (gefitinib, erlotinib, tandutinib, vandetanibkle azonos
kinazolin alapvazzal rendelkezik. Ezért feladatantt:v
1. A CP-31398 vegyllet édllitAsa és egy sztiril-kinazolin
vegyulettar létrehozasa.

2. A vegyuletek kinazgatl6 profiljanak meghatarozasa.

3. Szerkezet-hatds 0Osszefliggések vizsgélata vitro
biokémiai esszérendszer segitségével.

4. A molekulak hatdsanak vizsgalata tumor sejtvonalako

5. A vegylletek penetraciés tulajdonsaganak meghaideoz

PAMPA esszé felhasznalasaval.



3. MODSZEREK

3.1. Potencialis B-RAF gatl6 vegyiiletek vizsgalata

A Vichem Chemie Kutatdé Kft. és a Max Planck intézet
egyutt fejlesztett ki AXL kindzon hato vegylletekéts a
munka eredményeként 450 darab szulfonamid szarrmobzék
szabadalmaztattak. Tekintve, hogy a szulfonamid 8-
RAF gétlo vegylletek nagy részénél isfetdul, ezért 12
vegyuletet (1. &bra) kivalasztva tobbféle mddsterre
megvizsgaltam illetve modelleztem ezen vegyileteRA-

gatlé hatasat.
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Az anyagok biologiai vizsgalatatn vitro biokémiai
modszerek, tumoros sejtvonalakon toéténesztelés és

kotédéskinetika vizsgalatok felhasznalasaval végeztik.

3.2. Sztiril-kinazolin szarmazékok eballitasa és vizsgalata

A CP-31398  azonositdszamu referenciavegyulet

eléallitasdhoz szikséges irodalmi adatok OsspeEpgét a

v



Scifinder ScholarTM és a Reaxys adatbazisokat $elidva
végeztem. Bar az adott vegyllet képlete 1999-ben eg
Science cikkben, 2000-ben pedig egy szabadalombkan i
megjelent, élallitAsara recept a munkam kezdetéig (2007)
nem volt leirva. Kizarélag biolégiai hatasprofilizsgalo
cikkek voltak publikusak. Ezért irodalmi anal6giakapjan
eljarast dolgoztam ki a vegyuletéllitasara (2. abra).
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2. abra A CP-31398 referenciavegytletre kidolgozott

szintézis.

A szubsztitualt sztiril-kinazolin analégokat a d#cios

vegyuletre kidolgozott szintézis alapjan allitottalh



Az anyagok biologiai hatasat kinazpanein vitro
biokémiai maodszerek, tumoros sejtvonalakon td@rtén
tesztelés, aramlasi citometria (FACS) valamint pehilitas

meérések felhasznalasaval vizsgaltuk.

4. EREDMENYEK

4.1. Potencialis B-RAF gatl6é veqyiletek vizsgalata

A B-RAF gatlo vegyuletek koétdését el§ korben
molekulamodelle& moédszerekkel vizsgaltuk.

A molekulak dokkolasa soran kimutathatéak voltak az
irodaimi  B-RAF gatlokra jellemz koélcsonhatasok:
hidrogénhid kotések az ATP kdbiely un. hinge régidjaval,
valamint a DFG motivummal, és a hidroféb kolcs6abak
az ATP kobéhely aminosavjaival.

A biokémiai vizsgalatokhoz sorafenib-et hasznaltunk
referenciaként. A beallitott esszében a soraferiih MM-0s
ICso értékkel gatolta a vad tipusu és 0M-os értékkel a
mutans B-RAF(VE600E) kinazt. A kutatécsoportunk lalta
eléallitott vegyuletek kozal 6t molekula esetén nanlm®o
ICso értékeket mértink (l§g< 0,68 uM), hat szarmazék nem
mutatott kiemelked hatast (IGe= 1-20uM) és egy vegyllet
teljesen hatastalannak g€ 23uM) ) bizonyult.



Az anyagok hatasat vizsgaltuk vad tipusu B-RAF és
mutéans B-RAF(V600E) fehérjét expresszalo
tumorsejtovanalakon (3. és 4. 4bra) is.

as

EM24met

(uh)

I MeWo

1

. T T T T T — T — T
4 3 6 7 8 9 10 11 12 13 14 153 Sorafenib

3. dbralCspmérések a vad tipusu B-RAF-ot expresszalo
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4. abralCsomérések V600E mutaciott tartalmazoé

sejtvonalakon.
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A vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a vpdsti B-
RAF kinazt expresszald sejtvonalakon (MeWo, M24nzet)
anyagok kevéshé vagy egyaltalan nem hatottak, nvigo8E
mutaciot tartalmazékon (HT29, A375p, UACC257) jddsa
mutatkozott. Ez azért érdekes, mert az enzimatikus
vizsgalatok kimutattak, hogy a hatékony vegyllekgizel
azonos mértékben hatnak a vad tipusu- és a mghégén.

A kulénb6a hatas oka egy ismert jelenség a vad tipusu B-
RAF enzimet expresszalé sejteknél (példaul a vefenia
esetén is), melyet a szakirodalom tobb kdzleményisen
targyal. A biolégiai tesztek (SIRNS ésestern blot) soran
megallapitottak, hogy ez a fokozott aktivacié a RKiRaz
masik két tipusanak, az A- és C-RAF kinaznak koksetn

A vegyuletekkel kaidéskinetika vizsgalatokat végeztink,
melyek alapjan megéallapitottuk, hogy a vegylletsjorg
kotédési kinetikaval rendelkeznek. A dokkolas eredmérye
valamint az irodalmi hasonlésagokra alapozva végiilz-es

tipusu kinazgatlok k6zé soroltuk be a vegyuleteinke

4.2. Sztiril-kinazolin szarmazékok eballitasa és vizsgalata

Az altalam kidolgozott szintézisseléallitottam a kivant
referenciaanyagot valamint tovabbi 122 db sztirlazolin és

2 db sztiril-pirimidin szarmazékot.
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A DiscoveRx cég Aaltal végzett kindz szelektiv
vizsgalatok alapjan célpontkéntz &LT3 kindz (5. abra)
azonositottuk. MutanBLT3 kinazok esetén a kiités >90%
5uM-0s vegyuletkoncentracid mellett. Kisebb mértéek
ugyan kobdott a CSNK1A1 (77%), GAK (65%) és RIOF
(63%) fehérjékhez, azonbamM-os koncentraciénal ez m

nem mondhat6 jeleésnek.
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5. abra A szelektivitasbemutatasa kinazfan. Az A abrar
célpont fehérjék lathatok, mig a B abrdn mar addés

sz&zalékos értéke szerint jeloltem a fehérjéket.
Az eléallitott vegylleteket egy pontban teszteltik uM-

os koncentracidban. A célunk ezzel az volt, hogyzikjik a

hatastalan molekulakat és csak lagjobb vegyiletel
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kerlljenek az ifligényesebb és precizebbsjGnérésekbe. A
legjobb FLT3(ITD) gétldo vegylleteink Kg értéketit az 1.
tablazat szemlélteti.

R
N
N
1 N
R
3
R
FLT3(ITD)

1 2 3 gatlas 10 |FLT3(ITD)

D | R R R uM-ban | ICsq (UM)
(%)

106 | H 4-F NN -dimetietan-1,2-diamin 86,1 0,76
116 [ H | 4-Metilszulfani N ,N -dimetietan- 1,2-diamin 92,3 0,55
123 | H 4-1zopropil N ,N -dimetiletan-1,2-diamin 99,8 0,2
124 | H 4-Izopropil N N -dietiletan-1,2-diamin 95,4 0,65
126 [ H | 4-Metiszutfonil N ,N -dimetietan- 1,2-diamin 96,1 0,33
134 | CI 4-F N ,N -dimetipropan-1,3-diamin 79,2 0,91
147 | CI | 4-Metilszulfanil NN -dimetietan-1,2-diamin 82,1 0,61
151 | CI 4-1zopropil N ,N -dimetiletan-1,2-diamin 89,9 0,41
153 [ CI | 4-Metiszulfonil | N ,N -dimetilpropan-1,3-diamin 94,4 0,87
155 | CI | 4-Metiszuifoni NN -dimetietan-1,2-diamin 91,0 0,24
156 [ CI | 4-Metiszutfonil NN -dietiletan-1,2-diamin 92,1 0,44
181 | F 4-1zopropil N ,N -dimetiletan-1,2-diamin 100,0 0,58
182 | F 4-Izopropil N N -dietiletan-1,2-diamin 100,0 0,87

1. tAblazatA legjobb FLT3(ITD) gatl6 vegyuletek bioldgiai
hatasa.

Megvizsgaltuk az anyagok hatasat az MV4-11 akutaide
leukémia sejtvonalon. Az MV4-11-en vald vizsgalater

fontos, mert ennél a sejtvonalnal korabban kimakathz

13



Ve

FLT3 kinazon haté molekulak nagy része jabsnt
tumorellenes hatast mutatott a sejtvonalon&C puM), ami
korrelacioban all a biokémiai vizsgalatokkal.

Mivel az irodalomban publikalt CP-31398 vezérmoleku
hatést fejt ki a p53 fehérjén, logikusndlnt, hogy néhany
anyag esetén megvizsgaljuk olyan sejtvonalakon {A43
HCT116, HT29, MCF7) a hatast, melyek bizonyitotzs8
mutaciot tartalmaznak és emiatt az egyik legforiibsamor
szupresszor fehérje nem képes betodlteni eredekiciidjat.
Ezeken a sejteken lényegesen gyengébbnek meértik a
vegyuletek hatasat (¥&>> 1uM), mint az FLT3 kinazt
expresszaldo MV4-11 sejteken.

Aramlasi citométerrel vizsgéltuk, hogy a sejtek ziukisa
milyen folyamat (apoptdzis, nekrozis) kovetkeztébjém
létre. A kapott eredmények alapjan megallapitottubgy a
sejtek apoptbzissal pusztulnak el, mivel a kezsthetl
kontrollhoz képest az apoptdzis szazalékos aradytanmeg
jelentts  mértékben. Minimalis (7-10%) nekrézist is
megfigyeltiink, azonban ez a kezeletlen kontrolltéses
kimérhet volt.

A  permeabilitasi  vizsgalatok (PAMPA) alapjan
elmondhatjuk, hogy a vegytketek j6 penetracios s«&ggel
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birnak és a passziv transzportal taftedtjutasuk a

membranon nem akadalyozott.

5. KOVETKEZTETESEK

5.1. Potencialis B-RAF gatlo vegytletek vizsgalata

Molekulamodellezés felhasznalasaval feltérképezterdb
szulfonamid szarmazék lehetséges 6#é6i pontjait és
kotédeési affinitasat B-RAF kinazon. A modellezés soran
kapott eredményeket biokémiai esszérendszer sgéitsie
validaltuk és 6t alacsony gatl6értékkel (IC50 <80,6M) bird
molekuladt azonositottunk. A vegylleteket B-RAF kina
expresszald sejtvonalakon teszteltik és megaltagiichogy
a legjobb anyagok a sorafenibbel azonos mértékbtitgk a
mutans B-RAF(V600E) tumorsejtvonalak ndvekedését.

Kotédeés kinetikai vizsgalat segitségével meghataroatuk
vegyuletek kaidés kinetikai profiljat és besoroltukket a |

Y-es kinazgatlok koze.

5.2. Sztiril-kinazolin szarmazékok eballitasa és vizsgalata

Az in vitro biokémiai eredményeket (szazalékos

enzimgatlas és i) felhasznalva az alabbi kdvetkeztetéseket
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vontuk le szerkezet-hatas 0Osszefiiggés szempontjéhol

abra):

1 1
R 8 3
; NWR
g ~N;
=i 4
R4
6. abra

A kinazolin gyirt mindenképp kell az FLT3 géatlo
hatashoz, a pirimidinek hatastalanok.

A kinazolin fenil gyirije szubsztituens nélkul vagy
egyszeresen  szubsztitualt formaban  preferéalt, a
tObbszdrésen szubsztitualt termékek mar hatastalano
Halogénatom beépitése a 6-0s pozicidjaba a hatast
érdemben nem befolyasolja, bar a fluor tartalmu
szarmazékok valamivel rosszabbak, mint a brémoty vag
klort tartalmazo molekulak.

A T7-es vagy 8-as poziciGban szubsztitudlt termékek
hatastalanok.

A benzo[g]kinazolin alapid molekuldk benzaldehiddel
kondenzalt szarmazékai hatastalanok, tehat a ltrsok

struktura beépitése sendmyos.
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« Az R®csoport lehet szubsztitualt fenil- vagy tioféniigy
is. A szubsztitudlatlan kinazolin vegyuleteknél enif
gyiri esetén jobb a hatas, viszont a triciklusos, a 6-0s
helyzetben brémot vagy kloért tartalmaz6 szarmazgébk
tiofén gyrivel rendelke& molekulék is hatasosak.

« Az R® csoport esetén a monoszubsztitualt aromasiigy
esetén mérhéta legeésebb a hatas, a 3,4-diszubsztitualt
fenil csoportot tartalmaz6é szarmazeékoknal drasgtku
csokken, a 3,4,5-triszubsztitualtak esetén pedigstn
megs#nik.

« Az R® fenil gylrin para helyzetben funkciés csoportot
vagy halogénatomot tartalmazd vegyiletek hatasa a
legjobb, meta pozicidban l&szubsztituens esetén a hatas
nagymértékben csokken. Le@eyosebb szubsztituensek
para helyzetben az izopropil, a metilszulfanil- és
metilszulfonil funkciés csoportok.

« Az R* csoport a hatast és az oldhatdsagot dkint
befolyasolo tercier aminocsoportot tartalmazo déoted. A
hatas szempontjabol a révidebtN,N-dimetiletan-1,2-
diamin, N,N-dimetilpropan-1,3-diamin) az d@lyds. A
hosszabbN,N-dietilpropan-1,3-diaminl\*,N*-dietilpentan-
1,4-diamin), vagy nagyobb térkitoliés csoportot
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(morfolin,  N-metilpiperazin, pirrolidin)  tartalmazo
oldallancokndl a hatas lecstkken illetve mégiz

* A sztiril-kkinazolin alapvaz és az oldallanc megléte
esszencidlis a hatashoz. Vizsgaltuk az oldallankihé
sztiril-kinazolonokat, illetve készllt par olyanasmazék
is, ahol katalitikus hidrogénezeéssel kiredukaltarke#os
kotést. Ezek az anyagok teljesen hatastalanokkvékd 3

kindzon.
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