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1 Bevezetés

A tuberkulézis (tbc) a vildgon az egyik legelterjedtebb betegség. A vilag lakossdganak
megkozelitdleg egyharmada fert6zott Mycobacterium tuberculosis patogén altal és
masodpercenként egy 1) egyénnel boviil ez a szdm. Minden évben a Fold lakossdganak
kb. 1 %-a fert6z6dik meg tuberkuldzis baktériummal és a fertozottek 10 %-andl
beszélhetiink aktiv tuberkul6zisrél. Habar a fertdzott egyének jelentds része nem mutat
betegségre utald jeleket, az immunrendszer barmilyen okbdl bekovetkezd legyengiilése
(fizioldgiai stressz, HIV fertdzés, alultipléltsag, terhesség) noveli az esélyt arra, hogy a
mikobaktérium aktivva valjon.

A tbc fertozottek szamat 2010-ben 8,8 milliora becsiilték és 1,45 millié halottat
szamoltak, nagy résziiket Azsidban és Afrikdban. Ezen feliill egyre tobb egyént
regisztrilnak a fejlett orszagokban is, akiknél az immunrendszer legyengiilésének
koszonhetden kovetkezett be a fertdzés.

Magyarorszagon, az Orszdgos Kordnyi TBC és Pulmonoldgiai Intézet adatai szerint
1950-ben még tobb mint 45 000 Uj megbetegedésrdl szamoltak be a tiidobeteg-
gondozdk, ezzel szemben 2009-ben mar csak 1448 uj esetrdl. Mig akkor 490 uj
megbetegedés esett 100 000 lakosra, addig 2009-ben mar csak 14,4. 2010-ben viszon
1811-re emelkedett a fertdzott egyének szama.

A normdl tuberkulézis gydgyithatdé megbetegedés. A gyogyulds alapjat a megfeleld
kombindcioban, megfeleld dézisban és a kelld ideig alkalmazott gyogyszeres kezelés
jelenti.

A M. tuberculosis szovetekbdl torténd eltavolitdsa a jelenleg alkalmazéasban 1évé négy
els6 vonalbeli hatéanyag (rifampicin, izoniazid, pyrazinamid, ethambutol)
kombindciéjaval elég hosszi és idéigényes folyamat (min. 6 honap), mely a beteg és a
kezelést végzd személyzet tiirelmét és szoros egylittmiikodését igényli. A javasolttol
eltérd, rendszertelen, a sziikségesnél 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 gyogyszerbevételi program (DOTS) keretében kell végezni. Ilyenkor a
betegnek minden gydgyszeradagjat egészségiigyi dolgozo jelenlétében, annak kozvetlen

ellenOrzése alatt kell bevennie és ezt minden esetben dokumentalni kell.



1.1 Mpycobacterium tuberculosis egyes célfehérjéi

1.1.1 Protein kinazok (PknA, PknB, PknG)

A protein kindzoknak kiemelt szerepiik van a fert6z0 betegségek elleni kiizdelemben. A
M. tuberculosis-ban 11 Ser/Thr protein kinaz (STPK) talalhatd. Ezek koziil a PknA és
PknB fehérjék transzmembran receptor kindzok, melyek fontos szerepet toltenek be a
baktérium sejtosztédasdnak szabdlyozdsdban és a morfoldgidban és sziikségesek a
baktérium tuléléséhez. A PknB fiziologids szubsztritja a GarA fehérje, mely a C-
termindlis végén FHA (forkhead-associated) doménnel rendelkezik. Az FHA domén
elengedhetetleniil sziikséges a szubsztrdt N-termindlis végén taldlhat6 Thr22
foszforilacidjdhoz.

A PknG oldhat6 STPK fehérje és szerepet jatszik a mikobaktérium glutamat
metabolizmusaban, valamint fert6zott makrofagok esetén gatolja a fagoszoma-
lizoszoma fuziét. A PknG nem nélkiilozhetetlen a tuberkul6zis mikobaktérium
novekedéséhez, viszont elengedhetetleniil sziikséges a baktérium gazdaszervezetben

torténo taléléséhez.

1.1.2 Nikotinamid-adenin-dinukleotid kinaz (NADK) és Nikotinamid-
adenin-dinukleotid szintetaz (NADS)

A NAD kindz ATP és magnézium jelenlétében a NAD poszforilaci6jat katalizalja és
egyben az egyetlen NADP forrést jelenti barmely €10 szervezet szdmara. A NAD kinaz
fehérje fontos szerepet jatszik a MDR tuberkuldzis novekedésénél is, ebbdl kifolydlag
fontos célpontnak bizonyul a hatéanyagtervezés soran.

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

da torténd atalakulésat katalizalja, ami a NAD de novo bioszintézis utolsé 1épése.

2 Ceélkituzések

Munkdm sordn a M. tuberculosis patogén baktérium kiillonboz6, validalt célmolekuldin
(féleg kindz enzimek) ill. a baktériumon haté és a talélését gatl6 4j hatéanyagmolekuldk
beazonositdsat valamint hatdstani karakterizalasat tekintettem legfébb célomnak. A
munka nagy részét két nemzetkozi palydzat, 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 belill 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 bioldgiai vizsgédlatoknak koszonhetéen szamos olyan
célfehérjét azonositottak, mely szerepet jatszik a tuberkuldzis baktérium fiziol6gids
folyamataiban és géitlasdval 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 keresztil a dozis fiiggd mellékhatdsok
csokkentésével lehet optimalizalni.

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

Munkdmban 6t, a tuberkuldzis fizioldgids folyamatdban ill. tilélésében bizonyitottan
meghatdroz szerepet jatsz6 PknA, PknB, PknG, NADK és NADS fehérjék
aktivitdsdnak mérésére 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 hétrinyai 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 utvonal, melyben a vegyiileteket kozvetleniil a
sejtes rendszerben lehet letesztelni, és 1igy gyorsabban lehet haladni a

hat6anyagfejlesztésben, ugyanakkor a célmolekula beazonositdsa késébbre marad.

3 Anyagok és modszerek

3.1 Vegyiiletek

A Vichem Kutaté Kft. NCL (Nested Chemical Library) vegyiilettara tobb mint 12 000
vegyiiletet foglal magédba, melyek kb. 108 alapvaz koré csoportosulnak. A vegyiiletek
foként ATP kotOhelyen hato 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 és a NCL vegyiilettar sziikitett form4janak tekintheto.

3.2 Radioaktiv enzim aktivitas mérés

A radiometrids PknB mérést 20 pl végtérfogatban, 96-lyukd rakcidlemezen 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 reakci6 ledllitdsahoz 5 ul 150 mM H3POjy-t haszndltam. Ezt kovetden minden lyukbol
4 pl-t pipettaztam a P81 celluléz papirra, melyet 5x10 percig mostam 1 % H3;PO,
oldattal, hogy a nem kotddott jelolt ATP-t eltdvolitsam. A szdraz P81 papiron 1évo
foltokat PhosphorImager (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.

3.3 Transcreener technoldgia

3.3.1 HTRF® Transcreener ADP technoldgia

A HTRF® Transcreener® ADP technoldgia (Cisbio) egy kompetitiv immunassay,
melyben a nativ ADP és a d2-jelolt ADP verseng az Eu’* kriptattal jelolt monoklonalis
ADP ellenes antitestért. A mdédszer 2 1épésbdl dll: az enzimatikus reakciobdl és az ezt
kovetd altalanos detektald 1épésbol.

PknA: 20 mM HEPES pH: 7.5; 1 mM DTT; 1 mM MnCly; 5 % glicerin; 0,01 % Brij35;
45 uM ATP; 40 uM GarA; 1,5 uM PknA

3.3.2 Transcreener® ADP? FP technolégia

A Transcreener® ADP? FP technolégia a tdvoli voros tartomanyban mérheté kompetitiv
fluoreszcencia polarizacién alapulé moédszer, amely az ADP kimutatdsdn alapul. A
Transcreener ADP detektalé oldat ADP? antitesthez kotott Alexa633 tracer jelolt ADP-t
tartalmaz. Az enzimreakcio sordn termelddott nativ ADP leszoritja a tracer jelolt ADP-t
az antitestrdl és igy a tracer-ADP szabadon foroghat mely a floreszcencia polarizacio

csokkenéséhez vezet.



PknB: 50 mM HEPES pH=7,0; 1 mM DTT; 0,5 mM MnCl,; 0,01 % Brij35, 5 %
glicerin; 2,25 uM ATP; 0,1 mg/ml GarA; 1 nM PknB

PknG: 20 mM MOPS pH: 7,5; 1 mM DTT; 10 mM MnCly; 0,01 % Brij35; 5 % glicerin;
10 uM ATP; 0,1 mg/ml GarA; 15 nM PknG

NADK: 40 mM Tris pH=8,0; 1 mM DTT; 10 mM MgCl,; 100 mM NaCl; 100 mM KCI;
0,01 % NP-40; 5 % glicerin; 400 uM ATP; 1200 uM NAD; 800 nM NADK

3.3.3 Transcreener™ AMP/GMP technolégia

A Transcreener™ AMP/GMP technolégia a tdvoli voros tartomanyban mérhetd
kompetitiv fluoreszcencia polarizacion alapulé mddszer, amely az AMP vagy GMP
kimutatdsan alapul. Az elve ugyanaz, mint a Transcreener® ADP? FP technolégidnak,
csak ADP helyett AMP/GMP van jelen.

NADS: 20 mM HEPES pH=7,5; 1 mM DTT; 10 mM MgCl,; 22 mM KCI; 10 mM
NH4CI; 100 uM ATP; 200 uM NaAD; 140 nM NADS

3.4 Virtualis tesztelés

3.4.1 Szerkezet-hatas osszefiiggés

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

(molacular descriptors) €s a bioldgiai adatok kozti korrel4ciot vizsgéltuk.

3.4.2 Dokkolas

Dokkolédsnédl a célfehérjék kordabban publikdlt kristdlyszerkezetét haszndltuk fel. A
dokkolds sordan a Vichem, Tripos é€s 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 kolcsonhatds) alapjan tortént
az illesztés. Minden ligand esetén 30 pozt generdlt a program, melyekhez az empirikus

pontozofiiggvény pontszamot rendelt és a legjobb pontszamu keriilt kivélasztasra.

3.5 Antibakterialis tesztelés

A vegyiiletek (10 uM) Corynebacterium glutamicum (ATCC 13032) és M. tuberculosis

H37Rv elleni in vitro aktivitisdnak meghatdrozdsa rezazurin redukcion alapuld



mikrotiter moddszerrel (REMA) tortént. Az egy doézisi hatéanyag érzékenység
meghatarozas C. glutamicum esetén 384-lyuku atlatszd, lapos alju polisztirén
mikrolemezen (Corning) tortént, 20 ul térfogatban. A vegyiiletekhez novekedési
fazisban 1évd, ODgoonm = 0,001 sejtkultirit adtunk €s 30 °C-on inkubdltuk egy éjszakin
keresztiil. A rezazurin (2 pl; 0,025 w/v%) hozzdadasa utdn a lemezeket 4 6ran keresztiil
inkubdltuk. A baktérium novekedésére a rezazurin redukcié fluoreszcencian alapuld
(excitacié 570 nm, emisszié 590 nm) monitorozdsabol kovetkeztettiink. Az egy dozisu
hatéanyag érzékenység illetve a MIC (a hatéanyag minimdlis koncentracidja, mely a
folyékony sejtkultira novekedését tobb mint 99 %-ban gatolja ODgponm = 0,001 esetén)
meghatdrozas M. tuberculosis esetén hasonldan tortént, de 96-lyuku atlatszo, lapos alju
polisztirén lemezen (Corning), 100 pl térfogatban. 7 nap 37 °C-os inkubdlds utdn
hozzaadtuk a rezazurint €s tovabbi 20 6rit inkubdltuk 37 °C-on mieldtt fluoreszcens

értékelésre keriilt sor.

3.6 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
makrofiagokat human szérummal opszonizdlt Mycobacterium bovis BCG-vel 2 6ran
keresztiil fertoztiik (10 baktérium/sejt), majd friss médiummal mostuk. A nem
internalizélt baktériumokat 100 pg/ml gentamicin hozzdadasaval oltiik el. A fertozott
makrofagokat 10 uM végkoncentracidju inhibitorral 48 6rdn keresztiil inkubaltuk. A
viabilitas vizsgdlathoz a médiumot antibiotikum mentes médiumra cseréltilk, majd a
begyljtott fertézott makrofagokat meleg PBS-sel mostuk. A makrofagokat 7H10/10 %
OADC (Oleic Acid Albumin Dextrose Complex) lemezre helyezve meghatdroztuk a
telepszamot (CFU).

3.7 KinaTor™ vizsgalat

A kivalasztott molekula gyantdhoz kotését a vegyészek végezték a kordbban mar
publikélt eljardsnak megfeleléen. Az inaktivalt M. tuberculosis lizitumot az EPFL
intézet biztositotta szdmomra. Az affinitds kromatogrifidhoz Superdex 75 HR 10/300
GL oszlopot haszndltam. 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=100ul/perc). Ezutan 10 ml 15mg/ml tbc lizdtumot engedtem &4t az oszlopon v=50



ul/perc aramldsi sebesség mellet. A fehérjéket az oszlop mosdsa utdan (3 ml, 20 mM
HEPES:; 0,25 % Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT; 150 mM NaCl,
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 pl/perc). Az affinitds kromatografidt az inhibitorral
kotott €s az inhibitor mentes gyantdval is elvégeztem. A fehérjéket a SZTE Orvosi

Vegytani Intézet ESI-QTOF rendszeren elemezte ki és azonositotta.
4 Eredmények

4.1 Célfehérje alapu hatéanyagfejlesztés

4.1.1 PknB kinazon haté inhibitor keresés

4.1.1.1 Radiometrias PknB kinaz modszer

PknB radiometrids kindz tesztelési modszerrel elvégeztem a a sziikitett kindz
vegyiilettar tesztelését (~1 000 molekula). A vegyiileteket elsé korben 50 uM
koncentracioban teszteltem le duplikdtumban, majd az igy gatlast mutaté molekuldkat
(85 inhibitor) 5 pM-ban is leteszteltem és végiil 35 vegyiiletnek az ICsy értékét
hatdroztam meg duplikdtumban, 8 pontban, harmadolé higitasban.

A radiometrids tesztelés utan kapott hit vegyiiletek ICsy és MIC értékét a 1.tablazatban
tiintettem fel.

1.tablazat Radiometrids tesztelés utan kapott hit vegyiiletek ICsy és MIC értéke

ICs, MIC
(M) (M)
VIC-12112 | 0,274 49

VIC-12147 2,37 >34
VIC-16212 0,82 >55
VIC-16641 | 0,258 49

VIC-17103 | 0,584 >47

Vegyiilet

4.1.1.2 Virtualis tesztelés

4.1.1.2.1 Szerkezet-hatds osszefiiggés



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

A QSAR modell elkészitéséhez 1050 mérési pontbdl szarmaztatott pICsy érték allt
rendelkezésiinkre. A negativ értékeket a modell elkészitésénél nem vettiik figyelembe.
A végsd adabazis 606 adatpontot tartalmazott.

A legjobb modellel leteszteltiik a virtudlis vegyiilettarat (~70 000 molekula) uj,

szabadalmaztathat6 szerkezetkeresés végett.

4.1.1.2.2 Dokkolds

PknB kindz esetén 3 kristdlyszerkezetet is taldltunk a PDB (Protein Data Bank)
adatbazisban, amit dokkolashoz tudtunk hasznalni (1IMRU, 2FUM, 106Y). A dokkolas
alapjan a legjobbnak taldlt 271 vegyiiletet leteszteltem biokémiai mddszerrel, melyek

koziil néhanynak meghatiroztam az ICs, értékét is.

4.1.1.3 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

Ugyan a radiometrids modszerek érzékenységét nehéz feliillmulni, hatranyuk az, hogy
elvégzésiikhoz specidlis engedéllyel rendelkezd labor sziikséges; a radiometrids mérés
idoigényes és koriilményes, mivel jelentds elokésziiletet igényel (radioaktiv izotoppal
jelzett szubsztrat beszerzése, taroldsa, felezési id0 figyelembevétele, stb.). Munkdam
soran nyilvdnvaléva valt, hogy ez a moédszer nem alkalmazhaté6 MTS/HTS tesztelésre,

ezért célul tiztem ki mas, nem-radioaktiv mdédszer felkutatasat és beallitasat.

4.1.1.3.1 PknB Transcreener® ADP*FP technoldgia

A szerkezet-hatds Osszefiiggés feldllitdsa utdn és a dokkoldsi eredményekre alapozva
~300 vegyiiletet teszteltem le PknB Transcreener® ADP? FP médszerrel. A Hiba! A
hivatkozasi forrds nem taldlhatd.ban megtaldlhaté az djabb hit vegyiiletek szerkezete,
1Cso és MIC értéke.

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

A PknB Transcreener® ADP? FP médszert a radiometrids tesztelésben gatlast mutat6

vegyiiletek 1Cs értékének meghatdrozdsaval validaltam.



2. tablazat PknB Transcreener® ADP? FP tesztelés utdn kapott hit vegyiiletek ICsg és

MIC értéke
Vegyiilet | ICs5 (nM) | 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.
4.1.2 PknG kinazon hat6 inhibitor keresés
4.1.2.1 Virtualis tesztelés

4.1.2.1.1 Dokkolas

Potencidlis inhibitor keresés céljabdl PknG kindz esetén is elvégeztiik a dokkolast, de
ebben az esetben csak egy kristdlyszerkezet 4llt rendelkezésiinkre PDB adatbédzisban
(2PZI). A Vichem, Tripos és WDI adatbézisban szerepld 19 033 vegyiilet dokkoldsa

utdn 521 lehetséges PknG kindzgatlét valasztottunk ki tovabbi biokémiai tesztelésre.
4.1.2.2 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

4.1.2.2.1 PknG Transcreener® ADP*FP technologia

A dokkoléds alapjan hatékonynak vélt vegyiileteket PknG Transcreener® ADP? FP
modszerrel letesztelve 12 molekula rendelkezett 1 uM-ndl alacsonyabb ICs értékkel (3.
tablazat), de ezek koziil egyik sem gatolta jelentdsen a M. tuberculosis novekedését.

3. tablazat Dokkolasbdl szarmazé PknG gatlok szerkezete, ICsy és MIC értéke

. IC MIC . I1C MIC .. IC MIC
Vegyiilet | (v | | Vesvitet | onn | qunn | Vesyilet | g | um)
VIC-15473 | 0,42 | >100 | VIC-16027 | 0,07 | >100 | VIC-16113 | 0,02 | >100
VIC-15662 | 0,06 | >100 | VIC-16048 | 0,23 | >100 | VIC-16204 | 0,56 | >100
VIC-15844 | 0,69 | >100 | VIC-16077 0,1 >100 | VIC-16284 | 0,26 | >100
VIC-15870 | 0,24 | >100 | VIC-16092 | 0,47 | >100 | VIC-16315 | 0,01 | >100
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Mivel a M. tuberculosis PknG célfehérjének szerepet tulajdonitanak a fagoszéma-
lizoszoma fuzi6 gatldsdaban, ezért néhdny vegyiilet hatdsat megvizsgaltuk fertdzott
makrofagon is. A 1. dbra oszlopdiagramjan lathatd, hogy a vizsgélt 3 inhibitor koziil a
VIC-16315 gatolta legjobban a telepszam képzddést (~60 % CFU), mig a dokkoldshoz
hasznalt VIC-20017 (AX20017, 1C50=0,3 uM, MIC>100 uM) vegyiilet csak 26 %-os
gatlast mutatott.

A VIC-15844 pedig statisztikai hibahatdron beliill, de inkdbb eldsegitette a
telepképzodést (116 % CFU).

140

9
g
g 120 - T
100 J-
80 T
T I
60
L
40 4
20
0 ‘ ‘ :
kontroll VIC-15844 VIC-16315 VIC-20017

1. dbra Fert6zott makrofag vizsgalat PknG inhibitorok esetében

4.1.3 PknA kinazon haté inhibitor keresés
4.1.3.1 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

4.1.3.1.1 PknA HTRF® Transcreener® ADP technolégia

A HTRF médszer bedllitdisa utdn teszteltik az EVL vegyiilettarat 10 pM
koncentracioban, duplikatumban. A 4. tablazat a PknA inhibitorok ICsy és MIC értékeit
tartalmazza.

4. tablazat PknA inhibitorok aktivitdsa biokémiai €s teljes sejtes tesztelés soran.

Vegyiilet ICs) (uM) MIC (uM)
VIC-6557 42 >200
VIC-15739 19 >200
VIC-16317 5.2 >200
VIC-16819 10 >200
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4.1.4 NAD kinazon hato inhibitor keresés
4.1.4.1 Virtualis tesztelés

4.1.4.1.1 Dokkolds

Mivel a M. tuberculosis NAD kindzon haté inhibitorokrél irodalmi adat nem Aallt
rendelkezésiinkre, ezért gy gondoltuk, hogy a kristdlyszerkezeten alapuld virtudlis
vegyiilettar tesztelése kiindul6pontot jelenthet.

A tesztelésnél a kordbban kozolt M. tuberculosis NAD kindz és NAD komplex
kristilyszerkezetét hasznaltuk (1Y3I).

Az 19 033 vegyiilet dokkoldsa utdn 49 vegyiiletet vélsztottunk ki NADK in vitro
teszteszésre. Spektrofotometrids teszelés sordn egyik kivalasztott vegyiilet sem mutatott
gatlast.

A spektrofotometrids médszer dtbocsitoképessége elég alacsony, igy szerettem volna

MTS/HTS rendszerben haszndlhaté médszert bedllitani.
4.1.4.2 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

4.1.4.2.1 NADK Transcreener® ADP’ FP technoligia

A NAD kindz elleni inhibitor keresés sordn az EVL vegyiilettirat 98 pM
koncentracioban teszteltem duplikdtumban. Sajnos kozel 1 000 vegyiiletbdl egy sem
mutatott gatlé hatdst még elenyész0 szdzalékban sem, ami az eddigi, mas kindz
tesztelések sordn szerzett tapasztalatokkal ellentmond.

2009-ben jelent meg egy publikdcid, mely leirja, hogy az ATP kotohelyen hatd
vegyiiletek helyett a NAD analégok bizonyulnak sikeres gatlészernek. Erre a
tudoményos megéllapitasra alapozva megmagyarazatd, hogy a NAD kindzon miért nem
hatottak az eredetileg ATP kotohelyen hat6 inhibitorok. Miutén a vegyészek szintetikus
uton eldallitottdk a publikacidban k6zolt di-(8-brém-adenozin)-diszulfid NAD analégot
(VIC-23779), leteszteltem NADK Transcreener® ADP? FP médszerrel, mint referencia
anyag.

5. tablazat A referencia anyagként hasznalt NAD analég irodalmi és mért ICs értéke

illetve MIC értéke

.. Molekula ICs0 (uM) | ICso (UM) MIC
Vegyiilet tomeg irodalmi mért (M)
VIC-23779 722,40 19 97,4 >100
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A 5. tablazatban lathat6, hogy a referencia anyag irodalomban publikalt ICsy értéke
eltér az altalam mért értéktdl, ami magyardzhaté azzal, hogy a cikkben mas maddszerrel
hatdroztdk meg ezt az értéket és pontosan nincs feltiintetve a tesztelés soran hasznalt
koriilmény (NAD koncentracid, NADK koncentracié stb.). Az altalunk mért MIC
értékbdl lathatd, hogy habdr ez a vegyiilet a biokémiai mérések sordn mutat valamiféle

gatld hatést, a M. tuberculosis novekedését nem gétolja.

4.1.5 NAD szintetazon hato inhibitor keresés
4.1.5.1 Virtualis tesztelés

4.1.5.1.1 Dokkolas

A NAD szintetiz dokkoldsndl csak a B. subtilis NADS kristalyszerkezete 4llt
rendelkezésiinkre (INSY), és mivel a M. tuberculosis és B. subtilis NAD szintetazok
kozt 40 % homoldgia van és a bizonyitottan katalitikus szerepet betolté szekvencidk
nagymértékben megorzottek, ezért ugy gondoltuk ezt hasznaljuk.

A dokkolds utdn 19 033 vegyiiletbdl 47 lehetséges NADS gatlt vélasztottunk ki

tovabbi in vitro biokémiai tesztelésre.

4.1.5.2 Spektrofotometrias tesztelés

A dokkoléds sordn kapott NADS inhibitor jelolteket letesztelve a legalacsonyabb ICs
érték 50 uM koriil volt, ami nem szamit kiemelkedd értéknek, ezért a vegyiileteket
tovabb optimalizdltuk és igy mdar szdmos vegyiiletet taldltunk, melyek alacsony
mikromolos ICsy értékkel rendelkeztek. A legjobb NADS inhibitorok ICsy és MIC
értékét a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat NADS inhibitorok ICsg és MIC értéke

. ICsy | MIC . ICsy | MIC . IG5y | MIC
Vegyiilet Vegyiilet Vegyiilet
(M) [ (uMD) (M) | (uM) (M) | (uM)
VIC-4450 | 18 99 | VIC-12592 8 51 | VIC-12979 | 5,1 99
VIC-9982 | 18 64 | VIC-12595 5 56 | VIC-12990 4 26
VIC-11647 | 17 65 | VIC-12965 [ 10 35 | VIC-13017 | 12,5 69
VIC-11649| 14 64 | VIC-12976 | 6,2 127 | VIC-13268 | 3,5 33

VIC-12553| 13 72 | VIC-12977 | 4,5 67 | VIC-15108 | 45 36
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4.1.5.3 Fluoreszcencia polarizacion alapulé médszerek

4.1.5.3.1 NADS Transcreener™ AMP/GMP FP technologia

A MTS/HTS moédszerrel a dokkoldabdl szarmazé eredményektdl fiiggetleniil a Vichem
vegyiilettar sziikitett, valtozatos szerkezeteket tartalmazd, kb. 1 000 vegyiiletbdl allé
részét (EVL) valamint tovabbi 700 vegyiiletet teszteltiik le 98 uM-ban. A hatékonynak

mizonyul6 vegyiiletek koziil néhanyat M. tuberculosis-on is vizsgéaltunk (7. tablazat)

7. tablazat NADS Transcreener™ AMP/GMP FP tesztelésbdl szarmazd inhibitorok
1Cso és MIC értéke

ICso | MIC Vegyiilet ICs0 | MIC Vegyiilet ICso | MIC
(M) | (uM) (M) [ (uM) (uM) | (uM)
VIC-12730| 491 | ND [VIC-13597(15,71| ND |VIC-13734]|13,78 | >100
VIC-12734| 541 | ND [VIC-13708| 6,77 | ND |VIC-14185|10,30 [ >100
VIC-12735(10,18 | ND [VIC-13716| 8,59 | ND |VIC-14201]| 9,72 | >100
VIC-13592| 5,64 | ND [VIC-13720( 7,81 | ND |VIC-15740]15,22 | >100
VIC-13594 | 12,45 | ND |VIC-13722( 9,45 | ND |VIC-16319|19,42| 20
VIC-13595|10,37 | ND |VIC-13731(10,94| ND |VIC-16889|18,53| ND

Vegyiilet

4.2 Teljes sejtes tesztelésen alapul6 hatéanyag fejlesztés

Az elmult tiz évben szdmos gyogyszergyartd cég valasztotta hatéanyagfejlesztésben a
célfehérje alapu stratégiat, ami sajnos kevés sikerrel jart mivel eddig minden klinikai
fejlesztés alatt 1évo tuberkuldzis ellenes hatGanyagot el@szor az antibakteridlis hatdsa
miatt fedeztek fel. Ennek kovetkeztében a teljes sejtes tesztelés még mindig a legjobban
alkalmazhat6 uj, hatékony szerkezetek illetve ezekhez kapcsoldddan tj célfehérjék
azonositasara.

A teljes sejtes tesztelés sordn a rezazurin redukcion alapulé mikrotiter mddszert
alkalmaztuk, mellyel ~12 000 vegyiiletet teszteltiink le C. glutamicum baktériumon és
~1 000 vegyiiletet M. tuberculosis-on. Az ok, amiért a gyorsan ndvekvd, nem patogén
C. glutamicum-ot alkalmaztuk a nagy mennyiségli vegyiilet tesztelésénél az, hogy a
sejtfal szerkezete hasonl6 a tuberkul6zis bacilluséhoz, a genomja sokkal kisebb, és a M.
smegmatis-szal ellentétben csak négy STPK-t tartalmaz (PknA, PknB, PknG, PknL).

A két tesztelés alapjan 17 vegyiilet géatolta a M. tuberculosis novekedését, melyek koziil

3 vegyiiletet valasztottunk ki tovabbi hatéanyagfejlesztésre (8. tablazat).
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8. tablazat M. tuberculosis novekedését gatld vegyiiletek (M = mutagén)

Tesztelés score Genotoxicitas | Citotoxicitas | MIC

M. tuberculosis | C. glutamicum 10 mM MCC (uM) | (uM)
H37Rv ATCC 01332

Vegyiilet

VIC-7777 0,9 -0,1 - >100 3,1
VIC-9376 1 0,5 - >100 3,1
VIC-18469 0,5 0,2 - 100 6,25

Doktori munkdmban csak a VIC-9376 és VIC-18469 vegyiiletekrdl szamolok be.

4.2.1 VIC-9376 és szarmazékai

Az A4ltalunk fejlesztett nitroquinoxalin vegyiiletek és egy Uj, tuberkuldzis ellenes
vegyiilet a BTZ043 kozti hasonlosdg alapjan szerettiink volna megbizonyosodni arrdl,
hogy a nitroquinoxalin vegyiiletek is ugyanazon célfehérjén hatnak-e mint a BTZ043
molekula. Ezért a kivélasztott VIC-9376 vegyiiletet hatdsat kiillonb6zo vad tipusu és
BTZ rezisztens torzseken teszteltik. Habar a BTZ043 vegyiilet sokkal hatékonyabb,
mint a VIC-9376, mindkét vegyiilet elveszti hatdsat, ha BTZ reszisztens torzson
teszteljiik. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az éltalunk fejlesztett VIC-9376 vegyiilet
(és szarmazékai) részben legaldbb is a DprEl fehérjén keresztiil gatolja a

mikobaktérium novekedését.

4.2.2 VIC-18469 és szarmazékai

A benzoquinoxalin némi szerkezeti hasonlésdgot mutat a klofaziminnel, melyet a
rifampicinnel és a dapsonnal kombindciéban a lepra kezelésénél haszndlnak, valamint
egylittmiikodd partnerek biokémiai kisérleteiben gatolta a M. tuberculosis NDH-2
fehérjét. Erre alapozva megvizsgéltuk néhany benzoquinoxalin NDH-2 gatld hatdsat
biokémiai rendszerben, melynek sordn a VIC-18469 ugyan nem, de két analégja (VIC-
12955 és VIC-13202) kiemelkedd gatlast mutatott (ICso(12955=0,54 uM; 1Cso13202=4,14
uM).

4.3 Célfehérje azonositas

A teljes sejtes tesztelés egyik hatrdnya az, hogy a sejt életmlikodését gitlo vegyiilet

hatdsmechanizmusa, az altala gatolt célfehérje ill. célfehérjék kiléte nem tisztazott.
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Ezeknek a kérdéseknek a megvdlaszoldsa gyakran igen bonyolult feladat, mely sokszor

jelentOds kihivést jelent a kutatok szamara.

4.3.1 KinaTor™

A KinaTor™ technolégiat kordbban humdn kindzok azonositdsira szdmos esetben
alkalmaztdk kutatécsoportunkban is a Max Planck Biokémiai Intézetével
egyiittmiikodve.. Erre az elméletre alapozva, M. tuberculosis célfehérje azonositdsra
szerettem volna ugyanezt az elvet alkalmazni.
Az altalam KinaTorhoz alkalmazott vegyiilet (VIC-14385) MIC értéke ugyan nem a
legjobb (8. tablazat), de megkozeliti a leghatékonyabb benzoquinoxalin vegyiilet MIC
értékét, ezért a tovdbbiakban ezt a vegyiiletet hasznédltam lehetséges célfehérjék
azonositasara.
A VIC-14385 kotott gyanta mellett inhibitor mentes (blank) toltettel is elvégeztem az
affinitds kormatografat, hogy kiszlirjem az aspecifikuan kotddd fehérjéket. Az
eluatumokat ESI-QTOF rendszeren elemezve 8 fehérjét sikeriilt azonositani (9.
tablazat).

9. tablazat ESI-QTOF rendszeren azonositott fehérjék

Rendszertani besorolas Gén Kodolt fehérje Molelzglaa)t omeg
Mycobacterium tuberculosis | cfp30B bimoduléris glioxaldz 27324,5
Mycobacterium tuberculosis |rvI261c nitroreduktaz 16738,2
Mycobacterium tuberculosis| IprA lipoprotein 24885,8
Mycobacterium bovis (BCG / o .

Pasteur 1173P2) atpD ATP szintdz B lanc 53076,7
Mycobacterium bovis (BCG / ..

Pasteur 1173P2) groLE] chaperon fehérje 56709,3
Mycobacterium tuberculosis| hsaC |vas-fiiggd extradiol dioxigendz 33564.,4
Mycobacterium tuberculosis| acpM acil hordoz6 fehérje 12506
Mycobacterium tuberculosis| pstS1 foszfat-kotd fehérje 38226

5 Megbeszélés és Kovetkeztetések

Doktori munkdm sordn foleg a célfehérje alapu hatéanyagfejlesztéshez nélkiilozhetetlen
biokémiai tesztrendszerek fejlesztésével, bedllitisaval foglalkoztam. Ot (PknA, PknB,
PknG, NADK, NADS), a M. tuberculosis jelatvitelben szerepet jatszo célfehérjére
Oszpontositottam. Az in vitro tesztelést a Vichem Kutaté Kft kozel 12 000 vegyiiletbdl

allo, foleg eukaridta kindzokra kifejlesztett ATP kotohelyen hato, illetve allosztérikus
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vegyiilettaran végeztem el. A biokémiai rendszerek optimalizdldsdhoz, majd a
vegyiiletek teszteléséhez sziikséges enzimeket magam is eloallitottam.

A PknB radiometrids kindz moddszer elsajatitdsa €s alkalmazasa soran, kozel 1 000
vegyiiletbdl szdmos nanomolos ICs értékkel rendelkezd inhibitort taldltam, de sajnos
egyik sem gétolta a M. tuberculosis baktérium novekedését. Tovabbi, hatékonyabb
gatlok keresése céljabol QSAR elemzést illetve in silico dokkolast is végeztiink. A
hatékonynak vélt vegyiileteket valamint a vegyészek dltal javasolt molekuldkat
Transcreener® ADP? kindz technolégidval teszteltem le. Az igy kapott hit molekuldk
sem hatottak az in vitro sejtes vizsgalat soran, M. tuberculosis patogénen.

A 19 033 vegyiilet dokkolédsat elvégeztik PknG kindz esetében is és az igy kapott
lehetséges inhibitorokat Transcreener® ADP? kindz médszerel teszteltem le. PknG kindz
esetében sem sikeriilt biokémiai rendszerben olyan hatékony vegyiiletet taldlni, mely
gétolta volna a M. tuberculosis-t, de mivel a PknG kindznak szerepet tulajdonitanak a
fagoszéma-lizoszéma fizié géitlasdban, megvizsgiltunk néhidny PknG gatlét fertdzott
makrofagon. A legeredményesebbnek a VIC-16315 molekula tiint, mely 48 o6ra
inkubdlas utan 40%-ban gatolta a telepképzddést.

A PknA kinaz esetében kristalyszerkezet hidnyaban, nem végeztiink dokkolast, hanem a
Vichem Kft. 1 000 diverz szerkezetli vegyiiletbdl &4ll6 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 molekul4t taldlni, mely sikeresen fejtette volna ki hatdsat a patogénen.
A NAD kindz és szintetdz célfehérjék esetében a dokkolds sordn hatékonynak vélt
vegyiileteket spektrofotometrids médszerrel tesztelték le a Piemontei Egyetemen. NAD
kindz esetében egyik vegyiilet sem mutatott gitlast, mig a NAD szintetdzndl szamos
inhibitor koziil a VIC-15108 (ICso=73 uM, MIC=50 uM) bizonyult a legjobbnak. A hit
vegyiiletekre alapozva még 130 vdlasztottunk ki tovdbbi tesztelésre, melyek koziil a
VIC-13268 (IC50=3,5 uM, MIC=33 uM) és a VIC-12990 (ICsp=4 uM, MIC=26 uM)
vegyiiletek bizonyultak a leghatékonyabbnak. Ezzel péarhuzamosan bedllitottam a
Transcreener NAD kindz illetve NAD szintetdz mérési modszereket, majd leteszteltem
az EVL (~ 1 000 vegyiilet) vegyiilettarat. NAD kindz esetén a molekuldk még 98 uM
koncentracioban sem gatoltdk az enzimet. Ezt magyardzza az a publikacio is, mely azt
allitja, hogy NAD kinaz esetében nem az ATP kotohelyen haté vegyiiletek a sikeresek,
hanem a NAD analégok. A NAD szintetdz esetében szdmos hit vegyiilet sziiletett,

melyek koziil sajnos csak néhanyat tudtunk M. tuberculosis-on is megvizsgalni.
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A célfehérje alapu tesztelések eredményeképp elmondhat6, hogy habér szdmos vegyiilet
kiemelkedd hatdst mutatott a biokémiai tesztrendszerekben, egyik sem gétolta
érdemleges médon a M. tuberculosis patogént teljes sejtes vizsgédlatokban. Erre a
sajndlatos megallapitisra alapozva ugy dontottiink, hogy a vegyiiletek hatdsat
kozvetleniil sejtes tesztrendszerben fogjuk vizsgélni, igy rogton azokra a vegyiiletekre
koncentralva, amelyek képesek atjutni a sejtmembréanon.

A tesztelés sordn a Vichem Kft. 12 000 vegyiiletbdl all6 (NCL) vegyiilettarat el0szor C.
glutamicum-on teszteltiik le, és az igy kapott hit vegyiiletek MIC értékét M. tuberculosis
baktériumon hatdroztuk meg. Ezzel parhozamosan a sziikitett vegyiilettdrat (~ 1 000
molekula) kozvetleniil a patogén baktériumon is leteszteltiik.

Az igy kapott 17 hit vegyiilet citotoxicitds €s genotoxicitds vizsgdlata utan 3 vegyiiletet
tartottunk érdemesnek a tovabbfejlesztésre (VIC-9376, VIC-7777, VIC-18469), melyek
koziil doktori értekezésemben csak a VIC-9376 (nitoquinoxalin) és VIC-18469
(benzoquinoxalin) vegyiiletekkel kapcsolatos méréseket tiintettem fel. Mindkét vegyiilet
szamos szarmazékat vizsgaltuk. A VIC-9376 szerkezeti hasonlésdgot mutat a BTZ043
vegyiilettel, igy megvizsgaltuk, hogy ugyanazon célfehérjét gitoljdk-e. A kiillonbozo
vad tipusu és mutdns baktérium torzseken végzett vizsgdlatok igazoltdk, hogy a VIC-
9376 molekula is a DprE1 fehérjén keresztiil fejti ki hatasat.

A VIC-18469 vegyiilet tdvoli rokonsdgot mutat a maldria terdpidban alkalmazott
klofaziminnel, mely partnerek kisérleteiben NDH-2 gatloként is bevalt. A VIC-18469
benzoquinoxalint és néhany analdégjat NDH-2 biokémiai rendszerben letesztelve a VIC-
12955 és a VIC-13202 vegyiiletek sikeres NDH-2 gétloknak bizonyultak.

M. tuberculosis célfehérje azonositdsra alkalmaztam a KinaTor™ mddszert is, amit
eddig human fehérjék esetében sikeresen hasznéltak. Az eljards soran 8 emlitésre méltd

fehérjét sikeriilt beazonositani, de egyik sem jatszik kulcsfontossagu szerepet a M.

/////
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(2010) P1000356

7 Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koOszonetet mondani témavezetomnek, Prof. Kéri Gyorgynek, amiért
lehetdséget adott, hogy doktori tanulmanyaimat a Vichem Kutaté Kft.-ben
végezhessem, valamint munkam sordn hasznos tanacsokkal latott el. Koszonom Dr. Orfi
Laszlonak a gyogyszerkémia teriiletén nyujtott segitséget és tandcsokat, valamint
Széntai-Kis Csabdnak, hogy a kozosen eltoltott évek sordn bevezetett a
hatéanyagtesztelés rejtelmeibe.

Ko6szonom a Vichem Kutaté Kft. 6sszes dolgozéjanak a segitséget, kivaltképp Dr. Paté
Janosnak és Dr. Erés Dénielnek a kémidban nyujtott eredményes munkat, és Hegymegi
Barakonyi Bélintnak valamint Dr. Szegedi Zsoltnak a QSAR vizsgélat eredményét.
Koszondom az NM4ATB palydzat keretében Prof. Pedro Alzari csoportjanak a
radiometrids PknB kindz mérési moddszerelsajatitisdban és a tesztelésben nyujtott
segitséget. Az EPFL intézetben koszonom Prof. Kai Johnson csoportjdnak, hogy
elsajatithattam a PknB, PknG és GarA fehérjék eldallitasat valamint Prof. Stewart Cole-
nak, amiért részt vehettem a PknA kindz tesztelésben és a C. glutamicum teljes sejtes

vizsgalatban. Koszondm munkatdrsainak a teljes sejtes tesztelésben, citotoxicitds és
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genotoxicitds meghatarozdsban nyujtott munkat. K6sz6nom az AstraZeneca Indidnak az
NDH-2 tesztelés eredményeit.

Ko6szonom a TB-DRUG palyazat keretében Prof. Menico Rizzi csoportjanak a NADK
€s NADS spekrofotometrids tesztelés eredményeit, illetve a NADK és NADS enzimeket
valamint Prof. Peter Sander csoportjdnak a teljes sejtes tesztelés eredményét.

Ko6szonom Dr. Lengyel J6zsefnek a SOTE NET Kozponti 1zotép Labor vezetdjének,
hogy radiometrids kisérleteimet laborjaban végezhettem.

Ko6szonom Prof. Vértessy Bedtanak, hogy az Enzimoldgiai Intézetben helyet adott, hogy
a fehérjék expresszalasat és tisztitasat itthon is elvégezhessem.

K6sz6nom Dr. Kiss Rébertnek a dokkoldsban nyujtott munkaét.

Koszonettel tartozom Prof. Yossef Av-Gay-nak (University of British Columbia) a
fertézott makrofag tesztelésért, a Proteros biostructures GmbH-nak a szelektivitds
vizsgélatért, a KEKI dolgozéinak a 2D gélelektroforézis soran nyujtott segitségért és a
SZTE, Orvosi Vegytani Intézetnek az ESI-QTOF elemzés eredményéért.

Ko6szonom az ELTE-MTA Peptidkémiai Kutatocsoportnak a peptid szubsztratok
szintézisét.

Kiilon kdszondm csalddomnak és bardtaimnak azt a felbecsiilhetetlen tiirelmet, biztatast,
€s tdmogatast, mellyel mindvégig mellettem alltak és biztositottdk a kiegyensulyozott

hatteret, hogy ez a munka 1étrejojjon.
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