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1. Bevezetés

Kutatbmunkank ¢ célja az volt, hogy olyan Ujs#er
vegylleteket allitsunk & melyek egyszerre két, a diidkok
kialakulasaban kulcsszerepet jatsz6 ,driver” oréoginazt
(EGFR és c-Met) gatolnak, megakadalyozva a kuldb#ki
célpontok ellen szelektiv gatlészerekkel szembealakult
rezisztencia létrejottét és gatoljdk a mar reziszte
tumorsejtek szaporodasat. Az Ujdzeregyileteket ismert
molekulak szerkezetéh tobbféle fokuszalt vegyllettarak
szintézisével fejlesztettik ki,in slico szamitasokat,
illesztéseket is felhasznalva. Munkank soran olyan
szarmazeékot is sikerult kifejleszteni, mely Pt-lamdhoz
kothet, gy e szarmazék alkalmas sejtszelektiv

biokonjugatum készitésére.

1.1. A tumoros megbetegedések mértéke és terapiaja

A tumoros betegségek felismerése és gyogyitasatarégo
komoly kihivas az orvostudomany szamara, napjaimkisa
évente 1,6 millio Uj beteget regisztralnak évensakcaz
Egyesult Allamokban és nagyjabél 70000 beteget
Magyarorszagon. A rakos megbetegedések jedemészét
férfiak esetén a hameredetidorakok teszik ki, mig 6k

esetén a tugak a mellrak utan masodik helyen all. A
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tumorsejtek jeltovabbitasi mechanizmusaikban taigedkent
gyakran foszforilaciét véde kinaz enzimeket hasznalnak,
melyek gatlasaval a tumorsejtek szaporodasa mibgéddi
kedvedbb esetben pedig a tumorsejtek elpusztithatéak. A
kindzok ezért a rakgyogyitas szempontjabdl a |ekmyylab
terdpias célpontokkastték ki magukat az elmult évtizedben,
melynek eredményeként napjainkra huszonhat, Kirtizagdn
alapulo gyogyszer kerilt forgalomba és tobb szapy et all
klinikai vizsgalatok alatt. A 2005-ben indult Ca&ndGenome
Atlas kutatési program részeként tobb sz4z gersetikuticiot
tartak fel, ami fontos mérféldkovet jelent szamggdk elleni
gyogyszer fejlesztéséhez. Az eddig Ossikggmeretanyag
alapjan 138 tumorképdéseért felgls driver (hajtd) gént
tartanak nyilvan, melyekib 64 onkogén és 74 tumor
szupresszor gén. E gének 12 jeltovabbitasi utvbrhedmek

le.
1.2. A szerzett rezisztencia kialakulasa

Megfigyelték, hogy a betegek egy csoportja, bagakaz
EGFR gétlokkal tortéh kezelésre, kébb rezisztencia alakul
ki, hdnapokkal ké&sbb a tumor kidjul és ekkor mar az EGFR
gatlok teljesen elvesztik a hatasukat. Az egyilgyedkoribb

ok a T790M mutéacid (tirozin/metionin csere) — e auih a
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masodlagosan rezisztens sejtek 50 %-ban megtalalhat
illetve mas mutaciok (D761Y, L747S, T854A) is féktk.
(kb. 5%) A szerzett rezisztencia nemcsak mutans FEGF
segitségével, hanem EGFR-t aktivalo ké&riltvonalak
hasznalataval (,onkogén kapcsol0”) is torténhetaltak a
tumorsejt EGFR flggetlenné valik. Az NSCLC (nem-
kissejtes tud karcinoma) tumorokban az esetek 18-20
szazalékaban fordul &l c-Met amplifikacié, mely a
erlotinib/gefitinib  rezisztenciat okozé  PI3K  jelat
aktivalasahoz vezet, mikézben a jelit az EGFR kalz
rokon HER3-¢l is fuggové valik. A c-Met, EGFR és a Her3
kapcsolatat szamos kutatas bizonyitotta és nyikiénwa valt,
hogy ezekben a tumorokban nem elég az egyes ondkgén
gatlasa, hanem a c-Met és EGFR egyittes géatlasan rév
érhetjuk el a tumorsejtek elpusztitdsat.

1.3. A sejtpecifikus biokonjugatumok

A klinikai fejlesztés alatt allo kinazgatlok jeléstrésze széles
spektrumu inhibitor, ami a gyégyszer elleni reaszia miatt
elényds, viszont hatrdny a nem kivanatos célpontokaggit
miatt fellé@® mellékhatdsok miatt. E mellékhatdsok jefsen
korlatozzak a klinikai alkalmazast, azonban sejt és

szervspecifikus hordozékkal a mellékhatasok jélser
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csokkenthgik. A hordozok kozott a leggyakoribbak a
liposzomak és makromolekularis konjugatumok, melyek
megfeleb szerveket célozva - képesek a liposzoémaba
csomagolt, vagy a hordozohoz kotott gyogyszert acélb
juttatni. Uj megkozelitést jelent a nem toxikus tla-
hordoz6hoz kothét gyodgyszermolekulak fejlesztése. Az
ULS™ segitségével olyan biokonjugatumok készéiblet
melyekre egyszerre gyogyszermolekula, antitest,yvag
hatbanyag felszabadulasaért fétel vagy sejtspecifikus
makromolekula is kothéf igy a biokonjugatum szerv és
sejtszelektivvé tehét

2. Ceélkitiizések

Tudomanyos munkam céljaként Uj, EGFR és c-Mettina
egyszerre gatld vegyiletekosdllitasat iztem ki. Feladatom
volt, hogy a klinikailag relevans c-Met gatldkateBallitsak,
melyeket a ké&sbbi enzimes és sejtes vizsgalatokhoz
referencia vegyuletként hasznaltunk, illetve e lezestek
tobb ponton tortéh modositasaval probaltam mindkét kindz
gatlaséra alkalmas szarmazékokatahitani. A vegylletek
kotédéséet mindkét kinaz esetén szamitogépes predikadidikk
vizsgaltuk. Célom volt, hogy olyan szarmazékokat is

eléallitsak, melyek alkalmasak platina hordozohoz &liee.
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3. Mb6dszerek

3.1. Biologiai, kémiai modszerek és silico modszerek

A referencia vegyileteket, szdrmazékaikat és azigedd
szerkezetell eltérs, Ujszefi vegyuleteket klasszikus szerves
kémiai modszerekkel allitottuk &l irodalmi leiras és azok
analdgiai alapjan. A biolégiai modszereket tekintvsss
megkozelités szerint a vegylletekéh vitro enzimes
vizsgalatoknak vetettilk ala, majd a hatékony vegpgliet
klinikailag relevans tumorsejt vonalakon is tedziel A
leghatékonyabb vegyluleteket klasszikus biokémiai
modszerekkel (Western blot, FACS, enzimkinetika éagr
jellemeztik. A szamitégépes illesztéshez szakioodabl

szarmazo rontgenkrisztallografiai adatokat hasanklt

3.2. A c-Met gatl6 referencia vegylletek éAllitasa

A sejtes és enzimes merések validalasahoz refelemti
hasznalt vegyuletekre is szikség volt, ezért kitet-gatld
vegyllet, SU112749), foretinib @33) is eballitottam. (1.

abra)
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1. 4bra. c-Met kinazgatlé hatasu referencia anyagok

3.3. FoOkuszalt vegyulettar dlallitdsa
A SU11274 harom szerkezeti részén valtoztatva wMus

vegyulettarat allitottam &l (2. abra).
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A referencia vegylletek szerkezetén az alébbi
modositasokat végeztem.: Az 5-0s szulfonamid anilin részét
valtoztattamp. a pirrol alkilcsoportjaitg.a pirrol-karboxamid

részt.

Folytatasként az 5-szulfonamid szerkezeti elemet 5-
karboxamid csoportra cseréltem ésaasb-0s karboxamid
részeén, illetve &., pirrol-karboxamid részén valtoztattam.(2.
abra)

3.4. Platina hordozéhoz kothed szarmazékok
eloallitasa

A sunitinib (Sutent®) szerkezeitélkiindulva olyan
szarmazeékokat allitottaméglmelyek Pt(l)hordozohoz
kothetiek. A Sutent alapvazra a platinaval komplexképzésre

alkalmas piridingyriit épitettem.
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3. 4bra. A Pt-hordozéhoz kothétszarmazékok ééllitasa
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3.5. A 4-fenoxikinolin vazas szarmazékok

A foretinib két szerkezeti részén (6 és 7-es helyze

oldallancon és a karboxamid részen) valtoztatvadpélt
vegyulettarat allitottam &l
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4. dbra 4-fenoxikinolin vazas szarmazékolballitasa



3.6.2-Aminopiridin, piridin-2-karboxamid és 2-karbamid

szarmazékok

A c-Met gatldé BMS-777607 és a golvatinib (E7050)
szerkezetéll kiindulva, 2-aminopiridin véazat tartalmazo
vegyuleteket is éhllitottam, hogy ezen vegyuletek esetében

is vizsgaljam a c-Met és az EGFR gatl6 hatést.
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5. abra 2-aminopiridin, piridin-2-karboxamid és 2-karbamid

szarmazékok éhllitasa
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3.7. 1,5 és 1,6-naftiridin vazas vegyltletek

Tudoményos munkam soran a kinolin vazzal bioizoskzt

és 1,6-naftiridin vazas vegytleteket is&litottam.
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6. abral,5 és 1,6-naftiridin vazas vegyuletekalitasa

4. Eredmények

4.1. A c-Met, EGFR, InsR kinazok gatlasa és a HCC82
H1993 sejtek viabilithsara gyakorolt hatas
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A c-Met és az EGFR enzimes vizsgalatokhoz
kilénb6d EGFR gétlo (erlotinib, afatinib) és c-Met gétlo
(crizotinib, BMS777607) vegyuleteket hasznalunk. iAdol-
2-on és a 2-aminopiridin vazat tartalmazé vegyiletem
voltak hatasosak c-Met kinazon, igy ezeket a szatkukat
nem vizsgaltuk behatébban. Az 1,5- és 1,6-naftiviélzas
vegyuletek kozil csak B2avegytilet (IGo = 32 nM) és &2d
(ICs0 = 445 nM) mutatott c-Met géatlé hatast.

A legjobb hatasta vegylletek a 4-fenoxikinolin
tartalmazu vegyuletek voltak. A foretinib szerkezetapjan
elkészult 34a-d szarmazékok rendkivul alacsony gatlasi
ertékeket mutattak, mind enzimes, mind sejtes aizasgkban.
(rendre 34a-d c-Met ICsp = 5 nM, 7nM, 15nM és 20nM,
illetve H1993 IGy = 5 nM, 2nM, 30nM és 74 nM ) Hatrany,
hogy alacsony koncentracidban (InKR, < 200nM gétoltak
az inzulin receptort és a NIH3T3 sejtvonalats(G 45-74
nM) A karboxamid szerkezeti alegység cseréje smaliud
csoportra, bar csokkentette a c-Met gatlo hatas, d
megnovelte az EGFR géatlé hatast. Harom vegyuleinyialt
a leghatékonyabbnalsfa c-Met IC5o = 564 nM, EGFRwt
ICs0 = 84 nM; 56b c-Met ICsp = 1048 nM, EGFRwt 16 =
168 nM; 56c c-Met = 398 nM, EGFRwt 16 = 94 nM). A
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sejtes vizsgalatokban &cHCC827 sejtvonalofCsy = 1,94
uM, H1993 sejtvonalon 16 = 1,35uM gétlohatast mutatott.

Szerkezet-hatas dsszefliggés

A kinolin vazas vegyuletek c-Met és EGFR géatlo

hatasért feldls szerkezeti részei:

a) 7-es pozicibban harom szénatom hosszusagu 1-

metilpiperazint tartalmazo oldallanc;

b) A biaril-szulfonamid rész 3-as helyzetébendlév

Ottagu, heteroaromas @y szikséges;

c) a 3-as pozicidban a vizsgalt vegyuletek kozila
metil-1H-pirazol-4-il (64a), 3-furil (56b) és a 3-tenil 60
gyarit tartalmaza vegyuletek a leghatékonyabbak. Az
oldallancot nem tartalmaz6é szarmazékok egyik kirsen

gatoltak.

4.2. A leghatékonyabb vegyiiletek vizsgalata

Az esetleges toxikus mellékhatasok feltérképezése
miatt az 56¢ (3-tienil) vegyuletet egy 36 kinazbol allo,
klinikailag relevans kindzokat tartalmazé panelérsgaltuk.

Bar a vegyulet szamos kinazt géatol egyszerre, &zk -
DDR1 (111 %), AXL (109 %), cKIT (91 %), ErbB2 (81)%
RET (78 %) és FLT3 (76 %) gatolt 75 % felett, 1 uM
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vegyulet-koncentracié esetén. A vegylletmegallapitottuk,
hogy ATP-kompetitiv termésZet A vizsgalat folyaman az
EGFR,: és c-Met enzimaktivitast My tobbféle ATP és
kindzgatlo-koncentraci6  mellett meértik meg, majd

Lineweaver-Burk féle dupla reciprok grafikonon &wiuk.
4.3. Western blot vizsgalat

Western blot analizissel kivantuk kideriteni, hoggjon a
vegyuletek a sejten bellil is gatoljak a két enzim
foszfolizaci6jat. Az 56c 3-tienil szarmazék gatolta
szamotteden a sejten belili c-Met és az EGFR foszforilaciét
és PI3K-Akt-mTOR, Ras-Raf-Mek-MAPK jelutak egy-egy

tagjanak autofoszforilaciojat.

A Erlotinib 56¢ B S6¢ BMS-777607
Ctl EGF 1uM 100 nM 10 nM 1M 100 nM 10 nM Ctrl HGF 1M 100nM 10nM 1M 100 nM 10 nM
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7. 4bra Az 56cvegyllet Western blot vizsgélata
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4.4. Szorodasi vizsgalat

A tumorsejtek mozgékonysagat és attétkepz
képességét a DU145 prosztata tumorsejtvonal sz&iréda
vizsgalata segitségével tanulmanyoztuk. Megall&pko
hogy az 56¢ szarmazék a tumorsejtek HGF-indukélta

szorodasat sejtek g~ 1,1 uM koncentracidban gatolta.
4.5. Platina hordozohoz kéthet szarmazekok

A 26apiridin szarmazék bizonyult a legjobbnak a ULS™-sel
tortérd kapcsolas szempontjabdl, a komplex is jo termeléss
keletkezett, illetve kalium-rodaniddal tortenhasitas is
elvarasainknak megfel@n tortént. A komplex maodositott
lizozimhoz kétve a Sutent®-hez képest 28-szorosuldgs
mutatott a HK2 immortalizalt vesetubulus sejtekben.

5. Kovetkeztetések

Az értekezesben bemutatott eredmények alapjan ethexs

megallapitasokat tehetjik:

1. Eballitottam az SU11274 és a foretinib (XL-880)ijek-
Met géatlé vegylleteket. A SU11274 szerkezetét harom

helyen (5-benzolszulfonamid, a pirrol-3,5-alkilletve a
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pirrol-3-karboxamid részén) moédositottam, a foibtin
esetén két helyen (kinolin s 6-0s és 7-es, illetve a
benzolszulfonamid rész 3-as poziciéjaban) méddaftota

molekulan.

A foretinib szerkezetét két helyen mdédositvatpaim el
azokhoz a szarmazékokhoz, melyek a c-Met és az EGFR
kindzt mikromol alatti 1Gy értékkel gatoltak. A kinolin
vazat 2-aminopiridin, illetve 1,5- és 1,6-naftindvazzal
helyettesitettem, azonban ezek a dsgétlas
szempontjabol hatastalanok voltak. A szintetikusnkau
folyaman eballitottam 6sszesen 130 darab Uj molekulét.

Az AMG-458 Klinikai c-Met gatl6 molekulan is
megtalalhaté antipirinsavamid szerkezeti elemet a
foretinib anilinekre épitve rendkivil @& c-Met gatld
hatdsu vegytleteket allitottam 6el melyek alacsony
nanomolos Ig  értékkel gatoltak a  H1993
tumorsejtvonalat, viszont szamottewn gatoltak az inzulin

receptort is.

A 4-fenoxikinolin szarmazékok egyarant gatolédk-Met
és az EGFR kinazt an vitro enzimes vizsgalatokban,
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mig az InsR receptort kevésbé gatoltdk. A kiemelt

vegyilet 660 hat kinazt gatolt 75 % felett a 34ib

5. Western blot vizsgdlattal kimutattuk, hogy a kiemel
vegyulet az EGFR amplifikalt HCC827 és a c-Met
amplifikalt H1993 sejtvonalon gatolja a c-Met és az
EGFR autofoszforilaci6jat és szamotievapoptdzist
okoztak HCC827 sejtvonalon.

6. Elballitottam platina hordozohoz kotldeszarmazékot,
melyhez sikeresen ULS™ koétldet és  biokonjugatum
készitheb. Vizsgalatok azt mutattdk, hogy a biokonjugatum a
kivant modon feldusul HK2 sejtekben.

A  feltérképezett szerkezet-hatas 0Osszefliggés és a
vegyuletek biokémiai jellemzése alapjan kijeleniiiethogy
a doktori munkdm soran szintetizalt vegyuletek jjadulasi

pontot jelentenek Uj, rakellenes vegylletek fejészhez.
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