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Az NMR spektroszkopia alkalmazasi
lehetOségel a gyogyszertervezésben

Edward M. Purcell! és Felix Bloch? vezette azokat a térténelmi jelentdségii kisérleteket
1946-ban, amelyek a magneses magrezonancia (NMR) spektroszképia megsziiletéséhez
vezettek. Az NMR spektroszképia alig tobb mint étvenéves multja alatt bekévetkezett bd-
mulatos fejlédés egyetlen spektroszképiai technikaval sem dllithaté parhuzamba. Az elmult
6tven év bebizonyitotta, hogy az NMR spektroszkdpia a molekulak szerkezetének és a mole-
kularis kélcsonhatdasok vizsgdlatanak rendkiviil hatékony és sokoldaliian alkalmazhato
kutatasi eszkéze. Folyamatosan béuviilé fizikai, kémiai, biolégiai és orvosi alkalmazasaival
az NMR technika napjainkra onallé, multidiszciplindris tudomannya valt: szamtalan szak-
konyv és tudomanyos folydirat foglalkozik az NMR elméletével és gyakorlati alkalmazasai-
val; legalabb nyolc fizikai és két kémiai Nobel-dijat adomdnyoztak olyan kutatéknak, akik
munkdja kiilonbézé mértékben kapcsolédik a magneses magrezonancia jelenségéhez.3

Az NMR spektroszkopia mdr hosszu ideje a gydgyszeripari kutatdsok egyik kiemelten
fontos eszkoze. Torténelmi okokbdl fakadéan elsédleges szerepe a kémiailag szintetizalt kis
szerves vegytiletek, vagy kiildénféle természetes forrasokbél izolalt molekuldk, metabolitok
azonositdsa és szerkezetének jellemzése. Az NMR hagyomdnyos gydégyszeripari alkalmaza-
sa elsésorban a szintetikus kémiai kutatémunkdt, valamint a szennyezésprofil vizsgdlato-
kat és a metabolitkutatast tamogatja. Az elmult néhany éuvtizedben végbement forradalmi,
technolégiai és modszertani fejlédésnek készénhetéen az NMR spektroszkdpia gydgyszer-
ipari alkalmazasi kére jelentésen kibéuiilt. Egyre tébb olyan kiilféldi gyégyszeripari példardl
olvashatunk, ahol az NMR spektroszképiat mas gybgyszertervezési eszkozékkel kardltve
sikeresen alkalmazzdk egy raciondlisabb gyégyszerfejlesztés folyamataban. Az NMR spekt-
roszkopiaval meghatarozhatd szerkezeti, dinamikai és egyéb kémiai-biolégiai szempontbol
hasznos informdciok, a szerkezet-hatds Osszefliggés megértését eldsegitve, jelentés hatdst
gyakorolhatnak a gydgyszerkutatds-fejlesztés irdnydra. A jelen 6sszefoglald tanulmany
kitekintést kivant nyujtani azokra az NMR spektroszkopiaban rejlé potencidlis lehetéségekre
és médszerekre, melyek elsésorban gyogyszertervezési szempontbél a hazai gyégyszerku-
tatasban meghonositdsra érdemesek. A jelen kézlemény alapjaul kiilféldi ésszefoglalé ta-
nulmdnyok szolgdltak.?
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Az NMR spektroszkopia a gyogyszertervezésben

NMR a gyogyszerkutatasban

A 20. szazad végét jellemzo, egyre gyorsulo tudomanyos és technikai fejlédésnek ko-
szonhetéen a gyogyszeripari kutatas és fejlesztés (K+F) alapvet6é stratégiai valtozasokon
ment keresztlil. A multinacionalis gyogyszervallalatok atalakult K+F stratégiaja egyértel-
muen kijeloli a 21. szazad gyogyszerkutatasanak iranyat. Ezt az utat olyan technologiak
kifejlodése és térhoditasa fémjelzi, mint példaul a kombinatorikus kémia, a nagy ateresz-
toképességu in vitro biologiai tesztelés (HTS, High-Throughput Screening), és a racionalis
gyogyszertervezés. Az 0j technologiak és kutatasi stratégiak meghonositasara, anyagi
kereteik kozott, a hazai gyogyszergyarak is torekednek, melynek sikeres példajat mutatja
a Chinoin prolil endopeptidaz enzim inhibitorok fejlesztése a racionalis gyogyszertervezés
eszkoztaranak felhasznalasaval.®

Ahhoz, hogy az NMR nyujtotta lehetéségeket el tudjuk helyezni az Uj tipusu gyogy-
szerkutatasi stratégiakban, vazlatosan at kell tekintenlink a gyogyszerfejlesztési folyama-
tot. Az 1. abra a korszeru gyogyszerfejlesztés-tervezés ciklikus folyamatanak egy nagyon
leegyszerusitett sémajat, valamint azokat a kapcsolodasi pontokat mutatja, ahol az NMR
potencialisan hasznos informaciokat képes szolgaltatni.

" GYOGYSZER

1.abra Az NMR spektroszkopia kapcsolodasa a gyogyszerfejlesztés folyamatahoz

A korszeru gyogyszerkutatas felfedezo szakaszaban a ,minél tobbet, minél gyorsabban”
elvét alkalmazzuk: Lehetéleg kombinatorikus kémiai szintézisekkel létrehozott vegytiletta-
rakbol in vitro HTS teszteken kivalasztjuk azokat a célzott biologiai hatasu vezérmolekula-
kat, amelyek a gyogyszerfejlesztés kiindulopontjaul szolgalnak. A gyogyszerkutatas kovet-
kez6 tervezési fazisaban a ,minél jobbat, minél okosabban” elve érvényesul: A szerkezet—
hatas Osszefliggés felderitésén keresztiil, szamitogépes molekulatervezés segitségével, a
vezérvegylletek szerkezeti, fizikai-kémiai paramétereinek finom valtoztatasaval, optimali-
zalasaval jutunk el egy olyan igéretes gyogyszerjeloltig, amely mar részletes in vivo teszte-
lésre kertilhet, és gyogyszerré fejleszthet6. A kombinatorikus kémia és a HTS lehetové
teszik a gyogyszerfejlesztés kezdeti szakaszanak felgyorsitasat, mig a szamitogépes mole-
kulatervezés eszkozei a szerkezet-hatas osszefliggés megértését mozditjak elé. Az 1. abra
azt illusztralja, hogy az NMR a gyogyszerfejlesztés kezdeti felfedezési, és azt koveto terve-
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zési stadiumaban, valamint az in vivo tesztelés fazisaban is képes integraltan részt venni,
és hasznos informaciokkal szolgalni.

A gyogyszerfejlesztési folyamat szempontjabol alapvetéen az NMR kisérletek harom
csoportjat lehet megktilonbéztetni:

a) A kis molekulak NMR-je altaldban a gydégyszeriparban tipikusan eléfordulé kisebb
molekulatémegu (molekulatomeg <1 kDa) szerves vegyliletek szerkezetvizsgalatat
jelenti. Ez tehat az NMR hagyomanyos gyégyszeripari alkalmazasi teriilete, mely
elsésorban a szintetikus kémiai munkat tamogatja a K+F kulonb6z6 stadiumai-
ban, de egyre nagyobb szerepet kap a mingségbiztositasban is.

b) A makromolekularis NMR lehetévé teszi biopolimerek elsésorban fehérjék és
nukleinsavak, illetve ezek egymassal és kisebb szerves és szervetlen vegylletekkel
alkotott komplexeinek vizsgalatat. A makromolekularis NMR-vel meghatarozhato
informaciodk a felfedezési stadiumban az in vitro tesztelést, mig a tervezési fazisban
a szerkezet-hatas Osszefliggés megértését mozditjak eld.

c) Az in vivo NMR lehetéséget teremt a gyogyszerjelolt hatasanak in vivo vizsgalatara
szoveteken, célszerveken, él6 allatokon és emberen, ami a metabolitkutatasban,
illetve a gyogyszerfejlesztés végso klinikai stadiumaiban szolgal hasznos informa-
ciokkal.

Az Osszefoglalé tanulmany fékuszpontjaban a gyogyszertervezési szempontbél legfon-
tosabb makromolekularis NMR madszerei allnak. Ez a tertlilet a hazai NMR muszerparkkal
és muszertechnikai hatérrel elérheté, illetve a jovoben egyre inkabb elérhetévé valik. Az
NMR hagyomanyos, analitikai jellegi gyogyszeripari alkalmazasait (kis molekulak szerke-
zetvizsgalata) nem targyaljuk. A rendkiviil dinamikusan fejlédé in vivo NMR gyogyszerfej-
lesztési vonatkozasait csak réviden érintjiik.

Receptoralapu gyogyszertervezés

A makromolekularis NMR-vel meghatarozhaté informaciok hatékonyan alkalmazhatok
a gyoégyszerkutatasi stratégiakban egyre fontosabb szerephez juté un. zerkezet-, vagy
receptoralapu gyogyszertervezésben, aminek elvét a 2. dbra mutatja.

A receptor alapu gyogyszertervezés kiindulopontja a bioldgiai célmolekula (fehérje,
nukleinsav) azonositasa, eléallitasa és tisztitasa szerkezetkutatasi célokra. Amennyiben a
biolégiai célmolekulat sikerul NMR spektroszkopial vagy rontgenkrisztallografiai vizsgala-
tokra alkalmas formaban eldallitani, és térszerkezetét meghatarozni, ugy lehetové valik a
vezérmolekulak szerkezet-, vagy receptor alap(i optimalizalasa. Ennek soran meghataroz-
zuk a preparativ biokémiai tesztek alapjan kivalasztott vezérmolekula receptorral alkotott
tében, a molekularis felismerésért felelés kdlcsénhatasok megértésével lehetdség nyilik a
ligandum szerkezet alapu optimalizalasara, olyan analégok tervezésére, amelyek varhato-
an nagyobb affinitastiak. Az optimalizalt ligandumot szintetikusan eléallitjuk, majd biolé-
giai tesztelés utan a ciklust addig folytatjuk, mig tovabbi affinitiAsnévekedést mar nem
tudunk elérni.

A makromolekularis NMR a receptor alapa gyoégyszertervezés folyamataba harom
ponton képes aktivan bekapcsolédni:

- egyik kapcsolédasi pont a szabad biologiai célmolekula térszerkezetének meghataro-
zasa,

— a masik pont a receptor-ligandum komplex szerkezeti és egyéb vizsgalata,

- a harmadik kapcsolodasi pont a vezérmolekulak azonositasa.

A tovabbiakban a bioldgiai szempontbél talan legfontosabb célmolekulak, a fehérjék,
illetve fehérje-ligandum komplexek vizsgalatara fogunk szoritkozni.

1382 Magyar Tudomany 2000.11. szam



Az NMR spektroszkopia a gyogyszertervezésben

Makromolekularis NMR

Mindenekel6tt tekintsiik at azokat az

g'yéfzt:’ I'u " eroforrasokat, amelyek megléte a
makromolekularis NMR muvelésének alap-

feltétele (3. abra).
fazis A makromolekularis (fehérje) NMR alap-

vetéen harom tertilet szimbiozisan alapszik:

Wu,, m a) Az egyik tertlilet a biotechnolégia, ami
| eldallitasa, ﬁﬂa biokémiai lehetéveé teszi fehérjék nagy mennyiségu
eloallitasat (génszintézis, mutacio,

. ', klonozas, expresszio), tisztitasat, szelektiv,

vagy teljes izotopjelzését (13C, 15N, 2H) NMR

6rszor:::;:érn Efﬁf“’“’e“”” szerkezetkutatasi célokra.
|_meghata i b) Az NMR spektroszképia, amely képes
‘ ‘ makromolekulak szerkezeti és dinamikai
paramétereinek meghatarozasara. (A fe-
eptor-ligandum hérjék térszerkezetének NMR-vel torténé
omplex szerkezetének, meghatarozasa nagyszamu, atomok kozotti
meghstl tavolsagok és torzios szogek meghataroza-
‘ san alapszik. Ezeket az atomi tavolsag és

és o B torzios szog adatokat a fehérjeszerkezet
L tesztel op,;m.,,,;éﬁnH szamitasakor, mint a fehérje szerkezetét
definialo un. kényszerfeltételeket hasznal-

‘ : ' juk.)

c) Harmadrészt a szamitastechnika,
ezen belil olyan spektralis adatfeldolgozasi
és molekulamodellezési modszerek, ame-

2. abra Receptor alapi lyek lehetévé teszik az NMR-vel kisérletileg

gyogyszertervezési ciklus meghatarozott spektrumokbol molekula-

szerkezeti informaciok meghatarozasat,

illetve ezeket felhasznalva, a makromolekula, illetve a makromolekula-ligandum komplex
térszerkezetének atomi szint leirasat, szamitasat (szerkezetszamitas).

A harom technologia egylttesen képes arra, hogy oldatfazisban a fehérjék haromdi-
menzios térszerkezetét meghatarozza kb. 10 kDa molekulatomegig izotopjelzés nélkul, 10—
15 kDa ko6z6tt minimum !SN izotopjelzést alkalmazva, 15 kDa f6lott 13C és 5N izotopjelzés-
sel (25-30 kDa kornyékén mar deutérium jelzés is szikséges). Az elmult egy-két évben
kezdenek kifejlodni azok a technikak, amelyek a proteinek szerkezetmeghatarozasanak
fels6 hatarat kb. 100 kDa molekulatomegig képesek felvinni.® Napjainkra az NMR spekt-
roszkopia a rontgenkrisztallografiaval osszemérhet6 felbontassal képes a biopolimerek
térszerkezetének atomi szinti leirasara. (A makromolekulak szilard fazisban térténé vizs-
galatanak metodikai fejlesztése jelentos erével folyik, és nagy fejlodés elétt all kiilonoskép-
pen a membran proteinek tekintetében.)

A makromolekularis NMR-vel kapcsolatban meg kell emliteni gyogyszeripari szem-
pontbol alapvetéen fontos két tényezot: a vizsgalatok koltség és id6 vonzatat. A fehérjék
géntechnologia titon torténé eloallitasa fejlett biotechnologiai hatteret igényel. A szerkezet-
kutatasra alkalmas fehérje eléallitasa, a megfelelé expresszios rendszer kifejlesztése és az
izotopjelzés koltséges muveletek. Egy NMR mérésre alkalmas, izotopjelzéssel ellatott minta
eloallitasi koltségét 1000 USD-ben mérjuk. Ezt a mintat egy dedikalt kutatécsoport ki-
mondottan erre a célra fenntartott késziiléken, melynek értéke felszereltségtol fliggéen
tébb 100 mFt, tobb honapig méri folyamatosan. A szerkezetvizsgalat NMR-es alapfeltétele
a korszeri NMR-es muszertechnika és méréstechnika. Ez minimum 500 MHz-es tobb-
csatornas készulék, a megfelel6é izotopok (*H, 2H, 13C, 1SN) mérésére alkalmas mérofejek,
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10 kDa izotépjelzés nélkiil
~ 15 kDa 5N jelzéssel
> ~15kDa 5N és 13C jelzé'

mennyiség
min. 500-100

3. abra Fehérjék NMR-rel torténé meghatarozasanak feltételei

gradiens egység, hullamforma generator stb. meglétét, masrészt naprakész, az adott egye-
di készulékre adaptalt meéréstechnikat, specialis pulzusszekvenciak implementalasat
jelenti. Ezen eréforrasok megléte esetén idealis esetben a vizsgalt fehérje térszerkezetét, a
fehérje méretétol, tulajdonsagaitol fliggéen szerencsés esetben fél, de inkabb minimum
egy év alatt lehet meghatarozni. A szerkezetszamitashoz szintén tobb tizmillié6 Ft nagysag-
rendu szakértdi szoftverre és hardverre (adatfeldolgozas + molekulamodellezés, munkaal-
lomas) van szliikség. Ezek az adatok és tények latszolag nehezen egyeztethetéek Ossze a
gyogyszeripari kutatast meghatarozo idobeli és financialis hatarokkal. Mégis a jelentésebb
kulfoldi gyogyszervallalatok sajat makromolekularis NMR apparatust mukodtetnek. A
makromolekularis NMR ugyanis nem csak néhany akadémiai intézetben muvelt alapku-
tatasi tevékenység, hanem napjainkra mar bevett protokollok alapjan mukodé, ,rutin”
eljarassa valt, amely, mint technologia know-how, a jelentosebb kiilfoldi gyogyszergyarak
K+F tevékenységének szerves részét képezi.

Egyre inkabb érvényestil az a tendencia, hogy a gyogyszeripari kutatasok ismert szer-
kezetu biologia célmolekulakhoz kotheté hatasmechanizmusokat céloznak meg. Nyilvan-
valoan egy 1j, addig ismeretlen biologiai célmolekula izolalasa és szerkezetmeghatarozasa,
a szerkezet-hatas 6sszefliggés és hatasmechanizmus megallapitasa jeletés elényokkel jar
az originalis gyogyszerkutatasban. A makromolekularis NMR laboratériumok azonban
csak részben foglalkoznak 1ij bidlogiai célmolekulak szerkezetmeghatarozasaval. Gyogy-
szerkutatasi szempontbol legalabb ennyire, vagy még inkabb fontos a mar akadémiai
kutatasbol, vagy mas egyéb forrasbol ismert térszerkezetli biopolimerekhez torténé
ligandumko6tédés vizsgalata. Protein és NMR adatbankokban szamos receptor szerkezeti
és NMR paraméterei hozzaférhetéek, mely a ligandumkotédés vizsgalatok kiindulasi
pontjaul szolgalhatnak.
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Hazai viszonylatban ezeknek az eréforrasoknak egy része rendelkezésre all. Példaul a
Richter Gedeon Rt.-ben lizemelé Varian gyartmanyu, 500 MHz-es NMR miiszer mar je-
lenlegi felszereltsége mellett is képes izotop altal jelzett fehérjék mérésére, tovabba az NMR
meérések kiértékelését, és a szerkezetszamitast lehetévé tévo mindkét vezeté molekulamo-
dellezo és NMR spektrumeértékelé szoftvercsomag (MSI, TRIPOS) megtalalhaté. Az iroda-
lombol ismert fehérjék expressziojara kifejlesztett torzsek megvasarolhatoak, 0j torzsek
kifejlesztése pedig célszerten kiils6 kutatas keretében finanszirozhatoé lehet. Igy gyakorla-
tilag csak fermentaciora és fehérje tisztitasara van szlikség, ami mar gyogyszergyari appa-
ratussal is megoldhato.

Makromolekularis NMR informaciok

A 4. abra azokat a gyogyszertervezési szempontbol legfontosabb informaciokat és al-
kalmazasi lehetoségeket foglalja 6ssze, melyeket a makromolekularis NMR modszerei
nyujtanak.

A kotodés tényének igazolasara
barmilyen NMR-vel mérheté molekula-
ris paraméter, pl. kémiai eltolodas,
jelszélesség, T: és Tz relaxacios ido,
nuklearis Overhauser-effektus (NOE),

‘ [:> Fs ’b:nsgly: :I'I'a"déa’(a_’ diffazios allando stb. megvaltozasa
E= ehossce AN szolgalhat. Amikor a kis molekulato-

"Makromolekularis
NMR informéci i

ktiv komponens és
kotoédési hely
azonositasagas

megli ligandum hozzakotédik a nagy
letkdnyv?a?
dekonvolu

molsulya makromolekulahoz, akkor
azok a fizikai paraméterek fogjak jelle-
mezni, mint a makromolekulat, ezért a

jelszélesség megno, a To relaxacios id6
lecsokken, a NOE effektus el6jelet valt
(+ > -), a diffazios allando lecsokken.
Attol figgéen, hogy a ligandum kis
affinitassal (Ka > 10-5), vagy nagy affi-

Terszerkezet lekula és ligandum
vizsgal bioaktiv konforma
<4 nitassal (Ka < 108) kotodik a fehérjéhez,

B eltér6 képet kapunk az NMR spekt-

cios allapot

4 .:'é" felolés 1eghatarozasa = pK, rumban, ezért eltéré stratégiat kell
unkci6s csoporto Oldészerrel érintkezi o s & latadEs waskiannl Ris
azonos feliiletek azon azni a Kotodes vizZsg; 8

affinitasu ligandumok esetében a sza-
bad és kotott forma (az NMR meérés
ideje alatt) gyorsan egymasba alakul,
igy az NMR spektrumban a két allapot
atlagat mutaté jelet detektalunk, mig
nagy affinitas esetében a két forma jelei

lakromlekula és ligandum |
"konforméciés mozgasainak
vizsgalatay, s

*Dinamikai
 vizsgaly

4. abra A makromolekularis NMR-rel emé?“fidlf‘el‘.' T
meghatirozhaté fobb informaciok OISR GRITIN JENatoN toazie @
makromolekula-ligandum komplex

disszociacios egyensulyi allandéjanak
és a disszociacio sebességének meghatarozasat, amibél a kotédés erésségére, a makro-
molekula-ligandum komplex stabilitasara kovetkeztethetiink. Ezek a kvantitativ informa-
ciok felhasznalhatoak pl. QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) szamitasok-
nal. A disszociacios allando meghatarozasara protokollok léteznek, amelyek szerint a

galmas és rendkiviil aktualis kérdés a vegyllettarak, keverékek ,dekonvolicioja”. A gyogy-
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szerkutatas felfedezo szakaszaban a ,minél tobbet, minél gyorsabban” elve szerint a ve-
zérmolekulak kivalasztasara egy HTS teszten egyszerre tobb komponens keverékét is
vizsgalhatjuk (pl. kombinatorikus kémiai keverék szintézissel létrehozott vegyulettarat).
Amennyiben a HTS teszt pozitiv valaszt ad, alapveté kérdést jelent hogyan hatarozzuk
meg, hogy a vizsgalt keverék melyik komponense felelés a hatasért. Eléfordulhat, hogy a
HTS-en kapott pozitiv valasz, tulajdonképpen fals pozitiv, ami a komponenskeverék egé-
szétol szarmazik. A keveréket alkotdé komponenseket kiilon-kulon vizsgalva az aktivitas
elvész.

Tobb NMR-es technika is létezik, amely lehetévé teszi keverékekbdl az aktiv kompo-
nens kiszurését, szerkezetének azonositasat anélkil, hogy a keveréket fizikailag kompo-
nenseire kellene szétvalasztanunk, ami jelentds idémegtakaritast jelent. Ezek a modszerek
kis affinitasu ligandumok esetében alkalmazhatoak, tehat kimondottan a vezérvegyiiletek
azonositasara alkalmasak. Az affinitas alapjan térténé szirésre a relaxacios idok és a
diffuzios allando, és a NOE eldjelének megvaltozasat hasznaljak.8 Az Abott cég példaul
eljaras-szabadalommal védi az altaluk kifejlesztett NMR-es technikat.?® Ezek a modszerek
a feleslegben 1évé ligandumok jeleit, illetve azok valtozasat mérik, tehat nem igényelnek
koltséges izotop jelzett fehérjét.

Alapvetden fontos kérdés a koétodés helyének meghatarozasa, hiszen erre a HTS alta-
laban nem ad valaszt. Az NMR viszonylag gyors és hatékony modszert nyujt ennek a kér-
désnek a megvalaszolasara. A fehérjék amid jeleinek kémiai eltolodasa nagyon érzékeny
indikatora a kotédésnek. A ligandumkotédés hatasara a kotédés lokalis kérnyezetében
lévé amid jelek kémiai eltolodasa megvaltozik, ami a fehérje szerkezetének és a spektrum
fektusnak a mérésére szolgal egy igen érzékeny é€s gyors mérés az un. kétdimenziés 'H-15N
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) kisérlet, amely, !5N jelzett fehérjék amid
jeleinek vizsgalatat teszi lehetévé. A receptor koétéhelyének feltérképezésére ugyancsak
felhasznalhat6 az amid hidrogén—-deutérium kicserélédés sebességének megvaltozasa.

A masik izgalmas témakor a térszerkezet vizsgalata, ami egyrészt a makromolekula és
portok azonositasat, az egyes csoportok ionizacios allapotanak vizsgalatat, valamint a
vegylilet oldoszerrel érintkezé fellletének meghatarozasat jelenti. A szerkezet-hatas
Osszefliggés analizise soran ezek az informaciok rendkivili értéket képviselnek, és nagy-
mértékben eldsegithetik a molekularis hasonlésagon alapulé analégok megtervezését.
vizsgalatokkal allapithatjuk meg,!® mig nagy affinitasu ligandumok esetében Un. izotop
szerkesztett és izotop szirt meéréseket!! hasznalhatunk a ligandum és receptor jeleinek
megkulonbéztetésére és a konformacio vizsgalatara.

A fehérje és ligandum egyes funkciés csoportjainak ionizacids allapota fontos informa-
cio lehet az enzim mechanizmus és a molekularis felismerés megértésében. A pKa érték, a
tautomer formak meghatarozasa jo példaja annak, hogyan egészitheti ki és bévitheti az
NMR a pusztan geometriai informacidkat.

Gyobgyszertervezési szempontboél hasznos megkiilénboztetni a vezérmolekula oldészer-
rel érintkezo feltlletét, mely vélhetéen kevésbé fontos szerepet jatszik a receptor felisme-
résben, és azokat a régiokat, amelyek a receptor affinitasért és specificitasért felelések. Az
oldoszerrel érintkezé fellileteken olyan kémiai moédositasokat hajthatunk végre, amelyek a
gyogyszerjelolt oldhatosagat, biologiai hasznosithatosagat, farmakokinetikajat és toxicitasi
tulajdonsagait javithatjak. Az oldészerrel érintkezd, illetve kdtésben részt vevd felilletek
megallapitasara relaxacios reagenseket (pl. HyTEMPO) hasznalhatunk.

A harmadik témakor a dinamikai vizsgalatok. Ez az a pont, ahol az NMR a réntgen-
megvalosulo kilénbozé szintli molekularis mozgasok felderitése fontos szerepet jatszhat a
molekularis felismerésért felelés folyamatok megértésében. Ilyen mozgasok példaul a

Ligandumok esetében t6bbszords kotodési modok meghatarozasa, annak dinamikaja valik
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vizsgalhatova. Ezeknek a molekularis mozgasoknak a megvaltozasa a kotédés hatasara
fontos szerkezet-hatas informacioval bir. Ugyancsak vizsgalhato a fehérjék hidratalodasa,
a fehérje harmadlagos szerkezetét stabilizalo un. szerkezeti viz dinamikai sajatsagai.!?

SAR by NMR modszer

Végezetul kiilon emlitését érdemel egy rendkiviil igéretes gyogyszertervezési stratégia,
amelyet az Abbott cég fejlesztett ki és szabadalmaztatott.!®* A modszer elvét sematikusan
az 5. adbra mutatja.

A szerkezet-hatas Osszefliggés NMR-re ala-

El?’“ by NMR" pozott vizsgalata elegans modon 6tvozi a racio-
mods2etid nalis tervezés és a kombinatorikus kémia ele-
“h.-q .,- meit. A mar emlitett 'H-1SN HSQC kisérlet segit-
-_ A ségével, az amid jelek kétédés hatasara torténéd

E s6 ligandum megvaltozasat figyelve vizsgalnak egyszerre 10—

‘ azonositdsaug 20 kis molekulabol allo keveréket. Ezzel a mod-
ﬂ:]?." @ szerrel, mérésidét tekintve, egy nap kb. 1000
€ molekula tesztelheté. Miutan azonositottak,

hogy a keverék melyik komponense kotédik a
fehérjéhez, meghatarozzak Ka eértékét. Majd,
hogy affinitasnovekedést érjenek el, a vezérmo-
lekulahoz hasonlo szerkezeti analogokat vizs-

‘ E?i‘jgj:‘o’;?a"d”’" galnak. Ezutan az optimalizalt elsé ligandum
jelenlétében tovabbi ligandumokat keresnek

-% @ NMR-vel, amelyek az elsé ligandum koétédési
—— ! __ helye kozelében kotédnek. A masodik
‘ PMasodik ligandum ligandumot is optimalizaljak, majd a két un.
vezérfragmens kivalasztasa utan, rontgenkrisz-

..%: ‘ tallografia vagy NMR spektroszkopia segitségével

meghatarozzak a vezérfragmensek helyét és

¥
SV

optimalizalasag,

‘ @ orientaciojat a fehérje-ligandum harmadlagos
Ssszekd komplexben. A két vezérfragmens egymashoz és

a fehérjéhez viszonyitott orientacidjanak isme-
i el retében olyan molekulat terveznek, amelyben a

két vezérfragmenst megfelelé kémiai lanc koti

5. abra NMR alapu szerkezet-ha- oOssze. Az igy kapott molekula kétédeést tekintve

tas osszefiiggés (SAR by NMR) bifunkciossa valik, ami jelentés affinitasnéveke-

dést eredményez. Példaul a szervtransz-

plantaciok soran az immunvalasz elnyomasaban fontos szerepet jatszo FKBP (FK506 kété

protein) protein esetében egy Ka = 2 ['M és egy Ka = 0,1 mM affinitasu fragmens 6sszeko-

tésével Ka = 19 nM affinitast tudtak elérni.'* Hasonloképpen, Stromelysin esetében egy Ka

=17 mM és egy Ka = 0,02 mM affinitasu fragmensbél egy Ka = 15 nM affinitasu vegytiletet
terveztek kevesebb, mint hat honap alatt.!s

In vivo NMR

Az in vivo NMR-nek két f6 iranyvonala rajzolodik ki (6. dbra).

Az egyik iranyvonal roviditése MRI (Magnetic Resonance maging). Az MRI olyan non-
invaziv képalkoto eljaras, ami forradalmasitotta a klinikai diagnosztikat €s a patologiat. Az
MRI alkalmas €16 szervezetek tetszoleges iranyu metszetérol rétegfelvételt késziteni, mely a
legkulonbozobb morfologiai jellegi elvaltozasok (infarktus, daganat, fejlédési rendellenes-
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ség stb.) kimutatasara hasznalhato. Gyogy-
szerkutatasi szempontbol az MRI kiilénféle
betegségek vizsgalataban, diagnosztikajaban
alkalmazhato allatmodelleken vagy emberen,

elosegitve 1) gyogyszervegylletek hatékony- ;
MRS ST MRI
gnetic Resonance
Imaging: .

saganak klinikai jellemzéseét. e i Rosonanii

A masik iranyvonal neve MRS (Magnetic | Spectroscopyiii
Resonance Spectroscopy), ami egy adott ]
szovet vagy szerv lokalizalt térfogatelemében

Ma

képes molekularis informaciot, vagyis spekt- BETiZ41t molekularis o invaziv
rumot nyujtani (természetesen kisebb fel- informacio,, .l képalkoto elj
bontassal, mint a folyadékfazisu, nagyfel- .w -u
bontasu NMR késztilékek). Az MRS gyogy-

szerkutatasi alkalmazasa leginkabb a E Métabolitkutatéé 1 *Kiinikai diagnosztika,
metabolitkutatasban (metabolitok alatt ta- patoldgia, g

gabb értelemben a szervezet endogén anya- {}
gait értve, pl. ATP, ADP, kreatin-foszfat, N- -
acetilszpartat stb.), azon keresztiil a betegseé-
gek  patomechanizmusanak  molekularis
szinti felderitésében nyilvanul meg. A 6.
abra also része néhany elterjedt alkalmazast
mutat.

1 vivo cellularis, szervi
oszfolipid metabolizmus

MRS: in vivo szénhidrat anyagcsere,
tumor metabolizmus

'H MRS: agyi metabolitok (N-acetilaszpartat]

| *F MRS: fluor tartalmi vegydletel
| koncentracioja, metabolizmus .

Osszefoglalas 6. abra Az NMR in vivo alkalmazasai

A szakirodalomban fellelheté adatok ta-

nubizonysaga szerint az NMR spektroszkopia folyamatosan béviilé eszkoztaraval a mo-
dern gyogyszerkutatasi stratégiak egyik fontos pillérét képezi. Az NMR alkalmazasi kore
kiterjed a gyogyszerfejlesztés korai (vezérmolekulak azonositasa és optimalizalasa) és késoi
(metabolizmus, klinikai jellemzés) szakaszara is. A molekularis felismerésért felelés re-
ceptor-ligandum kolcsonhatasok atomi szinti vizsgalatan keresztul kiemelkedéen fontos
informaciokat nyjt a szerkezet-hatas 6sszefliggés felderitéséhez és az Uj terapias készit-
menyek kifejlesztésében egyre sikeresebben alkalmazott szerkezet-, vagy receptor alapu
gyogyszertervezéshez. A hazai gyogyszerkutatas tekintetében a makromolekularis NMR
spektroszkopia meghonositasa és integralasa a kombinatorikus kémia, a HTS és a racio-
nalis gyogyszertervezés eszkozeivel, a kiilfoldi példak szerint célszerunek latszik. A rendel-
kezeésre allo hazai eréforrasok alapjan a makromolekularis NMR meghonositasa leginkabb
(legkisebb koltséggel, leggyorsabban) kotodésvizsgalatokban (pl. vezérmolekulak azonosi-
tasa) kezdédhet el.

Készonetnyilvanitas. Koszonettel tartozom kozvetlen munkatarsaimnak: ifj. Szdantay
Csabanak, Balogh Gabomak, Tarkanyi Gabomak, Flirjes Attilanak a tanulmany megira-
saban nyujtott kozremukodéstikért, hasznos észrevételeikért és tamogatasukeért.
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