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Kindzgatld kismolekuldk fejlesztése

protein kindz enzimek a bioldgiai jel-

dtviteli folyamatokban részt vevg pro-
tein-szubsztrdt molekuldk (sokszor mds
enzimek) bizonyos aminosavait (elsGsor-
ban tirozint, szerint, treonint) ATP fel-
hasznéldsdval foszforildljdk. A humdn ge-
nom program nyomdn a kindzok csalddjd-
nak 518 tagja vdlt ismertté, ezeket szerke-
zeti rokonsdguk alapjdn szemléletesen ,,ki-
nédzfa” (humén kinom) formédjéban dbrd-
zoljék. A sejtosztéddsban, sejtdifferencid-
l6ddsban és morfogenezisben kulcsreguld-
tor funkcidt betéltd tirozin kindzok alcsa-
ladjaba 58 enzim tartozik. Kéros tdlmiiko-
désiik vagy mutdciGjuk proliferdciés be-
tegségekhez, példdul daganatos megbete-
gedésekhez vezethet. A forgalomban levd
kindzinhibitor gydégyszerek zome tirozin
kindzgdtld. Az eddigiekben az ismert ki-
nédzok kozil 244-et sikeriilt kapcsolatba
hozni valamilyen megbetegedéssel. Kéros
kindzmiikodés nemcsak daganatokban fi-
gyelhet§ meg, ezt immunoldgiai, metabo-
likus és fert6z8 megbetegedésekben is ki-
mutattdk. Ezzel magyardzhatd, hogy jelen-
leg a gydgyszerkutatdsban vizsgalt célmo-
lekuldk kb. 25%-a kindz. [1]

A kindzinhibitorok kutatdsdra kidolgo-
zott és a gyakorlatban megvaldsitott racio-
ndlis hatéanyag-fejleszt§ stratégidnk sz4-
mos eredményt hozott, amelyek koziil, a
teljesség igénye nélkiil, a kovetkezd példé-
kat emeltem ki: FIkl/VEGFR-g4tlék, EGFR-
inhibitorok, AXL kindzinhibitorok, FGFR-
inhibitorok kifejlesztése (1. 4bra). Poten-
cidlis tbc-ellenes hatdsu kindzgdtldkat fej-
lesztettiink a Mycobacterium tuberculosis
PknG- (bakteridlis) kindz enzimje ellen,
valamint HIV-1 virusellenes hatdsu, szaba-
dalmaztatott, szelektiv CDK9- (gazdasejt)
kindzinhibitorokat.

Célkittizéseink
Kutatdsaink alapvetd célja: terdpids szem-
pontbdl relevédns kindzok dltal medidlt, ké-

ros jeldtviteli folyamatok vizsgélata, és ezen
kéros folyamatok (killéndsen a daganatok,
mikrobidlis fert6zések és gyulladdsok) kis-
molekuldju kindzinhibitorokkal térténd
gétldsa és a sikeres vegyiiletek humadn te-
rdpidban alkalmazhat¢ gyégyszerekké fej-
lesztése.

HatGanyag-fejlesztési stratégidnk f6 ele-

mei:

a) Fékuszdlt kindzinhibitor vegyiilettdr
létrehozdsa (NCL™) és alkalmazdsa a
hatéanyagkutatdsban.

b) Ligandum alapt (QSAR, QSPR) pre-
diktiv farmakofér és ADMET model-
lek kidolgozésa és alkalmazdsa virtud-
lis sztirésre, szelekcidra.

c) Tervezés-sziirés-szintézis-bioldgiai
tesztelés-modellezés ciklusokban ite-
rativ hatéanyag fejlesztés (45 ciklus;
1,5-2 év).

d) A célmolekula 3D szerkezetének is-
meretében virtudlis sztirés dokkolds-
sal.

A foékuszalt kindzinhibitor
vegyiilettar (Nested Chemical
Library, NCL™)

Az dltalunk létrehozott vegyiilettdr mag-
jat, a validdcids vegyiilettdrat az ismert ki-
ndzinhibitorok képezik, ezek az vn. validd-
cids anyagok, melyeket a hatéanyag-kere-
sésen (,,hit finding”) kiviil referenciaanya-
gokként is felhaszndlunk, a kindz célpontok
kémiai validdldsdra, illetve a biokémiai
tesztelésnél (Chemical Validation Library,
CVL). Ebbe a csoportba keriil minden gydgy-
szerként bevezetett, illetve klinikai kipré-
béldsi fézisban levd vegyiilet és a szakiro-
dalomban kozolt legigéretesebb vegyiile-
tek. Alapelviink, hogy lehetéleg a gydgy-
szercélpontnak tekinthetd (,,druggable”)
osszes kindz ellen 4lljon rendelkezésre in-
hibitor. A CVL-be a még nem publikdlt, sa-
jat fejlesztésii vezet§molekuldk is folya-
matosan bekertilnek.

A validécids anyagok kozvetlen analég-

1. abra. Az altalunk vizsgalt jelatviteli utvonalak
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jaikkal egyiitt a kiterjesztett validdcids ve-
gyiilettdrat alkotjdk (Extended Validation
Library, EVL). Ebben a vegyiilettdrban mdr
Uj, szabadalmaztathaté szerkezeti anald-
gok is vannak. Az alapstruktirdk még to-
vébbfejlesztett analdgjai, melyek tobbsége
szabadalmaztathatd, és mdr lényegesen di-
verzebb szerkezetek, a f& vegyiilettdrba ke-
riilnek (Master Library). A £8 vegyiilettd-
rat virtudlisan kibgvitettiik a kémiai szak-
irodalombdl ismert dsszes szerkezettel, ame-
lyek ugyan nem dllnak szubsztanciaként
rendelkezésre, de a szdmitdgépes tervezés
sordn ezek még mindig megbizhatébbak,
mint a szdmitégéppel generdlhatd, kozel
végtelen (~10) szdmu kismolekula-szer-
kezet. Ez utdbbiak szintetikus el§dllithaté-
sdgdra ugyanis nincs garancia. A f§ ve-
gyiilettdr (>17000 anyag) jelenleg t&bb
mint 110 heterociklusos alapvdz (core
structure) koré csoportosithatd. [2][3]

Ligandum alapid (QSAR, QSPR),
prediktiv farmakofér
és ADMET modellek

Bér napjainkig tobb ezerre ngtt a rontgen-
diffrakciéval jellemzett kindz szerkezetek
szdma, édltaldban az wjabb, potencidlis gydgy-
szercélpontnak tekinthetd kindzok azono-
sitdsdt kovetGen ritkdn dll rogton rendel-
kezésre a kristélyositott kindzdomén ront-
genszerkezete. (Vannak olyan kindzok, me-
lyeknek egydltaldn nem oldhatdé meg a kris-
tédlyositdsa.) Ezekben az esetekben szdmi-
tégépes dokkoldsi vizsgdlatokat csak ho-
moldg modellezésel becsiilt 3D kindz szer-
kezet felhaszndldsdval lehet végezni, ami-
nek a megbizhatdsdga a kristdlyszerkezeti
adatokndl lényegesen kisebb. A mésik prob-
léma, hogy nem tudjuk meghatdrozni eg-
zakt mddon, hogy a HTS-sel taldlt inhibi-
torok melyik kindzinhibitor kotddési tipus
képviseldi.

A fenti tényekbdl kiindulva dolgoztuk
ki ligandumalapt farmakofér modelljein-
ket. [4] Ligandum alapd modellhez egy,
minimdlisan 100-200 molekulaszerkezetet
és ahhoz tartozé hatdstani adatot (% inhi-
bicid, IC, vagy K;) tartalmazé adatpdrok-
bdl dll6 adatbdzisra van sziikség. A j6 mo-
dell létrehozdsdnak alapvetd feltétele, hogy
kémiai és bioldgiai adataink egyardnt meg-
bizhatdak legyenek, kiilonben a kdzmon-
désos ,,garbage in — garbage out” lesz az
eredmény. [5]

A gydgyszerkutatds alaptétele, hogy a
gyégyszermolekula kémiai szerkezete, eb-
bél adédd fizikai kémiai tulajdonsdgai és
bioldgiai hatdsa kozott osszefiiggés van.
Ahhoz, hogy ezt az osszefiiggést szdmito-
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Ligandum alapu farmakofér modell
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géppel viszonylag egyszerten fel tudjuk
térképezni (korreldcidvizsgdlat), mind a
szerkezetet, mind a fizikai kémiai tulaj-
donsdgokat, mind a bioldgiai hatdst vala-
hogyan szamszer(siteni kell, és az adato-
kat el kell tdrolni. [6]

Grafikus szerkezet-hatds
adatbdzis

A vegyiilettdrunk kémiai szerkezeteit, az
ezekhez kapcsol6dé bioldgiai és fizikoké-
miai adatokat (pl. olvaddspont-, logP-, logS-,
UV-, HPLC-, MS-, NMR- és készletadatok)
egy sajdt fejlesztést, folyamatosan frissi-
tett, grafikus MySQL-adatbdzisban tdrol-
juk. A szdmitott molekulaleir¢ értékeket
és az ezek felhaszndldsdval kifejlesztett
modelleket, szintén ebben gydjtottiik osz-
sze. [7][8](9]

Molekulaleirék
(molekuldris deszkriptorok)

A vegyiiletek szerkezetének lefrdsdra és
osszehasonlitdsdra a szerkezetbdl szdmit-
haté molekuldris deszkriptorokat haszndl-
tuk. Pdr szdz deszkriptort szamold, sajdt
fejlesztést szoftvertinkén (3DNET4W) ki-
viil felhaszndltuk a QSAR szdmoldsokban
haszndlatos, csaknem 6sszes deszkriptort
(>1600) szdmit6 Dragon szoftvert is, mely-
nek tesztelésében és javitdsaiban részt vet-
tiink.

A biolégiai hatdst a %-os inhibicid, ICs,
ill. K; értékekkel jellemzik, melyeket a szdmi-
tdsokhoz egységesen pICs, értékekké sza-
moltunk 4t. [10]

A szerkezet-hatds osszefiiggések

A szerkezet-hatds Osszefiiggések feldllita-
séhoz az éltaldnosan hasznalt matematikai

statisztikai algoritmusokat épitettiik be a
szoftveriinkbe: részleges legkisebb négyze-
tek mddszere (PLS, Partial Least Squares),
tobbszoros linedris regresszié (MLR, Mul-
tiple Linear Regression), mesterséges ideg-
hélézat (szoftver-algoritmus, ANN, Arti-
ficial Neural Network) stb.

A modellezés folyamata a kovetkezd: A
szerkezet-hatds adatbdzisunkban tdrolt szer-
kezetek molekuldris deszkriptoraibdl és az
anyagok bioldgiai hatéértékeibdl az adott
farmakoférnak megfelel§ adathalmazt ki-
exportdljuk a QSAR-szoftveriink bemeneti
t4jl formdtumdba. A bemend adathalmazt
véletlenszerten felosztjuk kiils§ ellendrzg-
(external validation) és munka halmaz(ok)-
ra. A modell optimalizédldsa a munka hal-
mazon folyik, a kiils§ ellenérz8 halmaz
csak a kész farmakofér modell becslgké-
pességének ellendrzésére szolgdl. A munka
halmazt a szoftver véletlenszertien tanulé-
és kiértékel§ halmazokra bontja (learning
set, test set). Az aktudlis tanulé halmaz
felhaszndldsdval, a molekuldris leirék kii-
16nb6z8 kombindcidival, fiiggvényillesztés
torténik az adatokra, a kiértékel§ halmaz
adatait a szoftver az aktudlis becslés ,,jo-
sdgdnak’ jellemzésére haszndlja. A becsld-
képességet Q*és SDEP (standard deviation
error of prediction) értékekkel jellemez-
ziik. A bioldgiai hatdssal legjobban korre-
1416 molekuldris lefrokat szekvencidlis, il-
letve genetikus algoritmus alkalmazdséval
vélogatjuk ki. A fiiggvényillesztésre aktu-
dlisan alkalmazott mddszert a felhaszndld
vélaszthatja meg. A modelloptimalizdlds
sordn az el§irt becsl6képességi értéket el-
ér6é modelleket 6sszegytijtjiik, majd ebbdl
a modellbankbdl djabb véletlenszerd fel-
osztdsokat kovetd optimalizdldssal vélaszt-
juk ki a legjobban becslé modelleket, me-
lyeket kiils§ ellendrzéssel és véletlen kor-
reldci6 tesztekkel validdlunk. Az igy nyert
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modelleket haszndltuk virtudlis sz(irésre
(2. dbra). [11]

Tervezés-sziirés-szintézis-
biolégiai tesztelés-modellezés
ciklusok - iterativ
hatéanyag-fejlesztés

Alapfeltevésiink az volt, hogy mivel a ki-
nédzok rokon szerkezeti fehérjék, a kotd-
helyeik szerkezete is hasonld, igy inhibito-
raik szerkezetei is hasonléak. Ezt az el-
gondoldst aldtdmasztottdk az I. tipusuy, &l-
taldnos kindzinhibitorok, példdul a stau-
rosporinok vagy a bisz-indolil-maleinimid-
szdrmazékok, amelyek a legtobb ismert
protein kindzt igen alacsony koncentrécié-
ban gétoljdk, és amelyeket ezért a bioké-
miai kindztesztekben dltaldnos referencia-
anyagokként haszndlnak. Az 1. tipusu ki-
nézinhibitorok tobbségénél példdul rané-
zésre is latszik az ATP-vel valé hasonldsdg.
Az is ismert, hogy egy apré szerkezeti val-
toztatds, példaul egy metilcsoport (,,magic
methyl”) beépitése drdmai véltozdst okoz-
hat a hatdsban, illetve a szelektivitdsban
(l4sd imatinib). Feltételeztiik tovdbbd, hogy
az adott kindzon hatdst mutaté vegyiiletek
szerkezete optimalizdlhaté a kivdnt hatds,
illetve hatdsspektrum irdnydba.

Az iterdcidés hatéanyag-fejlesztés kiin-
duldsi feltétele a biolégiai célmolekula, il-
letve az erre kidolgozott biokémiai assay
rendelkezésre dlldsa. [12][13] Els§ lépésként
a validdcids vegyiilettdr hatéanyagait tesz-
teljiik le, ezzel validdljuk az assayt, és re-
ferenciaanyagokhoz is jutunk. A kovetke-
z8 1épésben a kiterjesztett validdcids ve-
gylilettdrat vagy a f§ vegyiilettdr anyagait
teszteljiik. Gyakorlati tapasztalataink sze-
rint a f§ vegyiilettdrunk tesztelésekor a
taldlati ardny (hit rate), az eddig vizsgalt
kindz célmolekuldk tobbsége esetén, elér-
te a minimum 2-3%-ot, ami biztositotta a
megfelel§ mennyiségl adatot a farmako-
fér modellezéshez.
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4. abra. EGFRTK-gatlé molekulak hatasanak becslése ligandum alapu
farmakofér modellel (piros: modellkészitésre felhasznalt ismert EGFRTK-
inhibitorok; zold: virtualis teszteléssel talalt benzo-tieno-pirimidinek)

A farmakofér modellek felhaszndldsd-
val virtudlis szlirést végziink, melynek so-
rdn a becstilhet§ ADMET tulajdonsdgokat
is figyelembe vessziik. A virtudlis hiteket
szintetizdljuk, és djabb ciklusban vizsgdl-
juk. Az 4j szerkezetekkel és a bioldgiai ered-
ményekkel folyamatosan bgvitjiik és djra-
szdmoljuk a farmakofér modellt. Egy-egy
kutatdsi ciklus kb. 3 hénapot vesz igénybe,
szabadalmaztathatd optimalizélt vegyiilet-
csalddot dltaldban 5-6 ciklusban lehet ki-
fejleszteni. [14]

Sziirés a célmolekula
3D szerkezete alapjan
Amennyiben a bioldgiai mérés kis dtbo-
csdtoképesség volt, viszont a célmoleku-

3. abra. Flk1/VEGFRTK-gatlé vezetémolekulak szerkezete (SUGEN, 1996)
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la megbizhat6 3D szerkezete rendelkezés-
re dllt, akkor a f§ vegyiilettdrunk anyagait
dokkoldssal sztirtiik. Dokkoldsra az Auto-
dock és a Schrodinger szoftvereket alkal-
maztuk. [15]

Tumorellenes vegyiiletek

FIk1/VEGFRTK-g4tlék

Kindzinhibitor vegyiilettdrunk egyik els§
sikeres felhaszndldsa a VEGF egyik recep-
tordnak, az Flkl- (humdn: KDR-) kindz
szabadalmaztathatd gétldszereinek felfe-
dezését eredményezte. A vegyiiletek angi-
ogenezis-gdtléként elnyomtdk szolid tu-
morok novekedését régcsdlékban (3. db-
ra). [16]

EGFRTK-inhibitorok

Az EGFR kéros miikodése szdmos daga-
natos megbetegedés hdtterében kimutat-
hat6: példdul nem-kissejtes tiiddrék, glio-
blasztéma multiformis, vastagbélrdk és
egyéb ,,szolid tumorok’ esetében. [17]

Tobb mint hatszdz, diverz szerkezet(
EGFRTK-gdtl6 molekula adatainak fel-
hasznéldséval validdlt farmakofér modellt
készitettiink (4. dbra). [18]

Ennek segitségével EGFRTK-gdtldsra vir-
tudlis sziirést végeztiink, melynek ered-
ményeként vegyiilettdrunkban szabadal-
maztathatd, szelektiv EGFR-gétl6 benzo-
tieno-pirimidin-szdrmazékokat azonosi-
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5. abra. EGFRTK-gatl6é benzo-tieno-pirimidin vegyiilettar

1. Szulfonamid

2. p-Amino-fenol szubsztituensek

4. Oldallanc 7-es poziciéban

6. abra. Szabadalmaztatott AXL kinazgatlok altalanos szerkezete

tottunk (5. dbra). Sem a vegyiiletcsaldd
képvisel6i, sem a részstruktira nem sze-
repelt a modellkészitésre haszndlt halmaz-
ban. A biokémiai tesztben a kivalasztott
hatékony vegyiiletek kozott 2nM 1Cs-érté-
ki vegyiiletet is taldltunk. A vegyiiletcsa-
lddot tovébbi Uj szdrmazékokkal bgvitet-
tiik, és hazai és nemzetkozi szabadalmi
bejelentésekben védtiik. [19][20][21][22]

AXL kinédzinhibitorok

A Max Planck Intézet kutatéi az AXL-
(RTK-) kindz megndvekedett expresszidjat
mutattdk ki szdmos, fokozottan invaziv,
nagy motilitdsi eml§tumor sejttipusban.
Az AXL kindz mikodésének tobb tton
torténd kikapcsoldsa (domindns negativ
AXL-mutdns, antitest, siRNS) az invazivi-
tds és motilitds csokkenését okozta. Ez-
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uton validdlték, hogy az AXL kindz poten-
cidlis célpont lehet a metasztatikus emld-
rdk kezelésében. Kutatdsi egyiittmtikodé-
stink sordn letesztelték kindzinhibitor ve-
gyiilettdrunkat, és AXL kindzinhibitor ha-
tdst, ciano-kinolin alapvdzas molekuldkat
taldltak. Ezek koziil az NA80x1 és az SKI-
606 (Bosutinib) mutattdk a legerdsebb gat-
ldst. A vegyiiletek relativ kindzszelektivit4-
sdnak affinitds-kromatografidval torténd
meghatdrozdsdhoz (soklépéses szintézis-
sel) elGdllitottuk mindkét vegyiilet amino-
alkil-linkeres szdrmazékdt. A vegyiiletek
hatdserdsségének és sokirdnyu vizsgélata-
nak eredményei alapjdn célul tdztiik ki a
megléve vegyiileteknél hatékonyabb, sza-
badalmaztathat6, AXL kindzg4tl6 vegytile-
tek elddllitdsat és optimalizdldsdt.

El6szor nagyszdmu, szabadalmaztathatd

ciano-kinolin-szdrmazékot dllitottunk el6,
de ezek mindegyike gyengébb hatdsu volt,
mint a Bosutinib (IC5,: 690nM). Az eredeti
strukturdtdl eltdvolodva, a cianofunkciét
elhagyva, az irodalomban leirt fenoxi-ki-
nolinok kozétt a Bosutinibnél hdromszor
hatékonyabb, de rosszul oldhaté szdrma-
zékot taldltunk. Ennek az alapstruktird-
nak a mddszeres vdltoztatdsdval két sza-
badalomban védett, AXL kindzgdtlé ve-
gyiiletcsalddot fejlesztettiink ki (6. dbra).
A két szabadalomban leirt, legjobb 461 ve-
gyiilet koziil 28 vegyiilet mutatott 50 nM
alatti (a legjobb, 16 nM) IC5,-értékeket, és
51 anyag mutatott minimum tizszeres AXL-
inhibitor hatdst a Bosutinibhez képest. A
vegyiiletek t6bb mds daganatellenes cél-
pont-kindzt is gdtolnak az AXL kindzon
kiviil, igy daganatos sejtvonalakban apop-
tézist okoznak. A legjobb anyagok prekli-
nikai és in vivo vizsgélatra keriiltek. A hu-
madn klinikai vizsgélatok folyamatban van-
nak. [23][24][25]

FGFR4-inhibitorok

A fibroblaszt novekedési faktor receptor-
4 tirozin-kindz (FGFR4) tulmtikodése vagy
mutdcidja szdmos daganatban kimutatha-
td, ami potencidlis terdpids célponttd teszi.
Magyar-szingapuri kutatdsi egytittmako-
déstink célkittizése az volt, hogy kindzin-
hibitor vegyiilettdrunk (NCL™) felhasznd-
lésdval és hatGanyag-fejlesztési stratégidnk
alkalmazdsdval FGFR4-inhibitorokat taldl-
junk, és ezek daganatellenes hatdsdt FGFR4-
expresszdlé emlrdksejteken igazoljuk.

A vizsgdlandé vegyiiletek kivélasztdsd-
hoz, illetve a tesztelendd mintdk szdmd-
nak csokkentéséhez, 3D célmolekula-szer-
kezet alapu szrést terveztiink. Mivel a
célmolekula 3D kristdlyszerkezete nem dllt
rendelkezésre, ezért a kozeli homoldg,
FGFR1 kristdlyszerkezetét haszndltuk fel a
virtudlis tesztelés sordn. A bgvitett validd-
cioés vegyilettarunk ~2000 szerkezetének
Schrédinger programcsomaggal végezett
virtudlis tesztelése (dokkoldsa) utédn, a 19
legjobbnak becsiilt potencidlis inhibitor
mellé véletlenszertien kivalasztottunk 10
molekuldt negativ kontrollként, amiket a
dokkolds gyenge hatdstinak {télt. Mind a
19 pozitiv hatdsunak becsiilt vegyiilet ha-
tdsos volt FGFR4-tesztekben, ezek koziil a
legjobb, a V4-015, 40 nM ICy,-értéki volt
(7. dbra). Négy vegyiilet (V4-015, V2-153,
V4-013, V4-007) MDA-MB453 emlGréksej-
teken is jelentds aktivitdst mutatott. A V4-
015 vegyiilet apoptotikus hatdsd, néveli a
kaszpdz 3/7 aktivitdst, és gdtolja a sejtek
migraciGjat, ezért a vegyiilet tovdbbfejlesz-
tését tervezziik. [26]

MAGYAR KEMIKUSOK LAPJA



VEGYIPAR ES KEMIATUDOMANY K

A PD173074 REFERENCIA-ANYAG ES A LEGJOBB HIT-MOLEKULAK
DOKKOLVA AZ FGFR1 (PDB:3C4F) KOTOHELYERE

b

PD173074
Score: -5.44
IC., 920 NM

V4-013
Score: -12.06
IC5; 5120 nM

V2-153
Score: -9.50
ICs, 140 NM

V4-015
Score: -9.52
IC;, 40 NM

7. abra. Virtudlis screening alapjan talalt FGFR-gatlé hatasu vegyiiletek

Koérokozodkra haté kindzgatlok

Potencidlis tbc-ellenes hatdsii

PknG kindzgdtlok

M. smegmatis és M. bovis esetében kimu-
tattdk, hogy a makrofdgban a fagoszémad-
ba keriil6 Mycobacterium tuberculosis tdl-
élését az dltala termelt bakteridlis PknG
(szerin-treonin-kindz) enzim segiti eld,
ami gdtolja a baktériumot tartalmazé fa-
goszéma és a lizoszéma fuziGjét. Tobb méd-

8. abra. PKNG-gatlok fejlesztése

v
VA

HZN 2, n
e T T

. § AX20017 ©
oo T PkngIC50 = 0,50 uM
~ Pkng IC50 = 0,047 UM

szerrel igazoltdk, hogy a PknG gétldsa ese-
tén, a bekovetkez§ fuzidt kovetSen, a lizo-
szémdlis enzimek megemésztik a baktéri-
umot. A hatéanyag-fejlesztés ezen a terii-
leten tobb szempontbdl is {géretesnek l4t-
szott. A PknG (és a tébbi 10) bakteridlis ki-
ndz igen alacsony (< 30%) homoldégidt mu-
tat a megfelel§ humdn kindzokkal, ezért
esély ldtszott szelektiv, csekély mellékha-
tdst okoz¢ szer kifejlesztésére. A mdsik
elénynek az 4j hatdsmdéd létszott, azaz,

PKNG-gatlok optimalizalasa
Fékuszalt benzotiofén vegyiilettar

.”O)\~o/io>\~or+ ///r

1 MNH, % s R o~
L )
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hogy a kindzgitld csak ,lefegyverzi” a bak-
tériumot, amit ezutdn a gazdaszervezet
kénnyen elpusztit. [27]

A hatéanyag-fejlesztés egy 55 000 ve-
gyiiletet tartalmazd vegyiilettdr tesztelé-
sével indult (Axxima AG). Gydgyszerkémi-
ai optimalizdldssal sikeriilt kifejlesztentink
egy szelektiv PknG-gétld, tetrahidro-ben-
zo[bJtiofén alapvdzas vezetGmolekuldt
(AX20017), melynek ICs,-értéke ~500 nM
volt. A vegyiilet gy pusztitotta el a M. bo-
vis baktériumot a gazdasejtekben, hogy a
PknG enzim gdtldsdval el@segitette a fago-
széma-lizoszéma fuziét, ugyanakkor a mak-
rofdgokra nem volt toxikus. Az anyag mik-
roszomdlis stabilitdsa viszont gyenge volt.
A vezet6molekula és az dj kovetémoleku-
ldk el8dllitdsi médszereit munkacsopor-
tunk dolgozta ki. [28] A fejlesztés sordn
tobb iterdcids ciklusban igen nagyszdmu
(ezernél t6bb) 1j analdgot fejlesztettiink ki.
Farmakofér modellt készitettiink, amit a
mért inhibitorhatds és ADME-tulajdonsé-
gok figyelembevételével folyamatosan to-
vabbfejlesztettiink. Az AX20017-b6l kiin-
dul6 optimalizdciéval nyert, 4,5,6,7-tetra-
hidro-benzo[b]tiofén vegyiiletcsaldd leg-
hatékonyabb képvisel§je 47nM 1Cq,-érték-
kel gdtolta a PknG enzimet. A kiinduldsi
anyaghoz képest lényegesen stabilabb szar-
mazékokat is sikeriilt el§éllitani. Az dlta-
lunk tervezett, in vivo vizsgélatban is vizs-
gdlt, AX14585 tetrahidropirdn-analdg ve-
gyiilet mikroszomalis stabilitdsa az AX20017
stabilitdsanak kétszerese volt. [29] Az elsG
szabadalmunk 287 kémiai példdja kozott a
kiilonféle médon szubsztitudlt tetrahidro-
benzotiofén-szdrmazékokon kiviil hetero-
atomot tartalmazé analég (O,S,N) és tri-
ciklusos szdrmazékok is voltak (8. dbra).
(30]

A mdsodik, tovdbbfejlesztett, aromds
szdrmazékokat is tartalmazd vegyiiletcsa-
14d hatékonysdgdt tjabb nagysdgrenddel
sikeriilt novelni, igy péld4ul a halogénezett
fenolanalégokkal 5 nM ICs,-értékig jutot-
tunk. A vegyiiletcsaldd djabb szabadalmd-
ban 718 kémiai példa szerepel. [31] A haté-
kony molekuldk mellett a PknG enzimre
nem hat6 szerkezetek is bekeriiltek vegyii-
lettdrunkba és adatbdzisunkba. Ezek ko-
z6tt taldltuk virtudlis teszteléssel a fentebb
emlitett, szelektiv EGFR-g4tld, triciklusos
szdrmazékokat is, melyeket tovdbbfejlesz-
tettiink, és szabadalmaztattunk. [19]

A vegyiiletcsaldd értékes, gyégyszersze-
rd tulajdonsdgai, tobb mds vegyiiletcsald-
dunk mellett, hozzdjdrultak az dn. ,,mes-
terkulcs”— (masterkey) koncepcié kidolgo-
zdsdhoz, aminek az a lényege, hogy az alap-
véz alkalmasan megvdlasztott ,,dekordcié-
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javal” eltérg kindzok gdtldszereit lehet ki-
fejleszteni, mdr biztositott szabadalmi vé-
dettség mellett.

CDK9-inhibitorok
és ezek potencialis terdapids
alkalmazhatdsdga

A sejtosztédds folyamatdban a CDK9-ki-
ndznak a transzkripcid szabdlyozdsdban
van szerepe, az RNS-polimeraz II nagyob-
bik alegységét foszforildlja a C-termindli-
son, minek kovetkeztében az RNS-polime-
rdz 11 az inicidciés komplexrdl levalik, és
megkezdi az 4tirdst. Két ismert izoformé-
ja koziil a kisebb, a CDK9-42 jétszik szere-
pet a HIV-1 fertGzésekben Az eddigi vizs-
gdlatok potencidlis célmolekuldnak tekin-
tik a CDK9 enzimet még a kéros szivna-
gyobbodds, bizonyos tumorok (pl. mield-
ma) és gyulladdsos betegségek terdpidjd-
ban is. [32]

A CDKO legismertebb gdtlészere az dl-
taldnos CDK-gétl6 flavopiridol (ICsy: 2nM),
melynek CDK9/CycT1-gyel alkotott kris-
tédlyszerkezete ismert. A flavopiridolon ki-
viil nagyszdmu mds inhibitor is ismert (ros-
covitine, paullonok stb.), ezekben mind
kozos, hogy nagyon kevéssé szelektivek.
2006-ban viszont két, 4-amino-6-fenil-piri-
midin alapvdzra épitett, tébb szdz, szelek-
tiv CDK9-inhibitort kozl§ szabadalom valt
publikussd (9. dbra). A szabadalmak nem
fedték le a szerkezetre épithetd, dltalunk
hatékonynak becstilt vegytiletek kémiai te-
rét. Az Uj, szintetizédlhat6 vegyiiletek korét
felmérve, a megfelel§ 4-kl6r-6-(szubszti-
tudlt-fenil)-pirimidin kulcsintermedierek
elGdllitdsdra egyszerd szintetikus eljardso-
kat dolgoztunk ki, és ezekbdl fékuszélt ve-
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gytlettdrat dllitottunk el§. Az Uj vegyiile-
tek megmért CDK-9-g4tlé hatdsdt figye-
lembe véve, a szerkezeteket tovdbb opti-
malizdltuk. A vegyiiletek hatdsdt CDK
(CDK1,2,3,4,5,6,7, és 9) kindz panelen vizs-
gdlva, CDK9 enzimre szelektiv anyagokat
taldltunk, melyek hatdsa Osszemérhetd
volt az irodalombdl ismert anyagokéval, il-
letve azokat meg is haladtdk (ICs,: 610-27
nM). A vegyiiletcsaldd HIV-1 virus szapo-
roddsdt gdtlé hatdsdt HIV-1 sejtekkel fert6-
z6tt sejtkulttrdban igazoltuk, ezt kovetGen
a hatékony anyagokat szabadalmaztattuk.
A vezet$ molekuldk preklinikai vizsgdlatai
folyamatban vannak. [33] [34]

Koszonetnyilvanitds. A szerz8 koszonetet mond az
idézett miivekben szerepl§ osszes tdrsszerzdnek.
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Karbének szerepe molekuldk reaktivitdsanak

megvdltoztatasdban:
el6allitds, szerkezet — molekulahangolds

Az N-heterociklusos karbének (1. dbra:
NHC) két vegyértékd szénatomot
tartalmazé vegyiiletek, melyek nagy stabi-
litasuk és kiilonleges szerkezeti sajdtsdga-
ik mellett szdmos felhaszndlhatésdguk mi-
att véltak napjaink egyik leginkdbb kuta-
tott vegytiletcsalddjdvd. Elektronszerkeze-
titket megvizsgdlva megdllapithatd, hogy a
szingulett karbének rendelkeznek egy o-
donor betdlétt pélydval és egy arra merd-
leges tires p, pélydval, mely m-akcepor ké-
pességgel rendelkezik. E két pdlya egyiit-
tes jelenlétének koszonhetSen bizonyos
hasonldsdgot mutatnak a kozismerten val-
tozatos katalitikus tulajdonsdggal rendel-
kez6 dtmeneti fémekkel. [1] Igy példdul e
vegyiiletek képesek egy adott molekula
szokdsos polarizdcids viszonyait megval-
toztatni (umpolung), ezéltal stabilizdlva
vagy éppen aktivélva azokat, ezdltal akdr
katalitikus folyamatokat megvaldsitva. Az
egyik leginkdbb vizsgdlt ilyen addukt az
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1. abra. Karbén-aldehid adduktok (1-3), egymasba alakulasuk lehetésége

és a Breslow-intermedier analogok (4)

ugynevezett Breslow-intermedier [2] (1.
abra: 1), mely tobbek kozt aldehidek kar-
bén katalizdlt kondenzdcidjdnak a kulcs
intermediere.

A Breslow dltal mdr az 50-es években fel-

LXXI. EVFOLYAM 7-8. SZAM o 2016. JULIUS-AUGUSZTUS

véazolt mechanizmus szerint [2] a kataliti-
kus ciklus els§ 1épéseként az dltaldban in
situ deprotondlds tjdn elgallitott karbén
betdmad az aldehid karbonil szénatomja-
ra (1. dbra), igy egy ugynevezett kezdeti
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addukt (2) keletkezik, amibél egy proton-
véndorldst kovet§en kialakul a Breslow-
intermedier 1, amiben az eredetileg &*-
karbonil szénatom &--v4 vélik, igy egy md-
sik nukleofillel képes reakcidba lépni (egy
mdsik aldehid esetében a benozinkonden-
zéciordl beszéliink). Noha a folyamat me-
chanizmusdra t6bb mint 50 éve javaslatot
tettek, [2] a reakciéban részt vev§ inter-
medierekrdl hidnyosak az ismereteink. A
kezdeti lépésben kialakul$ hdromféle kar-
bén-aldehid izomer (1-3) prétikus kozeg-
ben kénnyen egymadsba alakulhat egy pro-
tondléddsi/deprotondléddsi lépéssel, azon-
ban erdsen bdzikus, aprotikus reakcioko-
rilmények kozt az dtalakulds egyediil mo-
nomolekuldris mechanizmus szerint valé-
sulhat meg. Kvantumkémiai szdmitdsaink
megmutattdk, hogy az izomerek mono-
molekuldris dtalakuldsdnak a gétja magas
(42,3-70,8 kcal/mol B3LYP/6-311+G** sz4-
mitdsi szinten), egyediil 2-3 kozotti dtme-
net gdtjdra adddott alacsonyabb érték
(23,4 kcal/mol), 6sszhangban, hogy szabad
karbén és aldehid reakcidja sordn 3 kelet-
kezésérdl szdmoltak be.[3] Miutdn egyediil
az inverz polarizdciéval rendelkezd 1 ké-
pes reakcidba 1épni, egy mdsik nukleofillel
megadllapithatd, hogy aprotikus kortilmé-
nyek kozt (gdzfdzisban, er§sen bdzikus
koézegben) nem figyelhetiink meg organo-
katalitikus aktivitdst.[4]

Erdekes médon a Breslow-intermedier-
nek szdmos mds, heteroatomokat is tartal-
mazd analdgja ismert az irodalomban (1.
dbra: 4), melyek kotésszerkezetét eddig
csak toredékesen vizsgdltak. Kvantumké-
miai szdmitdsok segitségével megdllapi-
tottuk, [5] hogy amig az els§ sor elemei (4
Y: szén, nitrogén és oxigén) esetén a ket-
t3s kotéses szerkezet a domindns, 4 Y: fosz-
for és kén esetén az ilides szerkezet domi-
nancidja jelentdsen ng, 4 Y: szilicium ese-
tén pedig egyértelmd az ilides szerkezet
nagyobb sulya. Egy lehetséges H-shift tau-
toméria lehet§ségét is vizsgdltuk, mely so-
rdn karbének képzddhetnek, és megailla-
pitottuk, hogy az dgynevezett abnormadlis
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2. abra. Kiilonb6z6 imidazélium-karboxilatok (5-7) keletkezése 1-etil-3-metil-

imidazoélium-acetat ionos folyadékban

adduktok esetében nitrogén és foszfor ese-
tén lehetséges ilyen egyensly. [5, 6]

Az organokatalizis sordn a fentiekben
alkalmazott azélium sok szamos képvi-
seljének alacsony (100 °C alatti) az olva-
ddspontja, ezért ionos folyadékoknak is ne-
vezik Gket. Lathattuk, hogy az azéliu sék
és a karbének kozt (1. dbra: NHC és NHCY)
a hozzdadott bézis teremtett kapcsolatot,
igy jogosan meriil fel a kérdés, hogy mi tor-
ténik abban az esetben, ha az ellenion ma-
ga is bdzikus karakterrel bir (acetdt, feno-
14t), keletkezhetnek-e az ionos folyadé-
kokban karbének kiils§ bézis hozzdaddsa
nélkiil. Kutatécsoportunk kordbban elmé-
leti dton megjésolta, majd pedig tomeg-
és UV-fotoelektronspektroszkdpia segitsé-
gével ki is mutatta a karbének jelenlétét
imidazélium-acetdt ionos folyadék gézei-
ben. [7] Megdllapitottuk tovdbbd, hogy no-
ha a folyadékfdzisban az ionok kozti kol-
csonhatds nem kedvez a karbénképz8dés-
nek, mégis megfigyelhet§ az e vegyiile-
tekre jellemz§ organokatalitikus aktivitds
benzoinkondenzécié mellett, példdul hid-
roacilezési reakcigban, tovdbbd szén-di-
oxid benzaldehiddel torténd redukcidjdban
is. [8] Ez ut6bbi folyamat melléktermékét,
a szén-monoxidot tobb izben is sikertilt
egyértelmden kimutatnunk IR-spektrosz-
képia segitségével, azonban reprodukal-
hat6sdgi problémdk meriiltek fel. [9]

A szén-dioxiddal valé reakci6t feltehe-
téen nagyban elGsegiti az a tény, hogy az
imidazdliumalapd ionos folyadékok nagy-
mértékben oldjdk mind fizikailag, mind-

pedig kémiailag a szén-dioxidot. Altald-
ban az anionnal vald kolcsonhatds jelentd-
ségét szoktdk hangsulyozni, azonban je-
lentds kation—szén-dioxid kolcsonhatds is
megfigyelhet§ imidazélium-acetdt ionos
folyadékokban. [10] A fizikai oldédds mel-
lett a jelen 1év8 karbéneknek koszonhetd-
en a szén-dioxid kémiailag is oldédik. Er-
dekes mdédon ionos folyadékokban még
magas hdmérsékeleten is csak 5 (2. dbra)
keletkezésérél szémoltak be. Magas nyo-
mdsu és magas hdmérséklet(i kisérletek-
ben sikeriilt 6 és 7 keletkezését megfigyel-
ni, a mechanizmus pontos megértésére ki-
terjedt kvantumkémiai vizsgédlatokat vé-
geztiink.[11]
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gégust is bevonnak.
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