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1. Bevezetés

A modern rakkutatds egyik Uj irdnyzata, hogy a
gyogyszeres kezeléssel a tumoros sejtpopulacié azon kis
részhalmazat célozzuk, mely a hatékony kezelés utan
jelentkez0 problémaért, a daganat kiujulasaért felelés. A
munkank soran célunk az volt, hogy olyan qj
hatéanyagmolekulakat allitsunk eld, amelyek daganatos
betegségekben potencidlisan a rezisztencidt okozo sejteket is
gatolni tudjak, illetve elpusztitjak. Ezt egy olyan fenotipusos
elészlird technikaval kozelitettik meg, melyben szerzett
rezisztenciaval rendelkezé sejtvonalat gatldé hatéanyagokat
kerestiink. A megkdzelités alapja az volt, hogy az érzékeny és
rezisztens sejteket is gatld vegyiiletek rendelkezhetnek olyan
hatasspektrummal, amely a megnovekedett rezisztencidval
rendelkezd rezisztenciat okozd sejtek gatlasdra is alkalmas

lehet.
1.1. A célzott terapiak és a szerzett rezisztencia

A fejlett orszagokban jelenleg minden negyedik
halalesetért a tumoros megbetegedések feleldsek. A daganatok
genomikai hibdkra visszavezethetd betegségek. Amikor egy
normal sejt tumorsejtté alakul, tobb gén szintii valtozas és az

irodalomban talélési faktorként emlitett novekedési faktor



aktivacié kovetkezik be. A daganatterdpia harom f6 aga a
lokalis sebészi és sugarterapia, illetve a szisztémas gyogyszeres
kezelés, a kemoterdpia. A citosztatikumok alkalmazhatosagat
az adja, hogy hatasukat foként a gyorsan osztddo sejteken fejtik
ki,

Ha a sejtek kozott vagy a sejten beliil mikodo
jeltovabbitasi hal6zatnak valamelyik eleme hibasan miikodik, a
keletkezd hamis jel egy jeltovabbitasi kaszkadot indithat el,
ezzel a sejt patologias mitkodését, példaul kontrollalatlan
sejtosztodast valthat ki. A daganatos betegségek jelentOs
részének hatterében jeltovabbitasi problémak, pl. hamis
talélési, vagy proliferacios jelek allnak. A rendellenesen
miikodé szabalyzo elemek ellen fejlesztett hatdbanyagok célzott
terapiat tesznek lehetdvé, hatékonyabba téve ezzel a kezelést és
csokkentve a lehetséges mellékhatasok kockazatat. Ilyen
tulélési faktorok jelatviteli utvonalait célzo, kis molekuldji
tirozinkinaz-gatlészer (TKI) a gefitinib, erlotinib, imatinib,
dasatinib, lapatinib, sunitinib, sorafenib.

A gefitinib az epidermalis novekedési faktor receptor
(EGFR) tirozin kinaz els6 szelektiv gatloszere. Nem Kissejtes
tiidékarcinomaban (NSCLC) a kezelés minden vonalaban
alkalmazzak olyan betegeken, akikben EGFR mutacid
talalhato. A gefitinibet az erlotinib EGFR-gatl6 szer kovette.



Az EGFR gatloszerek hatékonyak az érzékenyitd
mutaciot hordozé6 NSCLC sejteken, de nem hatékonyak a vad
tipusi  EGFR-t tartalmazokon. Az EGFR TKI-okat széles
kortien alkalmazzék NSCLC-ben. Az EGFR aktivalé mutacioit
tartalmazo daganatok jol reagalnak ezekre a szerekre.
Irodalombodl ¢és a klinikai gyakorlatbol egyardnt ismert
probléma a hatékony gefitinib vagy erlotinib kezelés utani
visszaesés, avagy a szerzett rezisztencia. Ez sokféle
mechanizmussal megtorténhet. A betegek 50-60 %-aban ez a
rezisztencia az EGFR-ben torténé T790M ugynevezett
»gatekeeper”  mutacidjaval  valosul meg. Az  egyik,
rezisztenciahoz kapcsolodoan gyakran vizsgalt sejtvonal a
huméan NSCLC PC9 sejtvonal.

A szerzett rezisztencia hatterében az a jelenség allhat,
hogy a tumorsejtek egy kis hanyada mindig taléli a kezelést, és
ezért rezisztens kitjulast vagy attétet okozhat. Ezen sejtek tobb
daganatos atalakulashoz sziikséges tulélési faktort fejeznek Ki
(expresszalnak), €és védettebbek, mint a terdpidra érzeékeny
tumorsejtek, ami a teljes gyogyulashoz vezetd terapiat
meghiusitja. Ezaltal alkalmazkodhatnak és talélhetik még a
sugarterapiat vagy a kemoterapiat, megfeleld koriilmények
kozott kigjulast okozva. Ha a daganatsejt populacionak

meghatarozott mutacidja vagy génamplifikdcidja van, az elsé



generacios tumor nagy része a meghatdroz6 (driving force)
mutaciét célzdé gatld hatdanyagokkal eltavolithatd. Ezt
kdvetden azonban egy masodik generacios populacié ndhet ki,
amelyet egy eddig nem gatolt jelatviteli ut vezérel. Ezeket a
jeleket egyiitt, egyszerre kell gatolnunk, hogy eltavolitsuk az
elsd kezelésre rezisztens sejteket. Mivel a normal szdveti sejtek
nem fiiggenek ezektdl a jelektdl, szelektiv modon tulélhetik a

kezelést.

1.2. A rezisztenciaért felelos, tumor-inicialo sejtek (daganat

ossejtek)

A kemoterapias kezelés soran jelenleg a probléma
altalaban nem csak a hatdanyagra adott elsddleges valasz
hidnydban van, hanem jelentds problémat okoz a hatékony
kezelés utani visszaesés vagy a tumor kiujuldsa, amiben az
ugynevezett tumor-inicialo sejteknek (TIS; tumor-initiating
cells) kritikus szerepet tulajdonitanak. Az irodalom tumor
Ossejteknek (cancer stem cells; CSCs), vagy rezisztenciaért
felelos sejteknek is emliti Oket. A klinikai fejlesztés sordn a
tumort legnagyobb mértékben csokkentd szereket részesitették
elényben. Ez a mddszer azonban figyelmen kiviil hagyja, hogy
ezeket a kezeléseket leginkdbb épp a tumor-inicidlo sejtek élik

tul. Ezek a daganatsejtek tumorképzddést inditanak, inicialnak,



azaltal, hogy Onmegujitason ¢és elkdtelezodésen mennek
keresztiil, hasonloképpen, mint a normal Ossejtek. Az igy
keletkezd gyorsan o0sztdodd, érett daganatsejtek nem
rendelkeznek ezekkel a tulajdonsagokkal. Jellemzdjik az
onmegujitas, nem pedig a magas a proliferacios képesség.

Az ¢érett daganatsejtekkel ellentétben ezen sejteknek
magas a kolonizalo képességiik. Immunszupprimalt egerekbe
emberi daganatszovetbdl szarmazo sejtszuszpenzidt injektalva
ezen sejtek nagyobb aranyban képesek a kolonizaciora illetve
tumorképzésre.

A 90-es évek kozepén John Dick és munkatarsai
beazonositottak egy lehetséges daganatdssejt hierarchiat, ami
kovette a normal haematopoetikus dssejt hierarchigjat.

A leukémiaban kimutatott hierarchikus szervezddés
mint4jara hasonld modelleket vizsgaltak szolid tumorokban is,
TIS-ekkel a hierarchia tetején. (eml6tumor, agydaganat,
vastagbélrak, = melandéma, hasnyalmirigy-, prosztata-,
petefészek-, maj-, tid6-, gyomorrak, fej-, nyak rak,
mesenchymalis sejtek).

A tumor-inicidlo sejtek azonositdsdra tobb marker
alkalmazasa ismeretes. llyen markerek: CD133 glikoprotein,
CD44 antigén, aldehid dehidrogenaz-1 (ALDH1) enzim,
ABCBI1 és ABCG2 transzporterek, BMI1 onkogén.



A citotoxikus agensek vagy ionizdldé sugarzas
hatasossdga gyakran a belsé vagy szerzett rezisztencia
fiiggvénye. A TIS-ek rezisztenciajat szabalyoz6 jelatviteli utak
terapias célpontul szolgalhatnak. Az irodalomban eddig leirt
onreprodukalo jelatviteli utak kozé tartoznak: Wnt, Hedgehog
utvonal, Notch utvonal, BMI1, PTEN, BMP, TGF-B. A
sejtfelszini  markerek  (CD133") alapjan  kivéalogatott
rezisztenciat okozd sejtek Akt kindz gatlasanak hatasara
nagyobb érzékenységet mutatnak, csokken a migracids és
invazios készségiik és ezek sejtek proliferacioja és tulélése az

Akt kinaz aktivacidjahoz kothetd.

2. Célkitiizések

A munka soran j, szabadalmaztathato
gyogyszerhatoanyag-molekulak  eldallitasan  dolgoztunk.
Célunk az volt, hogy olyan szerkezeteket talaljunk, amelyek
daganatos betegségekben potencialisan rezisztenciat okozo
sejteket is gatolnak. Ezt egy olyan eldsziird technikaval
kozelitettiik meg, melyben szerzett rezisztenciaval rendelkez6
sejtvonalat gatlo hatoanyagokat kerestiink. Néhany igéretes
molekulat a  rezisztencia-okozé  sejtek  gatlasanak

modellezésére hasznalt klonalitas tesztben vizsgaltunk.



Eldallitottuk a hatékonynak bizonyulé pirido[2,3-
b]pirazin alapszerkezet szamos szarmazékat. A szintézis soran
az alapszerkezet két féle regioizomerjének keletkezésére van
mod. Célunk volt a kivant, bioldgiai hatassal rendelkezo
szarmazék  szerkezetének  igazoldsa, ¢és a  reakcid

szelektivitasanak optimalizalasa.

3. Médszerek
3.1. Bioldgiai modszerek

Az elészlirés soran in vitro modellben szerzett
rezisztenciaval rendelkezd sejtvonalat gatldé hatéanyagokat
kerestiink. Olyan anyagokat tehat, melyek nem csupan
erlotinib-érzékeny, de az erlotinib rezisztenciaért felelds,
szerzett EGFR mutaciét tartalmazé NSCLC sejtvonalon is
hatnak. Fenotipusos sziirés soran PC9 sejtvonalat ¢s PC9-ER

erlotinib-rezisztens variansat hasznaltuk.

3.2. Az Aktl Kkinazgatlé hatasqa referenciaanyagok
eloallitasa

Vegyiilettarunk  részeként, referencia  anyagnak,
eldallitottam harom, irodalomb6l mér ismert kindzgatlo hatasa
vegyiiletet. A vegyiileteket ismert Aktl kinazgatld hatasuk
miatt valasztottuk ki. Az A-674563 (1), A-443654 (2) 2,3,7-



tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazint (3) vegyiileteket (1. abra)

irodalmi modszer alapjan allitottam eld.
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1. abra. Aktl kinazgatl6 hatdsu referenciaanyagok

3.3. Az ismert anyagok szerkezetének kombinalisa uj
szarmazékok tervezéséhez, és fokuszalt vegyiilettar
eléallitasa az uj szerkezet koré

Az 1 és a 3 vegyiilet szerkezetét kombinalva 1j tipusu
vegyiiletet terveztem (29a) (2.4abra). Ezen szerkezet
szubsztituenseit valtoztatva fokuszalt vegyltilettarat allitottam

eld (3. abra).
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2. abra. Uj szerkezet szarmaztatasa ismert Akt kinazgatlo

anyagok szerkezetébol.

HO OH

o 48% HBr, DMSO o)

N ) N
48-60 °C, 6,5 ¢ra

25
o)
(PPh,),Pd(I1)CL,, I J%
,/XD/BT vizmentes DMF, CH,COOK ,,X]@/ B~o
N, N, X=NvagyC, Y =CvagyN
% Y

88-95 °C, 24 6ra

28a-b

10



1

EtoH B o N R
‘ = 7 5

N~ ONT R

R! = H vagy aril 24, 26a-d,
R? = H va 27a-p
gy aril

(dba),Pd(0)

(PPh,),Pd(0)
Na,CO,.aq
/O\B/Ar

|
o)

R

R =Hvagy pinakolat g

1
1
P = N R
N ONT R XN
29a, 30a-d, 31a-t, N N R
32a-b, 33a-v, 34a-c

H
N N
\ N N
a,S.9H,0, \
X X 2 2 N
DMF/EtOH TN
= 7
N N - N/ N/
o)
N NH
33 o 35

80-85 °C, 6 6ra

vizmentes DKM/THF
forralas, 7 + 24 6ra
R3 =Br, Ar 36a-c, 37a-¢, 38
27Kk, 33i
Q=NvagyO

3. abra. Szabadalmaztathat6 szarmazékok altalanos el6allitasi
sémaja.
A referenciaanyagok szerkezetébdl kombinalt ij szarmazék

(29a) szubsztituensein az alabbi modositasokat végeztem:

I. 2-es helyzetli hidrogén helyettesitése aromdas- vagy

heteroaromas-gytirtikkel;
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Il. 3-as helyzetli fenil-csoport cseréje heteroaromas-
gyurikre, illetve szubsztitualt fenil-csoportra; tovabba lehet
szubsztitualatlan a 3-as pozicCio;

I1l. 7-es helyzetii metilindazol gylrii helyettesitése mas

aromas ¢és heteroaromas gyurtkkel.

Az alapszerkezetet a felsorolt pontokon moddositva
vizsgaltuk annak hatdsat a bioldgiai eredményekre. A legjobb
hatdsu szarmazékokat kivalasztottam, és ezek szerkezetét
vettem alapul a kovetkezd0 modositashoz. Ilyen iteracios
ciklusokon  keresztiil  jutottam a  leghatékonyabb

szarmazékokhoz.
4. Eredmények

4.1. PC9, PC9-ER sejtek osztodasanak gatlasa

Az erlotinib ECsy értéke az altalunk hasznalt
rendszerben 0,005 uM volt a PC9 sejtvonalon és 5,65 uM PC9-
ER sejtvonalon. Meghataroztuk tovabba a két referencia
vegyiilet ECsp értékét (A-674563: PC9 - 0,91 uM, PC9-ER -
5,65 uM; 3: PC9- >30 puM, PC9-ER - 15,64 pM).

A legjobb hatas  vegyiilet 2-es helyzetben
szubsztitualatlan, 3-as helyzetben 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-
6-il csoportot, 7-es helyzetben pedig 1H-indol-5-il csoportot
tartalmaz (33m, ECso PC9: 0,09 uM; PC9-ER: 0,15 uM).

12



Szerkezet-hatas osszefiiggés
A bioldgiai hatasért felelds szerkezeti elemek:

a) a pirido[2,3-b]pirazin alapvaz 2-es pozicidja

szubsztitualatlan;

b) 7-es helyzetben 1évé szubsztituens 4-indolil, 5-indolil
vagy 5-indazolil heteroaromas gyliri, aminek az 1-es
pozicidban 1évé nitrogénje szubsztitudlatlan, tehat a megfeleld

pozicioban 1évé NH esszencialis;

c) a 3-as pozicioban a vizsgaltak koziil a legjobb
hatassal a 33m vegyiiletben talalhato 2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-il-csoport  rendelkezik. A  3-as  helyzet
szubsztitualatlansaga és a vizoldhatosag javitasa céljabol a 3-

fenil-csoportra bevitt oldallancok rontottak a hatason.

4.2. A kondenzacids reakcié regioizomériajanak vizsgalata,
szelektivitasanak optimalizalasa és a regioizomerek

azonositasa

A felallitott szerkezet-hatas Osszefiiggésbodl kidertilt,
hogy a hatast jelentésen befolyasolja, hogy a pirido[2,3-
b]pirazin alapvaz pirazin gylrije 2-es, 3-as vagy mindkét
pozicidban szubsztitualt-e. A reakciokoriilményeket ugy

optimalizaltuk, hogy szelektiven a kivant izomer keletkezzen.
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crer

keletkez6 két izomer (7-brom-2- vagy 3-[4-(piperidin-1-
il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin) katalizator nélkdl,
szobahOmérdsékleten 0sszemérhetd mennyiségben keletkezett
(4. abra), igy az ezek aranyat befolyasold tényezdk
szignifikansan vizsgalhatoak voltak. Az izoméria viszonyokat

LCMS mérés segitségével kovettiik.

‘ = —
N N
HO OH N
27m

R EE— +
22 25 Br\(j’\‘j/@
N/ N/
27n

4. abra. A vizsgalt kondenzacidban két féle regioizomer

keletkezésére van lehetdség.

A homérséklet hatasa a regioszelektivitasra

Az oldatban végzett reakciok szokdsosan alkalmazott
reakcidhOmeérséklet-tartomanyaban végeztem a vizsgalatokat:
-25 °C, 0 °C, szobahomérséklet (22 °C), 70 °C és 120 °C. A
szelektivitas a hdmérséklet csokkentésével nott.

70 ¢és 120 °C-on bomlastermékek megjelenése volt

tapasztalhatd. Analitikai vizsgalatok alapjan kideriil, hogy 25
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kiindulasi anyag bomlasterméke (2,5 6ra, 70 °C) a 4-(piperidin-
1-il)benzoesav (39) volt.

Szobahémérsékleten a reakcio teljes lejatszodasa elott a
kondenzacié vizeliminaciét megel6zé koztiterméke volt
azonosithaté a kromatogramon.

0°C-on a szelektivitdas nétt, de a reakciosebesség
jelentésen csokkent. Tovabb csokkentve a homérsékletet,

-25 °C-on a reakcid 60 nap utan gyakorlatilag megallt.

A sav-bazis katalizis hatasa a regioszelektivitasra

A sav és bazis katalizis szelektivitasra gyakorolt hatasat
DMF oldathan vizsgaltam. 10 % DBU a 25 dioxo-vegyiilet
részleges bomldsat okozta. A kordbban beazonositott 39
bomlastermék mellett az oxo(4-piperidin-1-ilfenil)ecetsav (40)
megjelent.

Ot ekvivalens ecetsav a 27m:27n izomer ardnyt 58:42-
r6l 70:30-ra valtoztatta. Ezutdn az oldoszert lecserélve a
reakciot ecetsavban végeztem. Még magasabb szelektivitas
volt elérhetd erésebb sav — TFE oldoszerként valo
hasznalatakor. Nem csak a szelektivitas volt novelhetd a savas
oldoszerek alkalmazasaval, de a reakcioidd is lecs6kkent. A

DMF-fel higitott THE oldoszerben a szelektivitas csokkent.
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Az eldbbiek értelmében az alacsonyabb homérséklet

noveli a szelektivitast, ezért vizsgaltam az izomerek aranyat

TFE-ben, 0 °C-on. 27m:27n 98:2-nek adodott.

A regioizomerek azonositasa

A regioizomerek jellemzése HPLC retencits idejiikkel
¢s az NMR spektrumaikkal tortént. Tomegspektrometrids
fragmenseikben és az UV spektrumaikban nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség. 27m izomer szerkezetét rontgen

krisztallografidval is bizonyitottuk.

4.3. Klonalitas vizsgalat

Hét vegyiiletet, melyek mind a PC9, mind a PC9-ER
sejtvonalakon jo hatast mutattak, klonalitas tesztben vizsgaltuk
HCC827 EGRF mutaciot tartalmazo sejtvonalon. Kontrollként
a gefitinibet hasznaltuk. A mérés eredményeképpen azt
talaltuk, hogy a kontrollként hasznalt, klinikumban alkalmazott
EGFR gatlo gefitinibhez képest (23,08 %) a 33r (4,14 %) és
33a (3,32 %) vegyiiletek kozel egy nagysagrenddel kevesebb
tuléld, klonkeépzésre alkalmas, rezisztens sejtet eredményeztek

a kezelés utan.

4.4. Az eléallitott szarmazékok Aktl, EGFR kinaz-gatlasa

és kinaz-gatlo profilja
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A két tumoros sejtvonal EGFR mutans sejtvonal volt, a
kiindulasi molekulank pedig két Aktl gatlé hatasu vegyiilet
szarmazéka. Néhany fontosabb vegyiiletet megvizsgaltunk vad
tipusu, L858R ¢és L8S8R/T790M mutans EGFR biokémiai
tesztekben, Aktl kindzon, tovabba a 33a vegylilet széles kort
kindz profilja is fel lett tarva. A rezisztenssé valo sejtek
gatlasdnak hatdsmechanizmusa nem ezen enzimek gatlasan
keresztiil valésul meg. A hatasmechanizmus felderitése tovabbi

kutat4si munkat igényel.
5. Kovetkeztetések

Az értekezésben bemutatott eredmények alapjan a kovetkezd

megallapitasokat tehetjiik:

1. Eloallitottam az A-674563, az A-443654 jelti Aktl-gatlo
hatasu anyagot, a 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin Akt-
gatlo  hatdsu  anyagot, ¢és ezek  szerkezetének
kombinalasabol a 7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-3-
fenilpirido[2,3-b]pirazint. Ennek  szubsztituenseit az
alapgytirti 2, 3 és 7 pozicidiban valtoztattam. A szintetikus
munka soran eléallitottam Osszesen hatvanhdrom darab Uj

molekulat.
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2. A vegyiiletek bioldgiai hatasossaga alapjan — erlotinib-
érzékeny ¢és -rezisztens PC9 sejtek gatlasa — ot fejlesztési
ciklusban hataroztam meg szerkezet-hatas osszefiiggést. A
hatasért felelds szerkezeti feltételek: a) a pirido[2,3-
b) a 3-es pozicidban 1évé szubsztituensek koziil a legjobb
hatassal a 2,3-dihidro-1,4-benzodioxinil rendelkezik a
vizsgaltak koziil; €) a 7-es pozicidoban a nitrogén tartalmu,
4> és 5°-0s helyzetben kapcsolodo, 1°-es helyzetben
szubsztitualatlan, [5+6] tagl heterociklusos gytirtik (indol,

indazol) voltak hatasosak.

3. Vizoldhatosdg javitdsa céljabol bazikus oldallanccal
rendelkezé szarmazékot is eldallitottam, &m ezek némileg
csokkentettek a vegyliletek hatasossagat. Az alifas amint
tartalmazd szarmazékok vizoldhatésdga javult a 31n

kiindulasi vegytilethez képest.

4. A regioizomereket eredményezd kondenzacios 1épésben a
jobb biologiai hatasu izomer koztiterméke szelektiven
eléallithatdo 0 °C-0s, TFE-s oldatban. A savas kozeg a
szelektivitas mellett a reakcido sebességet is noveli. A
regioizomerek szerkezetét NMR és

rontgenkrisztallografidval egyértelmiien igazoltunk
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5. A legjobb hatasu vegyiilet 33m vegylilet nagysagrendileg
ugyanolyan mértékben gatolta az erlotinib-érzékeny
sejtvonalat, mint az erlotinib, de az erlotinib-rezisztens
sejtvonalat tobb, mint 30-szoros mértékben. Ez alapjan
kijelenthetjiik, hogy sikeriilt olyan anyagot talalnunk,
amely az erlotinib-érzékeny és az erlotinibre-rezisztensé

valo sejtvonalak gatlasara egyarant alkalmas.

6. Klonalitds tesztben azt vizsgaltuk, hogy a szerzett
rezisztenciaval rendelkezd sejteket gatld anyagok milyen
mértékben képesek gatolni a HCC827, EGFR mutaciot
tartalmazo sejteket. A legjobb anyagok a gefitinibhez
képest kozel egy nagysagrenddel hatasosabbnak

bizonyultak a klonképz6 sejtek szamanak visszaszoritasara.

A doktori munkdm soran feltart szerkezet-hatas
Osszefiiggés, a molekuldk bioldgiai hatékonysaga €s a szintézis
soran problémaként fellépd regioszelektivitas optimalizalasa
lehetdvé teszi, hogy ezen szubmikromdlos gatldszerek igéretes
lehetdséget  nyQjtsanak 1)  tumorellenes  gyogyszerek

kifejlesztéséhez.
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