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Uj kombinatorikus fehérjemarker molekulakonyvtarak, eljaras azok eldallitasara és

alkalmazasara
ComGenex Rt Budapest—

A talalmany targya kombinatorikus fehérjemarker molekula konyvtarak, amelyek
egy ko6zos molekularis vaz koril kiilonbozd tériranyu poziciokban egy oldallancon
keresztiil kapcsolt mdédon kémiai vagy fotokémiai uton aktivalhatd csoportokat - riporter
csoportokkal egyiitt vagy anélkiil - tartalmaznak.

A talalmany tovabba kombinatorikus marker egység konyvtar, amely kémiailag
vagy fotokémiailag reaktiv marker csoportokat, riporter csoportokat és kilonbozd tipusu
oldallancokat egy kozos molekularis-, elénydsen lizin-alapi, vazon variabilisen
tartalmaz.

A talalmany tovabba kombinatorikus kémiai panyvazasi eljaras, amely abban all,
hogy szerkezeti diverzitas, illetve fehérje-k6tddési hatékonysag szempontjabol optimalis

pozicioban helyezik el az egy végcsoporttal, elonyosen amino csoporttal rendelkez6

N

oldallancot, amelyhez, kivant esetben marker egységet kapcsolnak.

KOZZETETELI PELDANY



' (X} .

ELSOBBSEGI PELDANY | Q0710

KOZZETETELI PELDANY

Szolgalati talalmany

Uj kombinatorikus fehérjemarker molekulakonyvtarak, eljaras azok eloallitasara és

alkalmazasara

ComGenex Rt., Budapest

Feltalalok:
dr. Darvas Ferenc, vegyészmérnok, Budapest 5%,
dr. Urge Laszl6, vegyész, Budapest 5%,
Bucsai Agota, vegyészmérnok, Budapest 23%,
dr. Béres Mariann, vegyész, Budapest 16%,
dr. Dorman Gyorgy, vegyészmérnok, Budapest 35%,
dr. Krajcsi Péter, vegyész, Budapest 4%,
dr. Nagy Tamas, vegyészmérnok, Budapest 6%,
Szalay Daniel, villamos iizemmérnok, Budapest 3%,
dr. Kalman Ferenc, vegyészmérnok, Budapest 3%.

A bejelentés napja: 2002.07.10.



A talalmany targya 0j kombinatorikus fehérjemarker molekulakonyvtarak, eljaras
azok eldallitasara és alkalmazasara.

Ismert, hogy a human genom feltérképezése eredményeként tobb ezer aj fehérje
var azonositasra. A fehérjék potencialis gyogyszertargetként vald azonositasa az
elkovetkezd évek legfontosabb gyogyszerkutatasi kihivasa. Szamos moédszert dolgoztak
ki, amelyek a genom altal azonositott 1) fehérjék betegség allapottal valdo kapcsolatat
allapitjak meg, ilyen példaul az 6sszehasonlitdo 2D elektroforézis (A. Gorg, Proteomics,
2000, July 3), illetve az izotopos jelolés tomegspektrometriaval kombinalt modszerei.
(S.P. Gygi et al, Proteomics, 2000, July 31).

A fenti moddszerek szamos esetben nem vezetnek eredményre, példaul kis
koncentracioban jelenlévé fehérjék esetén, valamint a nagyszamu fehérje egyiittes
elvalasztasa, detektalasa és felbontoképessége és azonositasa is nehezen megoldhato. Uj
technologiai megoldasokra tovabba a legfontosabb igényt az jelenti, hogy nem elegendd a
betegségallapottal kapcsolatba hozhato fehérjét azonositani, hanem annak funkciojat
befolyasolni képes kis molekulak felfedezése a gyogyszerkutatas valodi célja.

Kismolekulak kotddése egy adott fehérjéhez egyben annak gyogyszer célpontta
(targetta) valasat (drugability: gyogyszerelhetdség) is validalja azaltal, hogy kismolekula
egyaltalan képes kotddni hozza, tovabba kiegészitd expresszids vizsgalatokkal azt is
bizonyitani lehet, a kotddés utjan a betegségallapot befolyasolhato-e, ami a fehérje
funkcidjat is igazolja (G. Dorman, et al. Current Drug Discovery, 2001, 1, 21-24). Ismert
és ismeretlen ligandumok segitségével ismert ill. még azonositasra vard fehérjék affinitas
alapu tanulmanyozasara és jellemzésére szamos lehet6ség nyilik a mellékelt matrix

alapjan:
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A kombinatorikus kémia kifejlodésével, ahol az épitdkoveket azok minden
lehetséges kombinaciojaban csatlakoztatjuk egy kozponti szerkezeti elemhez, lehetoség
nyilt nagy szamu 1j kismolekula, illetve a korabban ismert hatasos gyogyszermolekulak
nagyszamu analogjainak eldallitasara.

E felismerés eredményeképpen uj, illetve mar ismert fehérjék hatékony
azonositasa, osztalyokba sorolasa nagyszamu kismolekulaval val6 affinitas alapu
kolcsonhatason keresztiil az elébbi matrix szerint tomegszertien valt lehetségesse és ezt
bioanalitika és bioinformatika robbanasszert fejlodése is tamogatta.

Mivel az affinitas alapu modszerek elsdsorban az Gjonnan felfedezett gének altal
kodolt fehérjék azonositasat, illetve funkcionalis validalasat tobbnyire szintetikusan
eldallitott szerves kismolekulak alkalmazasaval végzik el; ezt az 0j megkozelitést kémiai
genomikanak, illetve proteomikanak nevezték el.

Egyébként az affinitas alapii modszerek fehérjék izolalasara és azonositasara mar

korabban alkalmazast nyertek.



Az affinitas kromatografiaban kismolekulak cellulozhoz, illetve kiilonb6z6
polimerekhez kikotve un. affinitas oszlopokat eredményeznek, amelyeken a fehérje
keveréket keresztil aramoltatva azok a kismolekulakhoz valé kotddési erdsségiiktol
filggden killonbozo sebességgel, elkiiloniilve tavoztak az oszloprol.

A masik affinitas alapti modszernél az affinitas jelzésnél egy reaktiv marker
csoport altal specifikus kémiai vagy fotokémiai reakcid jatszodik le, melynek
eredményeként egy stabil kovalens kétés épiil ki a fehérje és a ligandum kozott, aminek a
legnagyobb elénye az, hogy az addukt stabil marad a fehérje denaturalasat kovetden is €s
ezzel a ligandum és a ligandumhoz kapcsolodo jelhordozéd (un. riporter csoportok) a
fehérjéhez (annak koétohelyéhez) kapcsolt allapotban maradnak.

Valojaban az affinitas jelzési technika lényegi eleme ez, és amennyiben a
ligandum tartalmaz egy un. riporter csoportot, egy cimkét (jelzést) juttat célba a kovalens
addukt képzddése révén. Az un. “riporter” szerkezeti egység vagy csoport lehet
fluoreszcens, radioaktiv, biotin, spin vagy mas jelz0 egység. (A “riporter” csoport
elnevezés arra utal, hogy ezen keresztil nyerhetiink informaciét konformaciorol,
kotodésrdl, stb.).

A kémiailag aktivalhato csoportok (pl. aziridin, epoxid) esetén a ligandum vagy
szubsztrat - még miel6tt kotési helyzetbe keriilne - gyakran elreagal nem-specifikus
modon a nukleofilekkel.

A fotokémiailag aktivalhato csoportok (fotoforok: pl. benzofenon, aromas azidok)
elterjedése annak koszonhetd, hogy tavolrol iranyithatd, ’tiszta reagensek’ és szamos
elényos tulajdonsaggal rendelkeznek a pusztan kémiailag reaktiv csoportokkal szemben.
Igy, ,sotétben” stabilak és a biologiai nem-kovalens kotési helyzetben, csak a
tanulmanyozo beavatkozasa (fénybesugarzas) hatasara, jol id6zitheté moédon torténik
meg a kovalens kotést eredményezd fotokémiai reakcid. (Dorman Gy., Fénnyel
aktivalhatd biologiailag hatékony vegyiiletek, Kémia Ujabb Eredményei, 89. Kotet,
Akadémiai Kiadd, 2001). Fontos feltétel, hogy a fehérjét kevéssé karositd hullamhossza
(>350 nm) fényirradiacio alkalmas legyen a gerjesztésre.

Normal esetben a kombinatorikus konyvtarak tervezésekor mind a kémiailag ill.
mind a fotokémiailag aktivalhato csoportok alkalmazasat altalaban kerilik, éppen azon

tulajdonsagok miatt, hogy biologiai kétési helyzetben konnyen reagalnak a fehérjével.



Talalmanyunk azon a felismerésen alapul, hogy a kemogenomikai alkalmazasban
a kombinatorikus konyvtarakat, ha megfeleld6 modon kémiai vagy fotokémiai affinitas
jelzé csoportokkal latjuk el, lehetdség nyilik nagy tomegli biologiai affinitas alapu
informacié gyors megszerzésére, kotési profilok meghatarozasara, célfehérjék gyors
osztalyba sorolasara, kedvezd esetben kozvetlen azonositasara, nagyateresztoképességu
biologiai szirérendszerekben val6 felhasznalasra.

Meglepé6 modon a kombinatorikus marker konyvtarak eldallitasa soran azt
talaltuk, hogy igen elonyos, ha a kémiailag ill. fotokémiailag reaktiv marker csoportokat
(pl. fotofért) és a riporter csoportokat egy un. marker egységben csatlakoztatjuk a
konyvtarhoz, egyetlen, parhuzamos, robotizalhato Iépésben az elére kiilonbozo
diverzitasu pontokban kiépitett funkcids csoportokon keresztil. A funkcids csoport lehet
kozvetleniil a molekularis hordozon vagy elonyosen egy un. kapcsold oldallanc (panyva)
végcsoportjaként helyezkedhet el.

Riporter Csoport
Marker egység

L-Marker csoport
(Fotofér)
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A fentiek alapjan a talalmany targya kombinatorikus fehérjemarker molekula
konyvtarak, amelyek egy kozos molekularis vaz koril kiilonbozo tériranyt pozicidkban
egy oldallancon keresztiil kapcsolt modon kémiai vagy fotokémiai uton aktivalhato
csoportokat - riporter csoportokkal egyiitt vagy anélkiil - tartalmaznak.

A talalmany tovabba kombinatorikus marker egység konyvtar, amely kémiailag
vagy fotokémiailag reaktiv marker csoportokat, riporter csoportokat és kiilonb6z6 tipusu
oldallancokat egy ko6zos molekularis-, elényosen lizin-alapu, vazon variabilisen
‘ tartalmaz.

A talalmany szerinti konyvtar marker-csoportokként benzofenon-, nitro-fenilazid-
csoportokat,  riporter-csoportként  biotin-,  fluoreszcens-csoportokat,  valamint
oldallancként telitett szénlancot, ill. polietilén-glikol egységeket tartalmaz.

A talalmany tovabba kombinatorikus kémiai panyvazasi eljaras, amely abban all,
hogy szerkezeti diverzitas, illetve fehérje-kotddési hatékonysag szempontjabol optimalis
pozicioban helyezziik el az egy végcsoporttal, eldnyosen amino csoporttal rendelkezo
oldallancot, amelyhez, kivant esetben marker egységet kapcsolunk.

A taldlmany a fenticken tOlmenGen panyvazott kombinatorikus konyvtarak
alkalmazasa nem-kovalens modon affinitas alapui biopolimer, elényosen fehérje és
kismolekula, igy ligand, szubsztrat és masok kolcsonhatas-vizsgalatara kozvetlen vagy
szilard hordozohoz kotétt formaban, elényosen affinitas kromatografia vagy kémiai
mikroarrayk, mikrochipek felhasznalaséaval.

A talalmany szerinti szilard hordozohoz kotott panyvazott vegyiiletek
alkalmazhatok makromolekulak, elényosen fehérje és kismolekula kolcsonhatas-
vizsgalatara, olyan moédon, hogy mas technikaval kialakitott mikrochipekhez vagy
mikroarraykhez rogzitett molekulak vizsgalatara kidolgozott protein, DNS vagy
barmilyen leolvasé chipek hasznalatara kialakitott protokollokban, eljarasokban
hasznaljuk.

A talalmany ezen kiviil robotizalt parallel derivatizalasi eljaras, amely abban all,
hogy az oldallincot vagy kozvetlenil a marker egységet a molekulakonyvtar

intermedierjeihez kapcsoljuk.
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A talalmany tovabba HT bioldgiai teszt alkalmazasa, amely szovetkeverékbol
nagyszami minta parhuzamos affinitas jelzését teszi lehetové, beleértve a kovalensen
kotott fehérjék detektalasat, elkillonitését.

A talalmany tovabba HT analitikai modszer alkalmazéasa, amely alkalmas a
kovalensen kotott fehérjék tomegspektrometrtias modszerekkel vald szekvenalasara és
ismert szekvencia adatbazisokkal val6o 6sszehasonlitasra.

Talalmanyunk alapjan olyan egyszeri marker egységek kombinatorikus
konyvtara alakithatdo ki, amely alkalmas megfeleléen eldkészitett kismolekula
kombinatorikus  konyvtarakhoz, parhuzamos, robotizalt moddon tomegszeriien
kapcsolodni. A marker egység konyvtara valojaban kulonbozo tipusi kapcsold oldallanc,
(foto)reaktiv csoport, kiilonbdz6 riporter csoport lehetséges 6sszes kombinacidja.

Elényosen ez egy lizin-alapu elagazo rendszert alkot, ahol a marker, és riporter
csoportokat, valamint az oldallanc mindségét lehet varialni.
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A talalmany szerinti marker konyvtarak kombinatorikus affinitas ligandumok
tervezésére is alkalmasak. Megallapitottuk, hogy az alabbiakat kell biokémiai
szempontbdl figyelembe venni az affinitas ligandumok tervezésénél:

1. Az affinitas alapi probavegyiletek kotddése varhatéan ugyanazon a helyen
kovetkezzen be, mint az azt nem tartalmaz6 modositas nélkili vegyiiletek esetén, és
biologiai aktivitasuknak legalabb egy nagysagrendben kell lennie azzal,

2. A kovalens kotés kialakitasa és az azzal jard irreverzibilis aktivalas vagy inaktivalas
legyen aranyos a riporter csoport altal kozvetitett jel intenzitasaval azaz a
kotéfehérjén kiviill minimalis legyen a nem-specifikus jelzés.

3. Fotokémiai aktivalas esetén a fény gerjesztési hullamhossz ne karositsa a fehérjét
azaz ne legyen kisebb, mint 320 nm, valamint ezen a hullamhosszon a emax (molaris
extinkcios tényezo) értéke magas legyen.

4. A kovalens addukt stabil legyen a kémiai és enzimatikus fehérje fragmentalas
koriilményei kozott. Ez az alkalmazott kémiai vagy fotokémiai reaktiv csoportok
sajatos mechanizmuséaban rejlik.

5. A fehérje kovalens modositasa legyen lehetoség szerint valamilyen mértékben pont-
ill. régi6 szelektiv, ami egy vagy két szomszédos aminosav jelzésével egyetlen
modositott vagy jelzett fehérje fragmenset szolgaltat, és ez a fehérje azonositasat
megkonnyiti, az MS alapu szekvencia azonositasa ill. a szekvencia adatbazisokkal
val6 6sszehasonlitasa altal.

A talalmany szerinti affinitas jelzés soran a célfehérjét tartalmaz6 szévetpreparatumot
inkubaljuk révid ideig a ligandummal. Kémiailag aktivalhaté csoportok esetén a
keresztkotés kozvetleniil kialakul, mig fotoreaktiv csoportok esetén, ha ezt "sotétben"
végezziik az igy kialakulé nem-kovalens kotést a fényérzékeny csoportnak megfeleld
hullamhosszii lampaval megvilagitva jatszodik le az adott csoprtra jellemzé fotokémiai
reakcié és irreverzibilis kotés épiil ki a receptor és a ligandum kozott. Ez a kotés a
riporter csoport altal detektalhato tobbféleképpen:

Mivel a ligandummal egyiitt a megfelelé riporter csoport is beépiil a fehérjébe, (a
kotdhely régidjaba), igy az aktivitast nem mutato polipeptidektdl konnyen

megkiilonboztethetjik a ligandum kot6 fehérjét/fehérjéket.



Biologiai jellegii riporter csoportok a detektalason kiviil alkalmasak elvalasztasra is
pl. biotin egységet tartalmazo fehérje — ligandum adduktot avidin affinitas oszlopon
konnyen elkiilonithetok. Az elkilonitett fehérjéket enzimatikus ill. kémiai modszerekkel
kisebb szakaszokra bonthatjuk, amelyeket vagy tomegspektrometrias vagy klasszikus
szekvencia analizisnek vetjiik ala. Amennyiben a kotohelyet tartalmazo fehérje fragmens
ismert, akkor jelzés nélkiil kozvetleniil az MS fragmentaciés mintazatbol (fingerprint)
lehet meghatarozni a kétShely pontos helyét elhelyezkedését.

A talalmany szerinti kémiailag vagy fotokémiailag reaktivva alakitott ligandumokkal
valo affinitas alapu koélcsonhatasi kisérlet 5 szinten ny(jt infomaciot:

e Azonosit egy fehérje- ligandum kolcsonhatast egy adott lizatumban,
szovetpreparatumban, ahol a ligandummal interakcioba 1€p6 fehérje lehet ismert vagy
ismeretlen funkciojn, de szekvencidja azonosithatd a human génallomany DNS
szekvencia adatbazisai altal,

e Azonositani lehet a fehérjén beliil a kotdhelyet tartalmazo régiot,

e Azonositani lehet a fehérjén beliil a kotohely aminosav sorrendjét, tobb nézetbdl is,
ami alapjan a két6hely minimum aktiv fragmense meghatarozhato,

e Irreverzibilis aktivalas ill. inaktivalas altal azonositani lehet kedvezo esetben a fehérje
funkciojat, szerepét a sejtek kozotti ill. sejten beliili kémiai kommunikacioban,

e Adott fehérje kifejezddési (expresszios) szintjének megallapitasara alkalmas betegség
allapotban ill. egészséges allapotban,

e nem funkcionalis, transzport folyamatok jellemzése pl. efflux pumpak (MDR).

A taldlmany szerinti megoldasban a reaktiv marker csoportokat/ egységeket
kapcsoljuk a varhatoan bioldgiailag aktiv vegyiilethez. Mint ismert, az affinitas jelzd
analogonok egy csoportjdban (un. exo-tipusi panyvazott ligandumok esetében;
elnevezést lasd: Baker: Design of Active Site Directed Irreversible Enzyme Inhibitors,
1967, John Wiley & Sons, Inc..:New York.) a fényérzékeny csoport egy oldallancon at
kapcsolodik a ligandumhoz, ez a modszer a receptor elkilonitésénél elényds. Mig olyan
esetekben, amikor a reaktiv csoport a farmakofor része mimikalva annak szerkezeti
egységeit, a receptor kotdhely pontos feltérképezése (“mapping”) valik lehetségessé

(endo-tipus). Az exo-tipusu affinitas probavegyiilet esetében a reaktiv csoportot tavol a
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farmakofortdl sztérikusan flexibilis helyen kell bevezetni, hogy ne valtoztassa meg a
A talalmany szerinti reaktiv marker probavegytiletek szintézisénél az alabbiakat kell
figyelembe venniink:
1. A marker konyvtar elemek szintézise soran (pl. a marker egység kapcsolasa a
panyvazott konyvtarhoz) a kémiailag reaktiv csoport, ill. fotofér nem szenvedhet
bomlast, igy elénydsen egy stabil prekurzorat alakitjuk ki vagy épitjik be a molekulaba
és a reakciosor utolso lépésében alakitjuk at fotoreaktiv csoportta (linearis megkozelités),
2. A reaktiv csoportot vagy prekurzorat legegyszeriilbben kozvetlenil a természetes
ligandum egy meglevé funkcios csoportjdhoz kapcsolhatjuk (endo-tipus), ill. egy
egyszeril csoport kozvetlen hozzatoldasaval alakithatjuk ki a fotoreaktiv csoportot
(szemi-szintetikus megkozelités, pl. aromas gyir(i direkt benzoilezésével nyerhetiink
helyettesitett benzofenont).
3. Megfeleld funkcids csoport hidanyaban elényosen egy nukleofil csoportot vezetiink be
a molekulaba oldallancon keresztiil ”panyva” vagy anélkiil és ehhez kapcsoljuk utolso
lépésben a fotofort tartalmazo szintont vagy heterobifunkcionalis reagenssel (konvergens
megkozelités).

Taldlméanyunk esetében ez utobbi megoldas, mind szintetikus, parhuzamositasi,
mind pedig tervezési okokbol a legeldnyosebbnek tiinik.

Sztérikusan nagymeéretl reaktiv marker egységek (pl. benzofenon fotofor) még
és a biologiai aktivitisara. Ekkor célszerien a molekula szabadon valtoztathato
szerkezeti egységéhez egy kis teret elfoglalo oldallanc (“panyva”, tether) kapcsolhato,
ami egy funkcionalasra alkalmas végcsoportot tartalmaz. Erre a ”panyvara” lehet azutan
“rakotni” a reaktiv vagy fotoreaktiv csoportot elénydsen a riporter csoporttal egyiitt,
amely igy egy kiilon marker egységet alkot. Az elébb vazolt “panyvazott” ligandum
modszer tovabbi nyilvanvalo eldnye, hogy az oldallancon at szilardfazisa hordozohoz is
kothetd a bioaktiv ligandum és a kotofehérje elGtisztitasara nyilik lehetéség a

késobbiekben affinitas kromatografia segitségével.

XX
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A talalmany szerinti affinitas alapi marker konyvtarak készitésénél figyelembe
kell venni az alabbiakat:

Fotoaffinitas és mas affinitas alapu biokonjugacios technikak sziikségessé teszik a
gondos tervezést, modellezést annak érdekében, hogy a bioldgiai aktivitas fenn maradjon.
A panyvazott kismolekula konyvtarak esetén a szintézis tervezés soran a legfontosabb
feladat olyan funkcidés csoportok kiépitése a molekularis vaz kilonb6zé diverzitasa
pontjain, amihez kozvetleniil vagy egy tovabbi oldallancon keresztiil a marker egységet
kapcsolni lehet a szintézis lehet6leg utols6 1épésében. A szintézis tervezésnél tehat olyan
bifunkcionalis vagy maszkirozott kémiai reagenseket (épitGelemeket) kell standard
reagens készletbe bevenni, amely ilyen vegyiileteket eredményez. Igy az elGallitas
parhuzamosithat6 és robotizalhato.

A biologiai aktivitas valtozatlanul tartasa érdekében a panyva elhelyezésének
megallapitasa 3 modon lehetséges akkor, ha ismert fehérjén kivanunk tesztelni analog
molekulakat:

Az irodalomban ismert hasonlé affinitds probavegyiletek vagy affinitas
kromatografias tapasztalatokbol kiindulva vagy QSAR adatok ill. 3D dokkolasi
eredmények alapjan, amennyiben fehérje 3D szerkezete ismert.

Nagyobb valdszintiséggel talal elérhetd funkcids csoportot a gerjesztett fotofor, ha
flexibilis alkil oldallanchoz kapcsolddik (un. ”panyvahoz”, lasd késébb).

A taldlmany szerinti eljarasban alkalmazott kapcsolé oldallanc szerepét az
alabbiakban elemezziik:

A kapcsolo oldallanc (“panyva”) flexibilitasa komolyan befolyasolja az affinitas
jelzés sikerét. Valasztasa fiigg a kit(izott céltol és a feltételezett célfehérje sajatossagaitol.
A rigid vagy flexibilis linker valasztasa altalaban két egymas ellen hato tényezd
kompromisszumat jelenti. Flexibilis és hosszabb oldallanc néveli a szabadsagi fokot és
nagyobb esélyt ad kovalens kotés kialakitasara, bar a jelzés helye igy tavolabb keriilhet a
kotShelytdl, valamint a tobbszords tamadasi ponttal is szamolhatunk. Tul révid ”panyva”
esetén a ligandum konformaéciojatol fiiggben a fotoreaktiv csoport esetleg mélyen
beagyazodik a ligandum funkcios csoportjai k6zé és nem képes hatékony jelzésre,

valamint intramolekularis reakcio is elképzelhetd. Merev “panyva” varhatdéan pont-
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szelektiven jelol egyetlen aminosavat, bar a hatékonysag varhatdan alacsonyabb, hiszen a
reagalo fehérje részek elérési valoszintisége a flexibilitassal aranyos.

Osszegezve; a ”panyva” flexibilitasa és hossza a kitlizott céltol nagymértékben
figg. Uj ismeretlen receptor fehérje azonositasanal, (mint pl. a természetes anyagok
esetén) egy hosszabb, flexibilis oldallanc a megfelelébb. Mas esetekben, amikor a
receptor térbeli feltérképezése az elsédleges cél, egy merev, ismert méretii oldallanc
adhat valddi informaciot. Ezutdbbi esetben célszerii a fotoreaktiv csoportot a bioaktiv
ligandum tobb kiilonboz6 helyzetében is kiprobalni, azaz tobb kilonboz6é “nézetbdl” is
vizsgalni a kovalens kotés létesitésének regiospeficitasat €s eredményességét.

A flexibilis kapcsol6 oldallanc hidrofilicitasaval vagy hidrofébicitasaval a
hozzakapcsolodé fotoreaktiv csoport killonbozé fehérje régiok felé iranyithato.
Membranba agyazodott fehérjeszakaszok jelzésére a hidrofob jellegii “panyvat” célszert
valasztani (kivéve ion-csatorna esetét), mig a receptor intercellularis szakaszain hidrofil
oldallanc alkalmazasa eldnyos. Ez utobbi az affinitas ligandum altalanos vizoldhatosagat
is noveli.

A talalmany szerinti megoldas legfobb elénye, hogy a panyvazott kombinatorikus
konyvtar jo termeléssel allithato eld. Fontos koérilmény az is, hogy robotizalhato
korilmények kozott, azaz a ligandum/ konyvtar funkcionalizalas ill. ”panyvazas” a
ligandum/ konyvtar ismert és hatékony szintézissoranak minimalis modositasaval
megvaldsithato.

A talalmany egy elényds valtozatdban a marker csoportokat kombinatorikus
megkozelitéssel (marker konyvtarak) hozzuk Iétre. Igy; ismeretlen fehérje ill.
kismolekula csalad esetén, ahol nincs a fentiecknek megfelelé informacionk a
kombinatorikus megkozelitést alkalmazhatjuk, aminek eredményeként a panyvat a
molekularis vaz kulonbozd pontjan helyezziik el a diverzitast (szerkezeti kiilonbséget)
hordozé helyzetekben.

Uj kombinatorikus konyvtarakhoz kapcsolt kémiai vagy fotomarker egységekkel
meghatarozhatjuk a vegyiiletek gyogyszerelhetoségét (“drugability”) valamint egy
lépésben lehet azonositani egy fehérje targetet valamint a hozzakotédé biologiailag aktiv

ligandumot/ szubsztratot.

Xy
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A talalmany szerinti kombinatorikus kémiai konyvtarak tipikusan 3 vagy 4

varialhato pontot tartalmaznak, amelyek altalaban a tér kilonbozo iranyaba mutatnak.

A konyvtarak egy megfeleld kisebb reprezentativ csoportjaban a varialhato
pontokon elhelyezhetiink a reaktiv marker csoportokat, oly modon, hogy az minimalis
mértékben befolyasolja csak a modositatlan vegyulet varhato biologiai aktivitasat.

A talalmany elényeit az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

A kombinatorikus konyvtarak nagy kapacitasi, parhuzamos derivatizalasa
kovalens kotést eredményezd szarmazékokka (elényosen fotoreaktiv csoportokkal),
valamint affinitas jelzési kisérletet és detektalast nagy ateresztoképességlivé téve
szamitogépes adatfeldolgozassal kiegészitve egy gyors fehérje profilirozasi modszerként
alkalmazhat6, ami lehet6séget ad a megjelolt fehérjék detektalasara és elvalasztasara,
tovabba azok szerkezet alapu, szekvencialis vagy funkcionalis jellemzésére, osztalyba
sorolasara.

A modszer kifejleszthetd riporter csoport nélkil is egységes eldnydsen
rekombinans fehérjék alkalmazisa esetén tomegspektrometria (MS) alkalmazasaval, egy

un. fotofor MS ujjlenyomatok (fingerprintek) keresése altal. Ez esetben olyan
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(foto)kémiailag aktivalhaté csoport alkalmazasa sziikséges, amely jellegzetes MS

fragmens mintat ad.

A talalmanyt az alabbi példakon mutatjuk be, anélkill, hogy talalmanyunk oltalmi korét

csak ezekre korlatoznank:

Példak:
1.példa

Benzofenon-biotin és benzofenon-danzil fotomarker-egység szintézise

Reakcidoséma:
9 H
HZN/\/\)'LO/\ B e

a.) CDI/ DMF
Biolin

——

© b ) Danzilklond
TEA/DKE

HCOONH,.Pd/C
——
EtOHEOAG = 1:1

30 % TFA /DKM

P
CDI, DMF
o clJ\
" a ‘
“Danzil, Bionit “Danzil, Biotinil
o 9 higr, [ [
a Jl\/\/\ N —— HO JW N
H H
NH NH
o o;
o o

\

Fot omar ker egység
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A./ Alapanyag eloallitasa:

S-aminovaleriansav dietilészter hidroklorid:

(o]

EtOH / HCI /\/\/lL
/\/\)j\ _— H2N O/\
H,N OH

2
CH

117.15 181.66

S$1798

5 g (42,7 mmol) S-aminovaleriansavat oldunk kb. 40 ml soOsavas etanolban, és
szobahofokon kevertetjitk 2-3 oran keresztul. VRK: CHCIl; : MeOH = 4:1, Rf.: 0.3. Ha a
kiindulasi anyag elfogyott, a reakcidelegyet rotan beparoljuk, a kapott olajos terméket

sosavas éterrel kristalyositjuk, sziirjiik, éterrel mossuk. Termelés: 85-95%.

Cbz-Boc-lizin:

@VOIN

561,77

I @\/ I
o _N
OH H \n/ OH
. E :r \E ] H,S0, I
F—
HN O
N
\f 380.44 H \fo

50461
074 074

10 g (17.8 mmol) kiindulasi diciklohexilaminsot 2 ekv. cc. HaSO4 és kb. 40 g jég
elegyével kevertetjik jeges vizes hiités mellett 1.5-2 oran keresztil. VRK: CHCI; :
MeOH = 4:1, R¢.: 0.7, a termék és a kiindulasi anyag Re-je megegyezik, jodozva latszik a
killonbség. A reakcidelegyet etilacetattal 3-szor extrahaljuk, a szerves fazist szaritjuk,
beparoljuk. Termelés: gyakorlatilag 100 % ( Mivel az olajos termékrél nehéz maradék

nélkiil az etilacetatot eltavolitani, mindig talsulyt mériink.)
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1. Lépés: Cbz-Boc-lizin kapcsolasa S-aminovaleriansav dietilészter hidrokloriddal

o
* TEA
CIH —

©\/o\n/N OH HZN/\/\j\o/\ @\/OIN@/\/\)L
507.63 HNY

(o}
380.44 HNY CDI, DKE

181.66

0
o™
o
0 50362 >
162.15 7<

6.25 g (16.4 mmol) Cbz-Boc-lizint oldunk 50 ml dikléretanban (HPLC mindségi),
hozzéadunk 1,05 ekv. CDI-t és fél orat kevertetjiik szobahdmérsékleten (CaCl, cs6), majd
hozzaadunk 2 ekv. trietilamint és 1 ekv. 5-aminovaleriansav dietilészter hidrokloridot. A
reakcidelegyet 12 oran keresztil kevertetjik szobahomérsékleten. VRK: CHCI; : MeOH
= 4:1, Rf.: 0.8. Feldolgozas: extrakcido 1-szer 1%-os citromsav vizes oldataval, egyszer
5%-0s NaHCO; oldattal és egyszer desztillalt vizzel. A szerves fazist szaritjuk,

beparoljuk. Termelés: 53-75 %.

2. Lépés: Cbz véddesoport eltavolitasa

HCOONH, H

Pd/C
373.50

507.63 HNY

o)
o™\
0
o7< 074
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4.9 g kiindulasi anyagot (1. 1épés termékét) oldunk 100 ml etilacetat : etanol 1:1 aranyu
elegyében, hozzaadunk 4 ekv. ammonium-formiatot és 10 tomeg %-nyi (kiindulasi
anyagra szamolva) palladium csontszenet. A reakcioelegyet 4 o6ran keresztiil
refluxoltatjuk. Ha a kiinduldsi anyag elfogyott, hiités utan a reakcidelegyet celiten
atszOrjik, a szliroréteget diklormetannal mossuk, és az Osszegyiijtott szerves fazisokat
beparoljuk. A beparolt nyersterméket diklormetanban feloldjuk és egyszer desztillalt
vizzel kirazzuk, a szerves fazist szaritjuk, beparoljuk.

VRK: dikloretan : etanol = 5:1, R¢: 0.2. Termelés: 60-90 %.

3. Lépeés: kapcsolas benzoil-benzoesavval

.
L o
HN /\/\)L
2 N o™ 9
H S1799
22623 /\/\)L
HN

CDI, DMF

S0362
© 162.15

373.50 581.72

A kiindulasi anyagra (masodik 1épés terméke) szamitott 1 ekv. 4-benzoil-benzoesavat,
(ebben az esetben 1.99 g, 8.8 mmol) oldunk 20 ml DMF-ben (j6 mindségl, szilikan
atszirt) és hozzaadunk 1.05 ekv. CDI-t. 1 6ra keverés utan hozzaadunk 3.3 g (8.8 mmol)
kiindulasi anyagot (masodik 1épés termékét) majd a reakcidelegyet 20 oOran keresztiil
kevertetjiik. Feldolgozas: a reakcidelegyet beparoljuk, a kapott nyersterméket
diklormetanban feloldjuk €s extrahaljuk 1-szer 1%-os citromsav vizes oldataval, egyszer
5%-0s NaHCO; oldattal és egyszer deszt.vizzel. A szerves fazist szaritjuk, beparoljuk.
VRK: CHCIl; : MeOH =4:1, R¢.: 0.8.

Termelés: 76 %.
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4. Lépés: Boc véddcsoport eltavolitasa

TFA /DKM H
—_— (e}

0
581.72 7< 48160

4 g (6.9 mmol) kiindulasi anyagot 60 ml 30% trifluorecetsav diklormetanos oldataban
kevertetiink szobahomérsékleten, mig a kiindulasi anyag elfogy. VRK: dikloretan : etanol
=5:1, R¢ 0.2. Feldolgozas: a reakcioelegyet beparoljuk, desztvizben feloldjuk és kétszer
éterrel extrahaljuk. Ezutan a vizes fazis pH-jat 5%-os K,COs oldattal 11-12-re allitjuk
majd haromszor kloroformmal extrahaljuk. A szerves fazist szaritjuk, beparoljuk.

Termelés: 85%.

Megjegyzés: ha a termékbdl nem folytatjuk a kovetkezd 1épést, akkor még az elsd
beparlas utan kapott trifluoracetat s6 formaban eltarthatdo bomlas nélkiil, s a kovetkezo

1épés elott kozvetlenul felszabadithatd a szabad amin.
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S.a. Lépés: kapcsolas biotinnal

Oy H
O 'I:IJ N/\/\/U\O/\ N u/\/\)j\o/\
H §$1797 o]
O
N

H CDI, DMF HN 0
2
50362
481.60 162.15 707.90
H
s L

o
H

A kiindulasi anyagra (el6z6 1épés terméke) szamitott 0.8 ekv., jelen esetben 1.11 g biotint
oldunk 30 ml DMF-ben 80 °C-on majd hozzaadunk 0.8 ekv. (kiindulasi anyagra) CDI-t.
A reakciOelegyet a pezsgés befejeztéig 80 °C-on tartjuk (kb. 10 perc), majd hagyjuk
lehiilni s 6sszesen 2 6ran keresztil kevertetjik. Ezutan hozzaadjuk a kiindulasi anyag 30
ml DMF-es oldatat, és a reakcideleyget tovabbi 20 oOran keresztil kevertetjik.
Feldolgozas: a  reakcidelegyet  beparoljuk, a maradékot diklormetanban
felszuszpendaljuk, szhrjik, 1-szer diklérmetannal mossuk, majd 1%-os citromsavval,
5%-0s NaHCO; oldattal s végiil 2-szer desztvizzel. VRK: CHCl; : MeOH = 4:1, Ry.: 0.6.

Termelés: 50 %.
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S.b. Lépés: kapcsolas danzilkloriddal

| O
° O iy i f O=?=O ° O H /\/\)L
cl N
N /\/\/u\ N (¢]
N o/\ th
H 269.75 0
(o]
NH, TEA / DKE

7
714.89 o
481.60

1.5 g (3.1 mmodl) kiindulasi anyagot oldunk 20 ml dikléretanban, majd hozzaadunk 2 ekv.
trietilamint €s 1 ekv. danzilkloridot. A reakcioelegyet szobahdmérsékleten kevertetjiik
tobb oran keresztiil. Ha a kiinduldsi anyag elfogyott, a reakcidelegyet egyszer 1%-os
citromsavval, majd kétszer deszt.vizzel extrahaljuk, a szerves fazist szaritjuk, beparoljuk.
A terméket n-hexannal kristalyositjuk. VRK: hexan : etilacetat = 10:1, Re.: 0.3.

Termelés: 80 %.

6.a. és 6.b. Lépés: hidrolizis

A kovetkez6 recept egyarant j6 mind a biotinos mind a danzilos anyagra:

" Danzil, Biotinil “Danzil, Biotinil
o o hidr. o o]
) OJK/\/\H —— HOJK/\/\”
oe N oeNH

Fotomarker egység
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1 g kiindulasi anyagot 10-15 ml etanolban oldunk és hozzaadunk 2 ekv. IN NaOH
oldatot. A reakcioelegyet szobahomérsékleten kevertetjik amig a kiindulasi anyag
elfogy. VRK: a danzillal szubsztitualt szarmazéknal DKE : EtOH = 5:1, a biotinnal
szubsztitualt szarmazék esetében: CHCl3 : MeOH = 4:1. Feldolgozas: a reakcidelegyrdl
az etanolt rotan lepéaroljuk, majd 5%os sosavval megsavanyitjuk. A kivalt kristalyokat
szurjuk, vizzel mossuk.

Termelés: 90 %.
2.példa
Aminok kapcsolasa a benzofenon-biotin egységhez

Az un. benzofenon-biotin fotomarker egységet 80 °C-on DMF ben oldjuk (0.2 mmolt 2-3
ml-ben) majd hozzaadunk 1 ekv. CDI-t és egy Oran keresztiil kevertetjiikk, kozben a
reakcioelegyet hagyjuk kihiilni. Ezutan hozzaadunk 1 ekv. primer vagy szekunder amin
reagenst, és 20 oOran keresztil szobahéfokon kevertetjuk. Ezutan a reakcioelegyet
beparoljuk, a maradékot felvessziik kloroformban amit 1%-o0s citromsavval, 5%-os
NaHCO; oldattal majd desztvizzel extrahdlunk. A szerves fazist szaritjuk, beparoljuk.

Tovabbi tisztitast preparativ HPLC-vel végziink.

3.példa

Aminok kapcsolasa a benzofenon-danzil egységhez

Az un. benzofenon-danzil fotomarker egységet dikloretanban oldjuk (0.2 mmolt 2-3 ml-
ben) majd hozzaadunk 1 ekv. CDI-t és egy oOran keresztiil kevertetjiik. Ezutan
hozzaadunk 1 ekv. primer vagy szekunder amin reagenst, és 20 oOran keresztiil
szobahofokon kevertetjik. Ezutan a reakcioelegyet diklormetannal razotolcsérbe mossuk
és 1%-os citromsavval, 5%-os NaHCOj oldattal majd deszt.vizzel extrahaljuk. A szerves

fazist szaritjuk, beparoljuk. Tovabbi tisztitast preparativ HPLC-vel végziink.
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4 példa

Tetheralasi receptek

1. Aminok kapcsolasa 6-Boc-aminokapronsavval

7<o H H o
OA\NWO + RZ/N\R1 e . XOTN \/\/\/LKN/R‘I
H |
(o]

OH R2

1 mmol 231 mg 6-boc-aminokapronsavat 5 ml dikloretanban (Romil SPS tisztasagu)
oldunk majd hozzadadunk 1.05 mmol 170,1 mg 1,1-karbonil-diimidazolt. A pezsgés
befejezodése utan (kb.0.5-1 h) hozzdadunk 1.05 eqv. amint. A reakcié el6rehaladasat
vékonyréteg kromatografiasan dikoretan : etanol 5:1 elegyben kévetjiik majd jodban
elohivjuk. Ha a reakci6 lement a reakcidelegyet extrahaljuk 3%-os HCI oldattal, 5%-o0s
Na,COs oldattal, majd vizzel. Az anyag tisztasagat vékonyréteg kromatografiaval
ellendrizziik. Sziikség esetén az extrakciot megismételjiik. A szerves fazist beparoljuk

majd tovabbvissziik a kovetkezo lépésre.

2. Védocsoport hasitas

0 0}

N —>TFA \/\/\/U\

[ I
o) R2 R2

Az ¢l6z6 1épésben kapott Boc védett aminosavamidot 2 ml diklérmetanban oldjuk. Jeges
vizben hitjik és a diklormetannal azonos mennyiségl trifluorecetsavat csepegtetiink
bele. A reakcio elorehaladasat vékonyréteg kromatografiasan dikloretan-etanol 5:1

elegyben kovetjuk Ha a kiindulasi anyag elfogyott (kb. 1 h) a reakcidelegyet rotadeszten
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beparoljuk, vizben felvesszik, éterrel extrahaljuk a kiindulasi anyag esetleges maradékat,
a vizes fazist 20%-os natrium-karbonat oldattal lagositjuk majd diklérmetannal

kiextrahaljuk a terméket. A szerves fazist magnézium szulfaton szaritjuk majd

rotadeszten beparoljuk.
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Szabadalmi igénypontok

Kombinatorikus fehérjemarker molekula konyvtarak, azzal jellemezve, hogy egy
kozos molekularis vaz korul kiillonbozd tériranyd poziciokban egy oldallancon
keresztiil kapcsolt médon kémiai vagy fotokémiai uton aktivalhato csoportokat -
riporter csoportokkal egyiitt vagy anélkiil - tartalmaznak.

Kombinatorikus marker egység konyvtar, azzal jellemezve, hogy kémiailag vagy
fotokémiailag reaktiv marker csoportokat, riporter csoportokat és kiilonb6zo
tipusi oldallancokat egy ko6zos molekularis-, elényosen lizin-alapa, vazon
variabilisen tartalmaz.

A 2. igénypont szerinti konyvtar, azzal jellemezve, hogy marker-csoportokként
benzofenon-, nitro-fenilazid-csoportokat, riporter-csoportként biotin-,
fluoreszcens-csoportokat, valamint oldallancként telitett szénlancot, ill. polietilén-
glikol egységeket tartalmaz.

Kombinatorikus kémiai panyvazasi eljaras, azzal jellemezve, hogy a szerkezeti
diverzitas, illetve fehérje-kotodési hatékonysag szempontjabol optimalis
pozicioban helyezzik el az egy végcsoporttal, elédnyosen amino csoporttal
rendelkez6 oldallancot, amelyhez, kivant esetben marker egységet kapcsolunk.
Panyvazott kombinatorikus konyvtarak alkalmazdsa nem-kovalens modon
affinitas alapu biopolimer, elonyosen fehérje és kismolekula, igy ligand,
szubsztrat és masok kolcsonhatas-vizsgalatara kozvetlen vagy szilard hordozohoz
kotott formaban, elényosen affinitas kromatografia vagy kémiai mikroarrayk,
mikrochipek felhasznalasaval.

Az 5. pont szerinti szilard hordozohoz kotott panyvazott vegyuletek alkalmazasa
makromolekulak, elonyosen fehérje és kismolekula kolcsonhatas-vizsgalatara,
azzal jellemezve, hogy mas technikaval kialakitott mikrochipekhez vagy
mikroarraykhez rogzitett molekulédk vizsgalatara kidolgozott protein, DNS vagy
barmilyen leolvas6é chipek hasznalatara kialakitott protokollokban, eljarasokban

hasznaljuk.
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Robotizalt parallel derivatizalasi eljaras, azzal jellemezve, hogy az oldallancot
vagy kozvetlenil a marker egységet a molekulakonyvtar intermedierjeihez
kapcsoljuk.

HT biolégiai teszt alkalmazasa, amely szovetkeverékbol nagyszamu minta
parhuzamos affinitas jelzését teszi lehetdvé, beleértve a kovalensen kotott
fehérjék detektalasat, elkulonitését.

HT analitikai modszer alkalmazasa, amely alkalmas a kovalensen kotott fehérjék
tomegspektrometrtias modszerekkel valo szekvenalasara és ismert szekvencia

adatbazisokkal valo 6sszehasonlitasra.
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