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ELJARAS ES KESZITMENY p53 CSALADBA
TARTOZO FEHERJE KONFORMACIOS
STABILITASANAK MEGORZESERE

Kivonat

A talalméany targya eljaras egy, a p53 csaladhoz tartozé
human fehérje mutans formajaban vad tipusu aktivitdsanak
elésegitésére, amely fehérje fiziologias korulmények koézott
miatt a fehérje egy vagy tébb funkcionalis aktivitasa legalabb
részben csdkken, amelynek soran

(a) a mutans fehérjét egy olyan nem-peptid tipusu ve-
gyulettel érintkeztetik, amely fiziolégias koérulmények kozott
képes ezen mutans fehérje egy vagy tobb doménjének meg-
kotésére, és a funkcionalis konformacidjanak stabilizalasara,
és

(b) biztositjak ezen stabilizalt fehérje vad tipusu akti-
vitasaban résztvevd egy vagy tobb makromolekulaval vald koél-
csdnhatasat.

A talalmany kiterjed a szerves, nem peptid tipusu ve-
gyuletkéent (1), (I), (1), (IV) vagy (V) altalanos képletld ve-
gyuletet, a képletekben
R® jelentése -NR'®R'® altalanos képletl csoport;

R® jelentése
adott esetben helyettesitett alkil-, alkenil- vagy
fenilcsoport vagy alkoxicsoport: és

R’ és R® jelentése azonosan vagy kulénbézéen hidrogénatom,
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nitro-, alkoxicsoport vagy halogénatom:

R?® jelentése adott esetben helyettesitett alkil-, cikloalkil-
vagy fenilcsoport;

R'® jelentése -NR'™R'® altalanos képletl csoport, ahol|

R'" és R'? jelentése hidrogénatom, nitro-, alkoxicsoport vagy
halogénatom:

R' jelentése -NR'®R'® 4ltalanos képletl csoport, aho|

R' és R'® jelentése hidrogénatom, nitro-, alkoxicsoport vagy
halogénatom,

R' jelentése -NR'®R'° 4ltalanos képletl csoport, aho|

R' jelentése hidrogénatom, nitro-, alkoxicsoport vagy halo-
génatom és

A és B jelentése szén- vagy nitrogénatom,

alkalmazasa ilyen vegyllletet tartalmazo, rak kezelésére al-

kalmas gyo’gyszerkészl’tmény eléallitasara is.



ELJARAS ES KESZITMENY p53 CSALADBA

TARTOZO FEHERJE KONFORMACIOS
STABILITASANAK MEGORZESERE

A talalmany rakos megbetegedés kezelésére alkalmas
készitményekre vonatkozik. Koézelebbr6l a talalmany a p53
csaladhoz tartozd, tumor szupressziv hatasu fehérjékkel koél-
csénhatasba 1ép6 és azok funkcionalis konformaciojat
stabilizalalé szerves nem-peptid tipusu vegyltletekre vonatko-
zik. A talalmany szerinti készitmények kuléndsen alkalmasak
a betegek tumor szupressziv hatasu fehérjéi mutans formainak
stabilizalaséara, mivel ezen fehérjék funkcionalis kapacitasa-
nak novelésével a rakos megbetegedés kezelhetd. A talalmany
kiterjed az ilyen vegylletek szkrinelésére szolgald eljarasra
is.

Egy fehérje primer szerkezete az aminosavat felépité
blokkok meghatarozott szekvenciaja, amelyek egymashoz kap-
csolédva képezik a fehérje polipeptidlancat (lancait). Ezen
polipeptidlancok viszont haromdimenzids szerkezetté rende-
z6édnek. Manapsag szamos kulénb0z6 betegségrol feltételezik,
hogy a sejtfehérje haromdimenzidés szerkezetében jelentkezd
konformacios zavarbol erednek [Thomas és munkatarsai, TIBS
20, 456-459 (1995); Carrell és munkatarsai, Lancet 350, 134-
138 (1997)]. Példaul az Alzheimer-betegséget a béta-amiloid

fehérje haromdimenzidés szerkezetének felbomlasa és ezt
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kévetd aggregacidja okozza, ami a sejtfunkciéo karosodasahoz
vezet. Hasonlé médon a Creutzfeld-Jakob betegségrél is fel-
tételezik, hogy a betegséget annak etioldgiai anyagai, a
prionok okozzak egy, a normalis prion fehérjék felbomlott
szerkezetl prion fehérjékké torténd atalakulasat kivalté lanc-
reakcié beinditasaval.

A fehérjék azért vehetnek fel abnormalis konformacié-
kat, mert szerkezetik 6énmagabol adéddan érzékeny a fel-
bomlasra, vagy mert olyan mutacidoik vannak, amelyek termo-
dinamikailag destabilizdljdk a vad tipusu fehérjével rokon
mutans fehérjét. A betegséghez vezetd misz-szensz mutacidok
legfontosabb példaja a tumoros megbetegedést szupresszald
p53 fehérje.

A vad tipusu p53 funkcidk, mint a sejt ciklusban a tébb-
széros utakat koordinaltan szabalyzé transzkripciéos regu-
latorok, az apoptozis és az angiogenézis. Ugy tlnik, hogy a
sejtet érd stresszeket jelz0 sejten belluli utak mindegyike, ugy
mint a DNS karosodédsa, a mitézis orsd szétvalasa és a
hipoxia, a p53 fehérjén konvergal. A p53 aktivitds elvesztése
az érintett sejtek szabdalyozatlan szaporodasahoz és tumoros
névekedéshez vezethet. Habar a p53 aktivitas elvesztése on-
magaban kivalthatja vagy nem valthatja ki a sejtek rakos sej-
tekke torténd atalakulasat, sokkal gyakrabban észlelhetd ra-
kos megbetegedés p53 mutaciot hordozd személyeknél. Valo-
jaban rak esetén a p53 mutansok a leggyakoribb genetikai
rendellenességek.

Az utdbbi idében két tovabbi fehérjét, a p73 és p63 fe-

hérjét azonositottdk a p53 homoldgjaként [Kaelin, J. Natl.



Cancer Inst. 91, 594-598 (1999); Yang és munkatarsai,
Molecular Cell 2(3), 305-16 (1998) és Yoshikawa és munka-
tarsai, Oncogene 18(22), 3415-21 (1999)]. A p51-et p40, p51,
KET vagy p73L névvel is jel6lik. Ezek a fehérjék nemcsak a
p53-mal osztoznak aminosav szekvencia homoldgokon, de
p53 értékes promodtereket is aktivalhatnak, és apoptoézist in-
dukalhatnak. Ugy tlinik tovabba, hogy az ezen fehérjéket ko-
doldé gének rokonsagban allnak a p53-mal, mint annak elédei.
Tehat a szakirodalomban ismert egy, a p53-mal rokon fehérje-
csalad, amelynek funkcioi hasonldak, és rokon aminosav-
szekvenciakat tartalmaznak.

A p53 egy komplex makromolekula, amely harom fug-
getlen funkcionalis domént tartalmaz, ezek a kévetkezék: egy
N-terminalis, amely egy transzkripcios aktivalé domént tartal-
maz (kérulbelul 1-43 aminosav); egy k6zépsd rész, amely egy
DNS kétéd domént kédol (DBD) (kérulbelal 100-300 aminosav);
és egy C-terminélis rész, amely oligomerizaciés doménként
szerepel (koérulbeltul 319-360 aminosav). A p53 DBD kristaly-
szerkezete egy nagyjabol gdémbalaku, nagy béta-lemez-
tartalmu globularis doménre utal.

A p53 aktivitas nagy mértékben fugg a fehérje funkcio-
nalis konformaciét megérzé képességétdl. A kulénbozé rakok-
bdl szarmazo tumorok analizise azt mutatja, hogy a DBD-ben
gyakran kovetkezik be mutéacié. Friedlander és munkatarsai, J.
Biol. Chem. 271, 25468-25478 (1996). Habar a leggyakoribb
rakokban a p53 DNS kété doménen belul nagy valtozatossag-
gal fordulnak elé pont mutaciék [Pavletich és munkatarsai,

Genes & Development 7, 2556-2575 (1993)], a p53 DBD-ben



egyes specialis helyzeti maradékoknal, amelyek forré helyek
néven ismertek, a mutaciok eléfordulasa szokatlanul nagy. A
human tumorokban a forré helyzetd mutaciok némileg vélet-
lenszerlen oszlanak el a DBD mentén. Karbamid hatasara a
p53 O0sszes gyakran mutalédott formajanak p53 DBD-i kevésbé
stabilak, mint a vad tipusu DBD (Bullock és munkatarsai, lasd
fentebb). Ezen tdlmenden a p53 mutansok gyakran asszocia-
l6dnak a sejtekben a hd sokk fehérjékkel, amib&l arra lehet
kovetkeztetni, hogy kevésbé képesek megbrizni természetes
konformaciéjukat [Finlay és munkatasai, Molecular and
Cellular Biology 8, 531-39 (1988)].

Azt talaltak, hogy a p53 C-terminalis doménjével vald
kélcsdnhatas aktivalja a p53 sejtciklust akadalyozd tulajdon-
sagait. Nevezetesen a C-terminalisra nézve specifikus p53
antitesteknek a ciklizalédé sejtekbe torténd injektalasaval
azok ciklizaciéja megallithatéd [Mercer és munkatarsai, Proc.
Nat. Acad. Sci.: USA 79, 6309-6312 (1982)]. Részletesebb
vizsgalatokban kimutattak, hogy a C-terminalis domén szaba-
lyozza a DBD domén DNS kété aktivitasat. Példaul Hupp és
munkatarsai azt talaltak, hogy a Pab 421 monoklonalis anti-
test, amely a p53 C-terminalis domén 373-381 maradékaival
lép kdlcsénhatasba, képes névelni a p53 bizonyos mutéans
formainak DNS koétd aktivitasat [Hupp és munkatarsai, Nucleic
Acids Research, 21, 3167-3174 (1993)]. Tehat Hupp és mun-
katarsai azokra az antitestekre és fehérjékre forditottak fi-
gyelmiket, amelyek a C-terminalison egy fuggetlen negativ
szabdalyz6 domént semlegesitenek a p53 funkcid visszaallitasa

céljdbol [Selivanova és munkatarsai, Nature Med. 3, 632-638



(1997)]. Azonban az igy visszaallitott 273-as helyzetdi mutan-
sok abban kulénbdznek a tobbi kézOnséges mutanstél, hogy
megdlrzik nagy bazis DNS k6td aktivitasukat, és a vad tipusu
fehérjéhez hasonl6 termodinamikai stabilitasi tulajdonsagokat
mutatnak [Bullock és munkatarsai, Proc. Nat. Acad. Sci.: USA,
94, 14338-143421 (1997)].

A szakteruleten mikod6é méas kutaték azt allitjak, hogy a
vad tipusu p53 aktivitas megbrzésének leghatasosabb médja a
mutans p53 N-terminalis doménjét megk6td vegyuletek kutata-
sa. Példaul Friedlander és munkatarsai szamos, a p53-on lévd
meghatéarozott epitépokhoz k6tédé monoklondlis antitestet
vizsgaltak meg a hémérséklet érzékeny p53 mutansok DNS
kotdé aktivitasat el6segitd képességuk szempontjabol.
[Friedlander és munkatarsai, J. Biol. Chem. 271, 25468-25478
(1996)]. Amig a PAb 421 C-termindlisra nézve specifikus an-
titest alacso'ny hémérsékleten megdérzi a mutans p53 DNS-sel
szemben mutatott kété funkcidjat, az N-terminalisra nézve
specifikus p53 antitest, és kiiIl6nésen a Pab1801 monoklonéalis
antitest hatasosabban elésegiti a hémérsékletérzékeny p53
mutans DNS ko6td aktivitasat emelt hémérsékleten. Ezen felis-
merés alapjan Friedlander és munkatarsai arra a kovetkezte-
tésre jutottak, hogy egy olyan kismolekula kifejlesztésével,
amely az 1801 epitop felismerd régiojat utdnozva az N-
terminalishoz kotddik, fokozhaté p53 mutansban a vad tipusdy
DNS ko6té aktivitas. Megjegyezzuk, hogy Friedlander és mun-
katarsai kimutattak, hogy egy, a p53 fehérje k6zépsd részén
(DBD domén) I|évd epitropra nézve specifikus antitest nem

gyakorol hatast a DNS ko6té aktivitasra. Eredményeik értékelé-



se soran Friedlander és munkatarsai feltételezték, hogy egy
fehérjeben egy domén konformécioja egy tavoli domén alkal-
mazasaval stabilizalédik. Bullock és munkatarsai Kimutattak,
hogy egy gyakran el6forduldo p53 DNS kété domén mutans
termodinamikai stabilitdsdaban bekévetkezé valtozas megle-
hetdosen csekély, és azt talaltak, hogy a Friedlander és mun-
katarsai altal javasolt, a p53 kezelésére kifejlesztett kis mole-
kula (azaz N-terminalishoz k6t6d6 molekula) kifejleszthetd.
[Bullock és munkatarsai, 1997, lasd fentebb].

Egyeéb, a rakellenes vegyuletek azonositasara vonatko-
z0 altalanosabb megkoOzelitések esetén a kismolekulak kéz-
vetlen tumorellenes aktivitasanak, sejteken (példaul tumoros
sejtvonalakon térténd) vagy allatokon térténé vizsgalatat he-
lyezték elétérbe. Szamos olyan kis molekulat irtak le. amely-
nek tumorellenes hatasa feltételezheté. [Mazerska és munka-
tarsai, Anti-Cancer Drug Design 5, 169-187 (1990); Su és
munkatarsai, J. Med. Chem. 38, 3226-3235 (1995); Nagy és
munkatarsai, Anticancer Research 16, 1915-1918 (1996);
Wuonola és munkatarsai, Anticancer Research 17, 3409-23
(1997)]. Mazerska és munkatarsai egy sor nitro-9-ami-
noakridin-szarmazékokat ismertettek, amelyben egy nitro-
csoport az akridincsoporthoz kapcsolddik. Ezek tumorellenes
hatasat annak tulajdonitottak, hogy a DNS-hez kepesek ko6-
tédni, es a lancok k6zo6tt kovalens térhaldt hoznak létre. Su és
munkatarsai egy sor olyan 9-anilinoakridin-szarmazékot js-
mertettek, amelyek az anilino és az akridin gylrlrendszer
kalénb6z06 helyzeteiben helyettesitettek, ezeket topoizomeraz

Il'inhibitorként alkalmaztak. Nagy és munkatarsai révid szén-
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lancon at karbamid- vagy ftalimidocsoporthoz kapcsolédo,
fenotiazinnal rokon vegyuletek sorozatat irtak le. Nagy és
munkatarsai feltételezték, hogy ezen vegyuletosztaly tumo-
rossejt-ellenes hatdsa abbdl ered, hogy képesek a kalcium-
csatornakkal és kalmodulinnal kélcsénhatasba lépni. Wuonola
és munkatarsai (lasd fentebb) a Nagy és munkatarsai altal is-
mertetett vegylletekhez hasonld szerkezet( fenotiazin-szar-
mazékokat ismertettek.

Maig nem ismertek olyan kismolekulaju szerves nem-
peptid tipusd szarmazékok, amelyek a p53 csaladba tartozoé
fehérjekkel kélcsdnhatasba Iépnek, és megdrzik vagy stabili-
zaljak azok vad tipusu aktivitasat, példaul tumoros noévekedést
elnyomé hatasat. Ezen vegylletek kutatasat gatolta egy nagy

teljesitmény( szkrinelési eljaras vagy vizsgalat hianya is.

Felismerve az olyan vegytletek azonositasanak fontos-
sagat, amelyek a termodinamikailag nem stabil fehérjék vagy
human betegségek kévetkeztében felbomlott szerkezet( fe-
hérjék konformdacios stabilizalasara alkalmasak, tovabba egy
olyan nagyteljesitményl vizsgalati rendszer hianyat, amelyben
az ilyen vegylletek gyorsan azonosithatok, jelen szerzgk
megvizsgaltak az izolalt p53 mutans DNS k6té domén (DBD) in
vitro és in vivo vizsgalatokban, mint modell rendszerekben
térténd alkalmazasat, amelyekben a pS53 mutans konformacio-
jat stabilizalé anyagok gyorsan azonosithaték. A talalmanyunk
szerinti megoldassal gyors, megbizhato és pontos eljarast
biztositunk olyan vegyuletek objektiv azonositasara, amelyek

elésegitik a p53 csaladhoz tartozé fehérjék vad tipusu aktivi-
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tasat, beleértve a human gyogyszereket is.

Tehat a talalmanyunk szerinti megoldas elsddlegesen
annak bemutatasara alkalmas, hogy nem-peptid tipusd szer-
ves vegyuletek egy, a p53 csaladhoz tartozé fehérjéevel kol-
csonhatasba Iéphetnek, és elésegithetik ennek vad tipusu ak-
tivitasat. Fiziolégids vagy kozel fiziolégids hémérsékieten
ezek a hatdanyagok a p53 vad tipusu aktivitast nemcsak a
mutans p53 fehérjék kérében, hanem vad tipusu p53 fehérjék
kérében is el6segitik. Ezen vegylletek jelentés rakellenes
gyogyszerek. Tehat a talalmanyunk szerinti megoldassal és
vegyuletekkel egy, a p53 csaladhoz tartozo fehérje mutans
vagy vad tipusu aktivitasat magaban foglald rakos megbete-
gedeés esetén tumorellenes kezelés biztosithaté.

Talalmanyunk egyik megvaldsitasi modja eljarast bizto-
sit egy, a p53 csaladhoz tartozé human fehérje mutans for-
majaban jelentkezd vad tipusU aktivitas elésegitésére, ahol a
fehérje egy vagy tobb funkcionalis aktivitasat legalabb rész-
ben karositja, igy a fehérje nem képes megdrizni funkcionalis
konformaciojat fizioldgias kdéralmények kézott. A talalmanyunk
szerinti eljaras a kovetkezd l|épéseket foglalja magaban: a
mutans fehérjét egy olyan szerves nem-peptid tipusu vegyu-
lettel érintkeztetjuk, amely fiziologias korulmények kozétt a
mutans fehérjében egy vagy tébb domén megkotésére és en-
nek funkcionélis konformacidjanak stabilizalasara képes,
ezaltal lehetdvé tessziuk a stabilizalt fehérje egy vagy tébb, a
vad tipusu aktivitasban részt vevé makromolekulaval vald kél-
csOnhatasat. p53 csaldadhoz tartozé human fenérjék példaul a

P53, a p63 és a p73. Egyik elényds megvaldsitasi mdéd szerint



a szerves nem-peptid tipusu vegyulet p53-mal, még elényo6-
sebben a p53 DNS k6tdé domeénjével 1ép kbélcsbnhatasba.

Talalmanyunk egy masik megvalositasi médja szerint
egy, a p53 csaladhoz tartozd, egy vagy tébb csékkent vad ti-
pusu aktivitast mutaté mutans fehérje expresszaldodasaval
kapcsolatos betegségben szenvedd human egyed kezelésére
alkalmas gydégyszerkészitményt biztositunk, ez olyan szerves
nem-peptid tipusu vegyuletet tartalmaz, amely a mutans fe-
hérjében fiziolégias kdrulmenyek kézott egy vagy tébb domén
kétésére, és ennek funkcionalis konformacidjanak stabilizala-
sara képes, ezaltal a stabilizalt fehérje az egyedben kélcsdn-
hatadsba képes |épni egy vagy tébb, a vad tipusu aktivitadsban
részt vevé makromolekulaval.

Taldalmanyunk egy tovabbi megvaldsitasi médja szerint
rakos megbetegedésben szenvedd huméan egyed kezelésére
alkalmas gyodgyszerkészitményt biztositunk, ez olyan szerves
nem-peptid tipusu vegyuletet tartalmaz, amely fizioldgids ko-
rulmények kézott egy, a p53 csaladhoz tartozé human fehérje
egy vagy tobb doménjének kotésére és ennek funkcionalis
konformacidjanak stabilizalasara képes, ezaltal a stabilizalt
fehérje az egyedben kdlcsénhatasba képes lépni a vad tipusu
aktivitasaban részt vevd egy vagy tébb molekulaval.

Talalmanyunk egy méasik megvalodsitasi mddja szerint a
talalmanyunk szerinti megoldasban alkalmazhatd szerves
nem-peptid tipusu vegyuletek olyan vegylletek lehetnek,
amelyek egy hidrofob csoportot (példaul egy planaris poli-
ciklust) és egy kationos csoportot (elénydsen egy amint) tar-

talmaznak egy meghatarozott hosszusagu 6sszek6td csopor-
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ton keresztul 6sszekapcsolva.

Talalmanyunk egy elényds megvalodsitasi mddja szerint

a talalmanyunk szerinti megoldasban alkalmazhatd szerves

nem-peptid tipusd vegyulet (1), (Il), (1), (IV) vagy (V) altala-

nos képletli vegyulet, a képletekben

R° jelentése -NR'®R'® altalanos képletl csoport, ahol

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy

fenilcsoport, és

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- 3-10

szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,

cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,

3-8

szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,

-CONR'®(CH,),NR?*°R?" -(CH3),-(CHR??) .-

(CH2)a-NR*°R*! vagy -(CHz)p-(CHR™)q-(CH,)y-NR*°R?’

altalanos képletl csoporttal helyettesitett, ahol

p

m

n

értéke 0 és 5 ko6zo6tti szam,
ertéke 0 és 5 k6zo6tti szam,

ertéke 0 és 5 kozotti szam,

R?*? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,

es

R?% és R?' jelentése egymastol fuggetlendl

(a)

hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)(6-12
szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-

portok eldnyésen egy vagy tébb hidroxilcso-



R® jelentése

(a) 1-6
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porttal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(6-10 szén-

atomos aril)-csoporttal szubsztitudlva vannak:

vagy

-NR?*°R?" egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-

folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)piperazin-

-csoport;

szénatomos alkil- vagy 2-8 szénatomos alkenil-

csoport, amelyek mindegyike adott esetben egy vagy

tobb fenilcsoporttal helyettesitett, vagy

(b) halogénatommal helyettesitett fenilcsoport vagy 1-6

szénatomos alkoxicsoport; és

R’ és R® jelentése azonosan vagy kulénbbzdéen hidrogénatom,

nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy halogénatom,

megpedig fluor-, klér- vagy bromatom;

ahol a (1) altalanos képletben

R® jelentése 1-6 szénatomos alkil-, 3-10 szénatomos cik-
J

loalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-, cikloalkil- vagy fe-

nilcsoport adott esetben hidroxil-, 3-8 szénatomos cik-

loheteroalkil-csoporttal, -CON képletl csoporttal,

R™(CH2),NR*R?", -(CH;),-(CHR??),,-(CH,),-NR2'R?’ vagy

-(CH2)p-(CHR?*)n-(CH;),-NR?°R"® altalanos képleti cso-

porttal helyettesitett, ahol

p értéke 0 és 5 kOzo6tti szam,

m ertéke 0 és 5 kozotti szam,
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g értéke 0 és 5 k6zott szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,
es

R?° és R?' jelentése egymastdl fuggetlienul hidrogénatom,

1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szénatomos cikloalkil-,
3-10 szénatomos heterocikloalkil-, 6-10 szénatomos
aril-, 5-9 szénatomos heteroaril-, (1-6 szénatomos

alkil)(6-12 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok
adott esetben egy vagy tébb hidroxilcsoporttal, halo-
génatommal, amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos
alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-
(3-10 szénatomos heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos
alkil)(5-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6 szénato-
mos alkil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyette-
sitettek;
ahol a (lll) altalanos képletben
R' jelentése -N-R'°R'® altalanos képletl csoport, ahol

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és

R' jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH;),NR*°R?", -(CH2)p-(CHR??)-(CH3) -
NR?°R?' vagy -(CH3),-(CHR?*?)n-(CH2),-NR?°R?" altala-
nos képletl csoporttal helyettesitett, ahol
p értéke 0 és 5 k6zdbtti szam,

m értéke 0 és 5 k6zo6tti szam,
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n értéke 0 és 5 ko6zotti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport, és
R2° ¢s R?' jelentése egymastél fuggetlentl
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-12
szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-
portok elénydsen egy vagy tébb hidroxilcso-
portal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szén-
atomos heteroatil)- vagy (1-6 szénatomos al-
kil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyettesi-
tettek; vagy
(b) -NR?°R?' egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-
folino- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-
-csoport;
és
A és B jelentése azonosan vagy kulénbézéen szén-
vagy nitrogénatom, és
R'"" és R'® jelentése azonosan vagy kulénbézéen hidro-
génatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy
halogénatom, mégpedig fluor-, klér- vagy bréom-
atom;

ahol a (1V) altalanos képletben
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R" jelentése -N-R'®R'® altalanos képleti csoport, ahol
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10

szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, ahol az

alkil-, cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben
hidroxil-, 3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH,),NR?°R?", -(CH3)p-(CHR??),,-
-(CH2)a-NR?°R?’ vagy -(CH2)p-(CHR??)m-(CHy),-

-NR?°R?" altalanos képlet(i csoporttal helyettesitett,
ahol
p értéke 0 és 5 k6z6tti szam,
m értéke 0 és 5 k6z6tti szam,
n értéke O és 5 koz6tti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-
port,
és
R?° és R?' jelentése egymastol fuggetienul
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szén-
atomos cikloalkil-, 3-10 szenatomos heterocikloalkil-, (1-6
szénatomos alkil)-(5-9 szénatomos heteroaril)-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, 6-10 szénatomos aril- vagy (1-6 szénatomos
alkil)-(6-10 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok adott
esetben egy vagy tébb hidroxilcsoporttal, halogénatommal,
amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos
alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos
heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos alkil)-(5-9 szénatomos

heteroaril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szénatomos
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aril)-csoporttal helyettesitettek; vagy
(b) -NR?°R?" altalanos képletl csoport egyuttes jelenté-
se hidrogénatom, morfolin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-
piperazin-csoport;
A és B jelentése azonosan vagy kulénbézbéen szén-
vagy nitrogénatom; és
R'* és R'® jelentése azonosan vagy kulénbézéen hid-
rogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport
vagy halogénatom, mégpedig fluor-, klor- vagy
brématom, és ahol
az (V) altalanos képletben
A jelentése szén- vagy nitrogénatom;
R'® jelentése -NR'®*R'® altalanos képletli csoport, ahol
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR"®(CH,),NR?*°R?", -(CH3),-(CHR??) .-
(CH2)a-NR?°R?" vagy -(CH2),-(CHR??),-(CH;),-NR?°R?
altalanos képletl csoporttal helyettesitett, ahol
p értéke O és 5 kozotti szam,
m értéke 0 és 5 kdzo6tti szam,
n értéke 0 és 5 k6z6tti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-

port,
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R2° és R?" jelentése egymastél fuggetlendl

(a)

hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-10
szénatomos aril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(5-
9 szénatomos heteroaril)-csoport, ahol az emli-
tett csoportok adott esetben egy vagy toébb
hidroxilcsoportal, halogénatommal, amino-, tri-
fluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénato-
mos alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szén-
atomos heterocikloalkil)- vagy (1-6 szénatomos
alkil)-(6-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6
szénatomos alkil)(6-10 szénatomos aril)-

csoporttal helyettesitett; vagy

(b) -NR?°R?*' egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-

és

R17

folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-

-csoport;

jelentése hidrogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos

alkoxicsoport vagy halogénatom, mégpedig fluor-, klor- vagy

bromatom.

A taldalmanyunk szerinti megoldasban hasznalhaté sza-

mos vegyllet 6nmagaban uj, ezek a vegyuletek talalmanyunk

egy tovabbi megvaldsitasi modjat kepezik.

Talalmanyunk egy masik megvaloésitasi modjat képezi a

p53 csaladhoz tartozd vad tipusu aktivitas el6segitésére al-
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kalmas tovabbi vegylletek tervezésére vonatkozo eljaras. Az
eljaras kiterjed a talalmanyunk szerinti hatéanyagok egyiké-
nek elmeélet felallitasara térténé alkalmazasara és az elméle-
tet alatamasztd vizsgalandé vegyuletek azonositasara, tovab-
ba annak vizsgalatara, hogy a vizsgalandd vegyulet elésegiti
egy, a p53 csalddhoz tartozd vegytllet vad tipusu aktivitasat.

Talalmanyunk egy tovabbi megvaldsitasi modjat képezi
egy, a p53 csaladhoz tartoz6 fehérje és egy olyan nem-peptid
tipusu vegyulet k6zott kialakuldo komplex, amely a fehérjével
kélcsbnhatasba lépve elbsegiti a fehérje vad tipusu aktivita-
sat.

Talalmanyunk egy tovabbi megvalositasi modjat képezi
a p53 csaladhoz tartozo fehérje vad tipusu aktivitasat eldse-
gité vegyuletek szkrinelése is. Egy elény6s megvalésitasi mod
szerint az eljaras soran olyan vegyuleteket vizsgéalunk, ame-
lyek a p53 DNS kéto doménnel (DBD) kélcsénhatasba lépnek,
és meghatarozzuk a vegyulet jelenlétében a p53 DBD konfor-
macidjat. Talalmanyunk kiterjed a p53 csaladhoz tartozo teljes
hosszusagu fehérjék és fehérjerészek szkrinelési eljarasban
térten6é alkalmazasara is. Egy kulénésen elénydés megvalésita-
si méd szerint a vizsgalati és meérési |épést egyidejlileg vé-
gezzuk. Azokat a vegyuleteket, amelyekrél megallapitottuk,
hogy képesek el0segiteni egy, a p53 csaladhoz tartozé fehérje
mutans formajaban jelentkez6 vad tipusu aktivitasat, adott
esetben in vivo szkrineljuk tumoros névekedést megallito vagy
elnyomo képesseglre nézve. Talalmanyunk egy tovabbi meg-
valdsitasi modjat képezi a p53 DBD-vel specialis kélcsénha-

tdsba 1épd szerves nem-peptid tipusu vegyuletek szkrine-
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lésével végzett hatdanyagkutatasi eljaras.

A talalmanyunk szerinti, egy, a p53 csaladhoz tartozo
mutans vagy vad tipusu fehérje vad tipusu aktivitasanak eld-
segitésére alkalmas vegyuletek azonositasara vonatkozd ta-
lalmanyunk szerinti megoldas sikeressége azt mutatja, hogy a
talalmanyunk szerinti eljaras széleskérlen alkalmazhaté hibas
konformacioju vagy nem-stabil fehérjék altal kivaltott betegse-
gek csoportjanak kezelésére alkalmazhatd hatéanyagok kuta-

src

tasara. llyen cél-fehérjék példaul a pp60°'°, az ibikvitint akti-
valé E1 enzim, a cisztas fibrézis membranon keresztili veze-
t6képesség szabalyzé, a hemoglobin, a prion fehérjék, a
szerpinek és a béta-amiloid fehérjék.

A mellékelt abrak koézul az 1. abran konformacié-fuggd
epitopok modulacidja lathaté a p53 DBD-n, ahol a p53 DBD-t
mikrotiter méréhelyeken immobilizaljuk és emelt hdmérsékle-
ten inkubaljuk; a melegitett méréhelyeken maradé mAb1620
epitopjanak szazalékos mennyiségét ELISA vizsgalattal hata-
rozzuk meg, 6sszehasonlitva a jégen tartott kontroll méréhe-
lyekkel; az 1A abran 0,5 ng vad tipusu p53 DBD-t inkubalunk,
és az mAb1620 maradék epitopjanak mennyiségét a nem me-
legitett kontroll szdzalékaban mutatjuk be, ahol a standard
deviacié6 <10 %; az 1B abrdn az 1,25 ng FLAG-ra végzé6dé
p53 DBD-t immobilizalunk, 45 °C-ra melegitjik, és az anti-
FLAG esetében a maradék epitéopokat, az mAb1620-at és az
mAb240-et a nem melegitett kontroll szazalékaban mutatjuk
be; az 1C abran 1,0 ng vad tipusu és 143-as helyzetben mu-

tanst tartalmazo6 p53 DBD-t, amely az mAb1620 epitdpjaval ko-

ralbeltl azonos szintet mutat, 37 °C-on melegitunk, és az
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epitop stabilitasat a nem melegitett kontrollok szazalékaban
mutatjuk be, ahol a hibasavok négy ismételt mérés standard
deviaciojat jelentik;

a 2. abran az 1620 epitop stabilizalasa lathaté mutans
p53 DBD-n; a 2A abran az (X), (Y) és (Z) képletd vegyuletek
lathatok, amelyek elésegitik a p53 konformaciojanak stabili-
zalasat; a 2B abran 1 ng vad tipusu p53 DBD-t immobilizalunk
30 percig és 45 °C-on melegitjuk a vegyuletek vagy azonos
koncentracioju dimetil-szulfoxid hordozé jelenlétében; az
mAb1620 visszamaradd epitopjat a nem melegitett kontroll
szazalékaban mutatjuk be; a 2C abran olyan vad tipusu és
mutans p53 DBD készitményeket immobilizalunk, amelyek
epitopszintje kézel azonos (10 %-on belul) az mAb1620-éval,
és 30 percig 37 °C-on melegitjuk a vegyulet vagy a hordozé
jelenlétében; az mAb1620 visszamaradd epitopjat a nem me-
legitett kontroll szdzalékaban mutatjuk be, a hiba savok négy
ismételt mérés standard deviacioi;

a 3. abran a p53 konformacids és transzkripcidés aktivi-
tasanak modulacidja lathaté p53 mutanst tartalmazo sejtek-
ben; a 3A abran a H1299 transzfektanst, amely a 173-as hely-
zetben mutans p53-at expresszalja, (X) képletd vegyulettel
kezeljuk 16,5 pg/ml koncentracioju kézegben, a sejt
lizatumokat a teljes p53 fehérjében I1év0 kisebb variadciokra
normaljuk Western folt alkalmazasaval pan p53 antitesttel,
mAbDO-1-gyel, és ELISA vizsgalattal meghatarozzuk azon p53
mennyiségét, amely hordozza az mAb1620 epitopjat az 1620-
pozitiv p53 frakcido novekedését a nem kezelt sejtekben |évo

1620-pozitiv p53 frakcidjanak megfeleléen korrigaljuk; a 3B
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abran a megfelel6 H1299 transzfektanst luciferaz riporter
génnel (H1299/riporter) vagy a riporter génnel és a 173-
helyzetben mutanst tartalmazé p53-mal (H1299/riporter + mu-
tans p53) kezeljuk 16 éran at mikrotiter mérdéhelyeken, és az
olyan luciferaz riporter gén indukalt expresszidjat, amely a
vad tipusu p53 funkcidt jelzi, a vegyulet tavollétében mutatott
expresszié bazisszintjének megfeleléen korrigaljuk, az értékek
atlagosan négy ismételt mérést reprezentalnak;

a 4. abran a WAF1 expresszidjanak indukalasa lathato6
mutans p53-at tartalmazo6 sejtekben, transzfektalt mutans p53
fehérjéket (173-as vagy 249-es helyzetben) expresszald
Saos-2 sejteket (X) képletl vegyulettel kezelunk 16,5 pg/mil
koncentracidéju tenyészetben 16 déran at, a sejt-lizatumokat a
teljes fehérjére normaljuk, és Western foltokon analizaljuk,
mégpedig a folt felsé részét mAbDO-1-gyel vizsgéljuk a teljes
p53 esetén és ugyanezen folt als6 részét WAF1-re ira-
nyul6 antitesttel vizsgaljuk;

az 5. abran a p53 konformacidos stabilitasanak és mu-
kodésének eldsegitése lathaté tumorokban; H1299/riporter +
mutans p53 sejtekbdl szarmazd szubkutan tumorokat hordozéd
egernek egyetlen, 100 mg/kg (X) képletd vegyuletet tartalma-
z6 intraperitonealis injekciét adunk be, és két tumor lizatumot
normalunk a Western foltok denzitometrias szkennelése alap-
jan a teljes p53 tartalomra mAbDO-1-gyel, ELISA vizsgalattal
meghatarozzuk az mAb1620 epitopjat hordozé p53 mennyisé-
gét, és az 1620-pozitiv p53 frakcido névekedését a nem kezelt
tumorokbol szarmazd lizatumokban 1évé 1620-potiziv p53

frakcionak megfeleléen korrigaljuk, tovabba a tumor lizatumok



luciferaz expressziojat is analizaljuk a p53 transzkripcidés ak-
tivitas novekedésének meghatarozasa céljabél, ahol a lu-
ciferaz expressziot a fehérje koncentraciéra normaljuk, és
6sszehasonlitjiuk a nem kezelt tumorokbdl szarmazd lizatu-
mokkal;

a 6. abran a mutans p53-at expresszald tumor
xenograftok szupresszidja lathatd, ahol az egereket tumoros
sejtekkel beoltjuk, és a megadott médon X vegyuletet vagy
hordozét tartalmazéd intraperitonealis injekcidval kezeljuk,
majd a vegyuleteket 7 napig naponta egyszer (q.d.) vagy 12
oras idékézonként (b.i.d.) adagoljuk, a hordozoval kezelt ege-
rek 12 oras idékoézoénként kapjak az injekciokat, a tumor térfo-
gatat a tumor atmeérdjének két dimenzidban valé mérésével
hatarozzuk meg, €s minden csoportban 5-7 egérre atlagoljuk,
a pontozott vonalak a kezelés kezdetén meghatarozott kezdeti
tumortérfogatot jelentik.

A tumoros novekedeést szupresszalé p53 géntermék
funkciojanak elvesztése  szabalyozatlan szaporodashoz
és/vagy a szamos Kkulénb6zé tipusu raknal megfigyelt
apoptoézis elvesztéséhez vezet. Még ha a p53 mutacidéja nem
is kévetkezik be egy rédkos sejtben, a vad tipusu p53 aktivitas
el6segitése akkor is gatolhatja az ilyen sejtben a réakos
fenotipust. A talalmanyunk szerinti megoldassal elséként mu-
tatjuk be, hogy szerves nem-peptid tipusu vegyuletek képesek
kélcsénhatasba Iépni egy, a p53 csaladhoz tartozd fehérjével,
és stabilizalni ezek funkcionalis konformacidjat. Tehat ezek a
vegyluletek jol alkalmazhaték gyogyszerként az 6sszes tipusu

rakos megbetegedés kezelésére.
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Tehat talalmanyunk egyik megvalésitasi mddja szerint
eljarast biztositunk egy, a p53 csaladhoz tartozdé human fe-
hérje mutans formaja vad tipusu aktivitasanak el6segitésére,
amely fehérjének egy vagy tobb funkcionalis aktivitasat lega-
labb részben karositja, hogy a fehérje fiziolédgias koérulmények
ko6zott képtelen megtartani funkcionalis konformaciodjat. Az el-
jaras soran a mutans fehérjét egy olyan szerves nem-peptid
tipusu vegyulettel érintkeztetjuk, amely fizioldégias kérulmé-
nyek k0z4Ott a mutans fehérje egy vagy tobb doménjéhez képes
kétdédni es stabilizalni annak funkcionalis konformaciéjat, to-
vabba biztositjuk a stabilizalt fehérje egy vagy tébb, a vad ti-
pusu aktivitasban részt vevé makromolekulaval vald kélcson-
hatasat. A p53 csaladhoz tartozé mutans human fehérje p53,
p63 vagy p73 mutans fehérje lehet. Egy elényés megvaldsitasi
mod szerint a szerves nem-peptid tipusu vegyulet a p53-mal,
még elédnydsebben a p53 DNS kété doménjével Iép kélcson-
hatasba.

Talalmanyunk egy mésik megvaldsitasi mddja szerint
egy, a p53 csaladhoz tartoz6 olyan mutans fehérje expressza-
l6dasaval kapcsolatos betegségben szenvedé human egyedek
kezelésére alkalmas gyogyszerkészitményt biztositunk, amely
mutans feheérjének egy vagy tébb vad tipusu aktivitasa karo-
sodott. A gydgyszerkészitmény olyan szerves nem-peptid ti-
pusu vegyuletet tartalmaz, amely fizioldgids kérulmények ko-
z6tt a mutans fehérje egy vagy tébb doménjéhez képes kotdd-
ni és stabilizalni annak funkcionalis konformaciéjat, ezaltal
biztosithatd a betegben a stabilizalt fehérjének a vad tipusu

aktivitasban részt vevdé egy vagy tobb makromolekulaval vald
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kélcsénhatasa.

Egy masik megvaldsitasi mod szerint rakos megbetege-
désben szenvedé human egyed kezelésére alkalmas gyogy-
szerkészitményt biztositunk, amely egy olyan szerves nem-
peptid tipusu vegyuletet tartalmaz, amely egy, a p53 csalad-
hoz tartozdé human fehérje egy vagy té6bb doménjének fiziolo-
gias korulmények kozott térténd megkotésére és annak funk-
ciondlis konformacidjanak stabilizalasara képes, ezaltal bizto-
sithatd a fehérjének a vad tipusu aktivitasaban részt vevé egy
vagy tébb makromolekulaval valé kélcsdnhatasa. A talalma-
nyunk szerinti megoldassal stabilizalt p53 csaladhoz tartozé
humén fehérje vad tipusu vagy mutans fehérje lehet, példaul
p53, p63 vagy p73.

Habar a p53 csaladhoz tartozo fehérjék egy sor kulén-
b6z6 rakos megbetegedés esetén mutansként jelennek meg,
bizonyos rakokban vagy rakos sejttipusokban a p53 csaladhoz
tartoz6 fehérje szerkezete vagy funkcidja (a legtébb vizsga-
latot magan a p53-on végezzuk) megvaltozik még akkor is, ha
a sejtek megbériznek egy vad tipusu kodold alléit. Példaul
Kaelin fent emlitett 1999-ben publikalt munkajaban olyan, vi-
russal 6sszefuggd rakos megbetegedéseket ismertetett, ahol
egy virusfehérje degradalja a p53 fehérjét, vagy a p53 példaul
onkogének expresszalasi termékeinek hatasara inaktivalddik
vagy degradéalddik. A p53 csaladhoz tartozé fehérjék sejtsza-
balyzé folyamatokban jatszott jelentds szerepét tekintve nyil-
vanvald, hogy a talalmanyunk szerinti vegyuletek nemmutans
p53 csaladtagok sejtekben |évd funkcionalis konforméacidjanak

fizioldgias korulmeéenyek kozott térténd stabilizalasara is al-
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kalmasak, ahol ezen fehérjék élettartama és/vagy szerkezete
és/vagy aktivitasa normalis. Tehat a talalmanyunk szerinti ve-
gyuletek olyan rakos megbetegedések kezelésére is alkalma-
sak, ahol a p53 fehérje és mas hasonld fehérje miksédését
alapvetéen nem befolyasolja a rakos allapot. Tovabba a ve-
gylUletek rakmegel6zd allapotu sejteket expresszald szovetek
kezelésére is alkalmazhatdk, amelyeknél a rendellenesség
meg nem detektalhaté, mint abnormalis p53 (vagy p53 csa-
ladtag) mikodés, idétartam vagy szerkezet. Tovabba a rossz-
indulatu reszekkel szomszédos vagy a testen egyéb moédon
rosszindulatu sejtekkel érintkezésbe kerilé egészséges sej-
tekben lévdé p53 csaladhoz tartozo fehérjék stabilizalasaval
(példaul eélettartamuk megndévelésével) a rakok terjedése
megallithatd. A talalmanyunk szerinti vegyuletek ilyen célra is
hasznalhatok.

Talalmanyunk megvalésitasa soran a p53 csaladhoz
tartozo feheérjét emlds p53, p63 vagy p73 fehérjeként vagy egy
domént tartalmazo fehérjeként definidljuk, ezek mindegyike
legalabb 50 %-ban, elényésebben 80 %-ban olyan aminosav
szekvenciat tartalmaz, amely az alabbiak k6zul eggyel vagy
tobbel homolog: (1) transzkripcios aktivalashoz sziukséges N-
terminalis domén, (2) DNS kété domén vagy (3) egy emlds
pS3, p63 vagy p73 oligomerizacios domén, ahol a homoldgjat
BLASTP V. 2.0 algoritmussal ismerjuk fel
(www.ncbi.nim.nih.gov) [Altschul és munkatarsai, J. of Molec.
Biol., 215, 403-410 (1990), ,The BLAST Algorithm; Altschul és
munkatarsai, Nuc. Acids Res. 25, 3389-3402 (1997)] és W.U .-
BLAST-2.0 (Washington University, St. Louis, MO, USA), és


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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ahol a fehérje legalabb egy olyan funkciét bizonyit, amely a
szakirodalomban a p53-ra, p63-ra vagy p73-ra jellemzéként
azonositanak (példaul p53-ra érzékeny promotereket aktivalo
és apoptozist kivaltd képesség [Kaelin (1999); Yang és mun-
katarsai (1998) és Yoshikawa és munkatarsai (1999) fent em-
litett munkai]). A BLAST, Smith-Waterman és FASTA algorit-
mus eljarasok és ezek eldnyeinek ismertetése a szakiroda-
lomban megtalalhato [Nicholas és munkatarsai, "A Tutorial on
Searching Sequence Databases and Sequence Scoring
Methods" (1998) (www.psc.edu), tovabba az adott emlitett re-
ferenciak].

A p33 csaladhoz tartoz6 fehérjék vad tipusu konforma-
ciojat stabilizalé vegyuletek olyan vegyuletek, amelyek a p53
csaladhoz tartozé fehérjékkel kélcsdnhatasba lépve elbésegitik
vagy megé6rzik a fehérje vad tipusd aktivitasat, mint a DNS
k6td aktivitds vagy barmilyen makromolekulaval valé kélcsén-
hatas kapacitasa, ezaltal a p53 csaladhoz tartozo fehérje
normalis mikédését biztositjak. A p53 egyéb vad tipusu akti-
vitasa példaul a transzkripciés aktivalassal kapcsolatos akti-
vitas (példaul WAF1 indukalasa), sejt ciklus megallitasa vagy
apoptézis kivaltasa, azonban nem korlatozéodnak ezekre.

Talalmanyunk egy tovabbi megvalositasi maodjat képezi
a talalmanyunk szerinti vegylletek alkalmazasa tumoros né-
vekedés gatlasara és/vagy rakos megbetegedés kezelésére
alkalmas gyogyszerkészitmények eldallitasara. A talalma-
nyunk szerinti megoldas kulénésen nagy elénye, hogy az itt
ismertetett eljarasok alkalmazasaval azonositott vegyiletekrdl

nemcsak a vad tipust p53 DBD és a szkrinelésben hasznalt
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mutans p53 DBD aktiv konformacidjat stabilizaljak, hanem mas
p53-mutanst és p53 DBD-t is. Ezért az igy azonositott vegyu-
letek széles kérlGen alkalmazhatok kulénbézé rakos megbete-
gedések kezelésében.

Talalméanyunk kiterjed a p53 csaladhoz tartozo feherjék
vad tipusu konformaciojat elésegité és a p53 csaladhoz tarto-
z0 mutans fehérjék vad tipusu aktivitasanak meglrzésére al-
kalmas vegyuletek szkrinelésére alkalmas uj eljarasokra is. A
talalmanyunk szerinti eljarasok alkalmazasaval azonositott
vegylletek olyan betegségek kezelésére hasznalhatok, mint a
pS3 csaladhoz tartozd fehérjék aktivitasi rendellenességeivel
kapcsolatos rakos megbetegedések.

A talalmanyunk szerinti eljarasokkal olyan vegyuletek
szkrinelheték, amelyek a p53 csaladhoz tartozo fehérjékkel
kozvetlen kdlcsénhatasba lépnek. Ezekben az eljarasokban
szkrinelés céljabol a p53 csaladhoz tartozé teljes hosszusagu
(mutans vagy vad tipusu) fehérje, vagy legalabb annak DBD-t
és adott esetben az N-terminalis és/vagy C-terminalis
domeéneket tartalmazé delécids szarmazéka hasznalhats.
Azonban talalmanyunk egy elényés megvaldsitasi modja sze-
rint a szkrinelésben a p53 csaladhoz tartozé fehérje egy
polipeptid fragmensét hasznaljuk, amely csak a DBD-t tartal-
mazza az ép N- vagy C-terminalis domének nélkal. Tehat ezen
alkalmazas céljara "DNS kété domén" vagy "DBD" kifejezésen
a p53 csaladhoz tartozd fehérjének csak az ép N- vagy C-
terminalis neélkuli DBD-részét értjuk — hacsak nincs masként
feltintetve. Ezek a DBD domének azonban a vizsgalat tipu-

satol fuggdéen (példaul FLAG epitop vagy glutation-S-
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transzferaz fehérje) heterolog polipeptidekkel lehetnek dssze-
kapcsolva. Tovabba a talalmanyunk szerinti eljarasok és ve-
gyuletek alkalmazasaval a p53 csaladhoz tartozo vad tipusu
és mutans fehérje konformacids stabilitasa névelhetd és nem
csupan a DNS kotédésre gyakorolt negativ szabalyzé hatas
szUntethetd meg.

Talalmanyunk egyik megvaldsitasi modjat az alabbi
példakban ismertetjuk, azonban talalmanyunkat nem kivanjuk
az ezekben foglaltakra korlatozni. Talalmanyunkkal eljarast
biztositunk olyan vegyuletek szkrinelésére, amelyek a p53
DBD-vel specialis kélcsénhatasba Iépnek, €és a p53 DBD kon-
forméacidjanak a teszt vegyllet jelenlétében térténd meghata-
rozasara. Adott esetben a p53 DBD egy p53 DBD mutans.
Azonban a vad tipusu p53 DBD nagy mennyiségekben
kénnyebben tultermelddik. Habar a szkrinelési vizsgalatot egy
sejt alapu formatumban végezhetjuk, in vitro vizsgalatokban a
legktézvetlenebb és kivanatosabb a p53 DBD-t célbavevd ve-
gyuletekre specifikus nagy teljesitmenya szkrinelés. A p53
DBD-vel szemben végzett elsé szkrinelésben azonositott ve-
gyuletek ép p53 (beleértve a p53 misz-szensz mutansokat is)
funkcidjara gyakorolt hatasa szempontjabdl tovabbi vizsgala-
tokat végezhetink. Az ezen eljarasok alkalmazasaval azono-
sitott vegyuletek is talalmanyunk oltalmi kérébe tartoznak.

A talalmanyunk szerinti vizsgalatok soran a p53 csa-
ladhoz tartozd fehérjék DNS k6té6 doménjével kélcsdnhatasba
lép6 vegyuletek kérét ugy hatarozzuk meg, hogy azokat a ve-
gyuleteket, amelyek specialisan a DBD-t, és nem a fehérje

mas részeit célozzak meg, nem vesszUk szamitasba. Példaul
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egy olyan vegyulet, amely specialisan a DBD-vel "lep kél-
csOnhatasba" vagy "arra hat" nem szukségképpen kotédik sta-
bilan a DBD-hez (habar kétédhet); elegendd, ha a vegyulet bi-
zonyos hatast gyakorol a p53 csaladhoz tartozé feheérje ezen
vegyulet jelenlétében mutatott konforméaciodjara. Tehat el6szér
a vegyluleteket a DBD-vel valo kélcsénhatasuk szempontjabol
szkrineljik, majd megvizsgaljuk ezek konforméaciora gyakorolt
hatasat, vagy ezen két szkrinelési Iépést egyidejlleg is vé-
gezhetjuk a vegyulet jelenlétében mutatott konformacids val-
tozast hasznalva a DBD-vel valo kélcsdnhatas detektalasara
isS.

A leirasban "specifikus kélcsénhatas" kifejezést a kot6-
dés nem-specifikus formainak kizarasara hasznaljuk, beleért-
ve azokat a tipusokat, amelyekrdl ismert, hogy hidroféb ve-
gyuletek és fehérjék ko6zo6tt nem szelektiv hidroféb kélcsén-
hatasok utjan kovetkeznek be. A specifikus kélcsénhatas Kki-
fejezés a taldlmanyunk szerinti vegyuletek tulajdonsagainak
azon vegyuletekétél valé megkulénbbztetésére is hasznéljuk,
amelyek befolyasoljak a fehérje termostabilitasat a f6 olddszer
kémiai tulajdonsaganak megvaltoztatasaval. Ezek a vegyule-
tek nem tartoznak talalmanyunk ezen megvaldsitasi médjanak
oltalmi kérébe, ezért olyan hostabilizalé szerepet téltenek be,
mint a glicerin, trimetilamin-oxid és a deutériumtartalmua viz. A
p53 csaladhoz tartozé fehérjékkel specifikus kélcsénhatasba
lépd vegyuletek sokkal kisebb koncentraciokban fognak hatast
gyakorolni, mint a fé oldészerek vagy a nem-specifikus hidro-
fob kolcsdnhatasok. Példaul a glicerin 600 mmaol/l koncentra-

cioban hatasos. Azonban a p53 csaladhoz tartozd fehérjével
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specifikus kdlcsdnhatasba Iép6 vegyuletek hatasa 1 mmél/l-
nél, eldnyésen 100 umal/l-nél és még eldnydsebben 10 umél/i-
nél kisebb vegyuletkoncentracional megfigyelhetd in vitro vagy
sejt alapu vizsgalatokban.

Talalmanyunk ismertetése soran 4altalaban az alabbi
meghatarozasokat alkalmazzuk, "Alkil" kifejezésen telitett egy
vegyértékld, egyenes vagy elagazé lancu vagy gylrlds vagy
ezek kombinacidjat tartalmazd szénhidrogén gyokot értunk —
hacsak nincs masként feltintetve. Hasonld mddon "alkenil" és
"alkinil" kifejezésen rendre legalabb egy kettdskotést vagy le-
galabb egy harmaskoétést tartalmazd egyenes, elagazo vagy
gylrds csoportot tartalmazd szénhidrogén gyokot értiunk. Ezek
a meghatarozasok arra az esetre is vonatkoznak, amikor az
alkil-, alkenil- vagy alkinilcsoport egy mé&sik csoporttal egyutt
van jelen, mit az alkoxicsoportban vagy az alkilaminban.
"Alkoxi" kifejezésen -O-alkilcsoportot értunk, ahol az "alkil"
kifejezés jelentése a fent megadott. "Halogénatom" kifejezé-
sen fluor-, klor-, brém- vagy jédatomot értink — hacsak nincs
masképp feltintetve.

Az egyszeruség kedvéért az 1-10 szénatomos
cikloalkilcsoport kifejezést akkor hasznéljuk, amikor mind a
cikloalkil-, mind a cikloalkenilcsoport nulla vagy adott esetben
egy vagy tébb kettdéskéotést tartalmaz, ilyenek a ciklopropil-,
ciklobutil-, ciklopentil-, ciklopentenil-, ciklohexil-, ciklohexe-
nil-, 1,3-ciklohexadién, cikloheptil-, cikloheptenil-, bicik-
lo[3.2.1]oktan-, norbornanil- és hasonlé csoportok. A 3-10
szénatomos heterocikloalkil-csoport kifejezést a kovetkezdkre

hasznaljuk: pirrolidinil-, tetrahidrofuranil-, dihidrofuranil-,



- 30-

tetrahidropiranil-, piranil-, tiopiranil-, aziridinil-, oxiranil-,
metiléndioxil-, kromenil-, izoxazolidinil-, 1,3-oxazolidin-3-il-,
izotiazolidinil-, 1,3-tiazolidin-3-il-, 1,2-pirazolidin-2-il-, 1,3-
-pirazolidin-1-il-, piperidinil-, tiomorfolinil-, 1,2-tetrahidro-
tiazin-2-il-, 1,3-tetrahidrotiazin-3-il-, tetrahidrotiadiazinil-,
morfolinil-,1,2-tetrahidrodiazin-2-il-, 1,3-tetrahidrodiazin-1-il-,
tetrahidroazepidil-, piperazinil-, kromanil- vagy hasonlé cso-

portok. A szakterlleten jaratos személy szdmara nyilvanvalg,
hogy ezen 3-10 szénatomos heterocikloalkil gyurik egy szén-
atomon vagy egy sp’ hibrid allapoti nitrogén heteroatomon
keresztil kapcsolédnak.

5-9 szénatomos heteroarilcsoport kifejezésen furil-,
tienil-, tiazolil-, pirazolil-, izotiazolil-, oxazolil-, izoxazolil-,
pirrolil-, triazolil-, tetrazolil-, imidazolil-, 1,3,5-oxadiazolil-,
1,2,4-oxadiazolil-, 1,2,3-oxadiazolil-, 1,3,5-tiadiazolil-, 1,2,3-
-tiadiazolil-, 1,2 ,4-tiadiazolil-, piridil-, pirimidil-, pirazinil-,
piridazinil-, 1,2,4-triazinil-, 1,2,3-triazinil-, 1,3,5-triazinil-,
pirazolo[3,4-b]piridinil-, cinnolinil-, pteridinil-, purinil-, 6,7-

-dihidro-5H-[1]pirindinil-, benzo[b]tiofenil-, 5,6,7,8-tetrahidro-

-kinolin-3-il-, benzoxazolil-, benzotiazolil-, benzizotiazolil-,
benzizoxazolil-, benzimidazolil-, tianaftenil-, izotianaftenil-,
benzofuranil-, izobenzofuranil-, izoindolil-, indolil-, indolizi-
nil-, indazolil-, izokinolil-, kinolil-, ftalazinil-, kinoxalinil-,
kinazolinil-, benzoxazinil- vagy hasonld csoportot értunk. A

szaktertuleten jaratos személy szamara nyilvanvald, hogy az 5-
9 szénatomos heteroarilcsoport a szerkezet tobbi részéhez
altalaban korlatozas nélkul (azaz egy szénatomon vagy egy

sp’ hibrid allapotu heteroatomon keresztul) kapcsolédik. Ha-
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sonld médon a 6-10 szénatomos arilcsoport jellemzden fenil-
vagy naftilcsoport.

Amikor az abrakon egy ko6tés van feltuntetve, de ennek
tavolabbi végén elhelyezett csoport nincs azonositva, ez al-
talaban metilcsoportot jelent. Ha egy koétés nincs feltuntetve,
akkor abban a helyzetben hidrogénatom van, amennyiben a
vegyérték lehetévé teszi, ahogy ez a szakirodalomban elfoga-
dott. Példaul az R-O- jeldlés R-O-CHs képletld vegylletet je-
lent.

A. A p53 csaladhoz tartozd A fehérje vad tipusu aktivi-
tasat eldésegitd talalmanyunk szerinti vegyuletek

A talalmanyunk szerinti szerves nem-peptid tipusud ve-
gyuletek bérmilyén tipusu vegyuletek lehetnek, amelyek a p53
csaladhoz tartozd vad tipusu vagy mutans fehérjével érintkez-
ve a fehérje vad tipusu aktivitasat el6segitik. Az elényds ve-
gyuletek viszonylag kicsi (a jellemzéen 50 kD és 150 kD ko-
z6tti feheérjékkel ésszehasonlitva) szerves vegyuletek. Talal-
manyunk szerinti megoldassal els6 alkalommal valik lehetévé
ilyen nem-peptid vegyuletek, kézelebbrél nem antitestek, és
még kozelebbrél olyan vegyuletek alkalmazasa, amelyek a
p53-mal specialisan kélcsénhatasba |épnek, és ezaltal stabili-
zaljak a p53 DBD vagy p53 fehérje vad tipusu konformacidjat.
A nem-peptid tipusu szerves vegyuletek szamos okbdél ki16n6-
sen alkalmasak gyogyszerkeszitményekként. Példaul a nem-
peptid tipusu vegylletek sokkal kevésbé immunogén tulajdon-
saguak, mint a peptidek, és kénnyebben abszorbealédnak a
testben a nyalkahartya és mas sejtrészek hataran keresztul,

tovabba kevésbé labilisak.
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Talalmanyunk egyik megvalodsitasi médja szerint a ta-
lalmanyunk szerinti eljarasokkal azonositott vegyuleteket
olyan vegyuletekként hatarozhatjuk meg, amelyek egy hidro-
fob csoportot (példaul planaris policiklust) és egy kationos
csoportot (elénydésen egy amint) tartalmaznak egy meghataro-
zott hosszusagu Osszekétédcsoporton keresztiul egymashoz
kapcsolédva. Hidroféb helyzetben elédnyések a benzimidazol,
benzokinolin, fenotiazin és a sztirilkinazolin.

Az aktiv kationos csoportok szekunder és tercier
aminok, példaul a dimetilamin, dietilamin, dietanolamin, me-
tilamin, metilpiperazin és a morfolin, azonban nem korlato-
zédnak ezekre. Bizonyos nagyobb aminok ennek megfeleléen
hatasosabbak, amikor a fenotiazin hidroféb sorozatban vizs-
galjuk, ennek megfelelden ilyen helyzetben a nagyobb aminok
az elény6sek. Kationos helyzetben a pozitivan toltétt csopor-
tok hatasosak és eldnyések, ahogy ez az 1. tablazatban lat-

hato.

Talalmanyunk egy masik megvalodsitasi mdodja szerint a
hidroféb és a kationos csoport kézdétt elhelyezkedd csoport
eldnydésen propilcsoport hosszusagu. A propilcsoport hosszu-
saganal rovidebb 6sszekétdcsoport Iényegében kevésbé hata-
sos az adott vizsgalati kéralmények ko6zé6tt, ahogy ez a 2.
tablazatban lathatd. Ezért a kérulbeltul 3 és 5 kéz6tti szén-
atom hosszusagu 6sszek6td csoportok elédnydsek, ezek 0,5 nm
és 0,9 nm koézotti (5-9 A), elénydsebben 0,6 nm és 0,8 nm ko-
z6tti (6-8 A) hosszUsaguak, habar a leghatasosabbak a propil-

-6sszekotocsoport hosszusagu 6sszekotéocsoportot [kérulbelil
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0,65 nm (6,5 A)] tartalmazé vegylletek. Egy butil-6ssze-
kétécsoportnal hosszabb 6sszekétédcsoport hatasara a vegyu-
let a vizsgalat meghatarozott kérilményei k6z6tt kevésbé ha-
tasos, mint egy butil-6sszekdt6csoport hosszusagu 6sszekd-
técsoportot tartalmazé ugyanezen vegyulet, ahogy ez a 2.
tablazatban lathaté. Még eldny6sebben az eldagazé lancu
0sszekdtd csoportok, amelyek megdrzik a megfelelé tavolsa-
got, ilyen 6sszekétbcsoportok altaldban hatasosabbak, mint a
linearis 6sszekdtd csoportok, ha ezek megfelelnek a 0,5 nm
és 0,9 nm (5-9 A) kézétti (optimalisan 0,65 nm, azaz 6,5 A)
hosszusagnak.

Tehat talalmanyunk egyik megvaldsitasi modja szerint a
talalmanyunk szerinti vegylletek az

F'-L-F?
altalanos képlettel irhaték le, a képletben
F' jelentése (a), (b), (c), (d), (e) vagy (f) altalanos képletl
csoport, ahol
Ri, R2, Rs jelentése azonosan vagy klulénbézéen és egy-
mastél faggetlendl hidrogén- vagy halogénatom,
metoxi- vagy nitrocsoport;
L jelentése egyenes lancu vagy elagazo lancu 0,5 nm és 0,9
nm koézo6tti (5-9 A) alkilcsoport; és
F? jelentése szekunder vagy tercier amin.

Talalmanyunk egy masik megvaldsitasi modja szerint a
fenti képletben F? jelentése dimetil-amin, dietil-amin, dietanol-
-amin, metilpiperazin vagy morfolin. Példaul F? (g), (h), (i), (J),
(k), (1), (m), (n), (o), (p), (q), (r), (s), (t) vagy (u) képletd cso-
port lehet, ahol R, jelentése -O-CH,-CHs; képletl csoport vagy
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vagy hidrogénatom.

A talalmanyunk szerinti vegyuletek kémiai szerkezete
az (1) - (43) képlettel irhato le, ezek kézul az (1) - (14) kép-
letd vegyuletek akridin-szarmazékok, a (15) - (28) képleti ve-
gyuletek kinazolin-szarmazékok és a (29) - 43) képletl ve-
gyuletek fenotiazol-szarmazékok. Ezek a vegylletek minde-
gyikérél kimutattuk, hogy jelentésen névelik a p53 konforma-
ciéérzékeny epitopjanak stabilitasat legalabb egy p53 mutans
DBD-ben k6zel fiziologias hémeérsékleten.

A talalmanyunk szerinti megoldasban az (I), (1), (Il),
(IV) és (V) altalanos képlettel jellemezhetd vegylletcsoportok
eléony6sek. Az (1) altalanos képletben
R° jelentése -NR'®R'® altalanos képletii csoport, ahol

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'(CH,),NR?*°R?", -(CH3)p-(CHR??),,-
(CH2)»-NR?*°R?' vagy -(CH;),-(CHR??),-(CH,),-NR?°R?!
altalanos képletl csoporttal helyettesitett, ahol
p ertéke 0 eés 5 k6zotti szam,
m értéke O és 5 k6z6tti szam,
n ertéke 0 és 5 kozotti szam,

R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,
es

R?° és R?' jelentése egymastdl fuggetlenal
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hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)(6-12
szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-
portok elényésen egy vagy tObb hidroxilcso-
porttal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(6-10 szén-

atomos aril)-csoporttal szubsztitualva vannak;

vagy

(b) -NR?°R?" egyittes jelentése hidrogénatom, mor-

R® jelentése

(a) 1-6

folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)piperazin-

-csoport;

szénatomos alkil- vagy 2-8 szénatomos alkenil-

csoport, amelyek mindegyike adott esetben egy vagy

tébb fenilcsoporttal helyettesitett, vagy

(b) halogénatommal helyettesitett fenilcsoport vagy 1-6

szénatomos alkoxicsoport; és

R’7 és R® jelentése azonosan vagy kilénbdzdéen hidrogénatom,

nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy halogénatom,

meégpedig fluor-, klor- vagy bromatom;

{\aho} a (1) altalanos képletben

R® jelentése 1-6 szénatomos alkil-, 3-10 szénatomos cik-

loalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-, cikloalkil- vagy fe-

nilcsoport adott esetben hidroxil-, 3-8 szénatomos cik-
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loheteroalkil-csoporttal, -CON képletd csoporttal,

R'®(CH,),NR?*°R?' -(CH3),-(CHR??*),-(CH,).-NR?'R?" vagy

-(CH3)p-(CHR??),-(CH,),-NR?*°R'® altalanos képletii cso-

porttal helyettesitett, ahol

p értéke O és 5 k6zotti szam,

m értéke O és 5 k6zdtti szam,

n értéke 0 és 5 k6z6tt szam,

R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,
és

R?° és R?' jelentése egymastdl fuggetlentul hidrogénatom,
1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szénatomos cikloalkil-,
3-10 szénatomos heterocikloalkil-, 6-10 szénatomos
aril-, 5-9 szénatomos heteroaril-, (1-6 szénatomos
alkil)(6-12 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok
adott esetben egy vagy tébb hidroxilcsoporttal, halo-
génatommal, amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos
alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-
(3-10 szénatomos heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos
alkil)(5-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6 szénato-
mos alkil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyette-
sitettek;
a (llIl) altalanos képletben

R'0 jelentése -N-R'"®R'® &ltalanos képletd csoport, ahol

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,

cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
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3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,

-CONR'®(CH,),NR*°R?", -(CH3)p-(CHR??)-(CH3)n-

NR?°R?' vagy -(CH2),-(CHR??),,-(CH2).-NR?°R?" altala-

nos képletld csoporttal helyettesitett, ahol

p értéke 0 és 5 kozotti szam,

m értéke O és 5 k6zotti szam,

n értéke 0 és 5 k6zo6tti szam,

R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport, és

R?° és R?' jelentése egymastol fuggetlenil

(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12

szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-12
szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-
portok elényésen egy vagy tébb hidroxilcso-
portal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szén-
atomos heteroatil)- vagy (1-6 szénatomos al-
kil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyettesi-
tettek, vagy

(b) -NR?*°R?' egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-
folino- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-
-csoport;

es

A és B jelentése azonosan vagy kulénb6zdéen szén-
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vagy nitrogénatom, és
R'" és R'? jelentése azonosan vagy kulénbézéen hidro-
génatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy
halogénatom, mégpedig fluor-, klér- vagy brom-
atom,
gho-pa (IV) altalanos képletben
R" jelentése -N-R'"®R'® altalanos keéplett csoport, ahol
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, ahol az
alkil-, cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben
hidroxil-, 3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH,),NR?*°R?", -(CH32)p-(CHR??),,-
-(CH3)a-NR?°R?' vagy -(CH2)p-(CHR??*)-(CH3)pn-
-NR?°R?' altalanos képletli csoporttal helyettesitett,
ahol
p értéke 0 s 5 ko6zotti szam,
m értéke O és 5 kozotti szam,
n értéke 0 és 5 k6zotti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-
port,
es
R?% és R?' jelentése egymastdl fuggetlenul
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szén-
atomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos heterocikloalkil-, (1-6
szénatomos alkil)-(5-9 szénatomos heteroaril)-, 5-9 szénato-

mos heteroaril-, 6-10 szénatomos aril- vagy (1-6 szénatomos
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alkil)-(6-10 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok adott
esetben egy vagy tébb hidroxilcsoporttal, halogénatommal,
amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos
alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos
heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos alkil)-(5-9 szénatomos
heteroaril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szénatomos
aril)-csoporttal helyettesitettek; vagy
(b) -NR?°R?" altalanos képletld csoport egyuttes jelenté-
se hidrogénatom, morfolin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-
piperazin-csoport;
A és B jelentése azonosan vagy kulénbézdéen szén-
vagy nitrogénatom; és
R'* és R'® jelentése azonosan vagy kalénbézéen hid-
rogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport
vagy halogeéenatom, mégpedig fluor-, klor- vagy
bromatom, és ahol
az (V) altalanos képletben
A jelentése szén- vagy nitrogénatom;
R'® jelentése -NR'®R'® altalanos képletii csoport, ahol
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és
R' jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'(CH,),NR?*°R?", -(CH3),-(CHR??),,-
(CH2),-NR?**R?*" vagy -(CH3),-(CHR??),-(CH,),-NR?°R?!

altalanos képletl csoporttal helyettesitett, ahol
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p értéke 0 és 5 kozo6tti szam,
m értéke 0 és 5 k6zotti szam,
n ertéke 0 és 5 k6zo6tti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-
port,;
R?° és R?' jelentése egymastol fuggetlenal
(a) hidrogéenatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-10
szenatomos aril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(5-
9 szénatomos heteroaril)-csoport, ahol az emli-
tett csoportok adott esetben egy vagy tébb
hidroxilcsoportal, halogénatommal, amino-, tri-
fluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénato-
mos alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szén-
atomos heterocikloalkil)- vagy (1-6 szénatomos
alkil)-(6-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6
szénatomos alkil)(6-10 szénatomos aril)-
csoporttal helyettesitett; vagy
(b) -NR?°R?' egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-
folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-
-csoport;
és
R'" jelentése hidrogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos
alkoxicsoport vagy halogénatom, mégpedig fluor-, klor- vagy

broématom.
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Kulénbésen elénydsek a
(1-benzil-piperidin-4-il)-(4-fenotiazin-10-il-propil)-amin
[(44) képletl vegyulet]
[2-(4-Klor-fenil)-etil]-(3-fenaotiazin-10-il-propil)-amin
[(45) képletl vegylullet]
(3-fenotiazin-10-il-propil)-tiokroman-4-il-amin
[(46) képletd vegyulet]
[1-metil-3-(2,6,6-trimetil-ciklohex-2-enil)-allil]-(3-feno-
tiazin-10-il-propil)-amin [(47) képletl vegyulet]
(7-etoxi-1,2,3 4-tetrahidro-naftalen-2-il)-(3-fenotiazin-
-10-il-propil)-amin [(48) képletl vegyulet]
N’-(9-fluor-benzo[c]akridin-7-il)-N,N-dimetil-propan-1,3-
-diamin [(9) képletld vegylulet]
N’-akridin-9-il-N,N-dimetil-propan-1,3-diamin [(50)
képletl vegyulet]
2-{4-[4-(benzo[g]kinolin-4-il-amino)-fenil]-piperazin-1-
-il}-etanol [(3) képletl vegydulet]
N“-{2-[2—(4-brém-feniI)-vinil]-7-k|ér—kinazolin-4-il}-
-N',N'-dietil-pentan-1,4-diamin [(51) képletl vegyulet]
N-benzo[glkinolin-5-il-N’-ciklohexil-propan-1,3-diamin
[(62) képletu vegyllet]
vagy a
2-[(2-hidroxi-etil)-(3-{2-[2-(4-metoxi-fenil)-vinil]-kina-

zolin-4-ilamino}-propil)-amino]-etanol [(53) képleti vegyulet].

A talalmanyunk szerinti szerves nem-peptid tipust ve-
gylletek szokasos eljarasok alkalmazasaval allithatok elé.

A talalmanyunk szerinti eljarasokban alkalmazhaté ta-
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lalmanyunk szerinti vegyuletek olyan vegyuletek prodrugjait is
magukban foglaljak, amelyek el6segitik a p53 csaladhoz tarto-
z6 fehérje vad tipusu aktivitasat. A prodrugok olyan vegyule-
tek, amelyek egy emldésnek (kulénésen embernek) beadva je-
lentds és hatasos mennyiségben a hatasos molekulava ala-
kulnak at.

A talalmanyunk szerinti vegyuletek szabad savak, sza-
bad.bézisok vagy ezek gyogyaszatilag hatasos s6i formajaban
lehetnek. Ezek a s6k konnyen eléallithatok a vegyulet egy
megfelelé savval végzett kezelésével. Ilyen savak példaul a
szervetlen savak, mint a hidrogén-halogenidek (hidrogén-
-klorid, hidrogén-bromid és hasonlék), kénsav, salétromsav,
foszforsav és hasonldk, tovabba a szerves savak, mint az
ecetsav, propionsav, 2-oxopropionsav, propandisav, butandi-
sav és hasonldk, azonban talalmanyunk nem korlatozodik
ezekre. Ezzel szemben a s6 alkalikus kezeléssel atalakithaté

a szabad bazissa.

B. Terapias végpontok és dozisok.

A talalmanyunk szerinti eljarasokkal azonositott ve-
gylletek nem stabil konformaciéju vagy felbomlott szerkezet(
fehérjékkel kapcsolatos betegségek kezelésére alkalmasak. A
nem stabil konformacioju vagy felbomlott szerkezet(i fehérjék-
kel kapcsolatos betegségek ismertek, ilyenek példaul a cisz-
tas fibrozis (CFTR), Marfan szindroma (fibrillin), amiotréfias
lateralis szklerdzis (szuperoxid diszmutaz), skorbut (kolla-
gen), juharszirup vizelet betegség (alfa-ketosav-dehidrogenaz

komplex), hianyos csontképzédés (I tipusu prokollagén pro-
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alfa), Creutzfeldt-Jakob-kor (prion), Alzheimer-kor (béta-
amiloid), Ordkletes amiloidoézis (lizozim), halyog
(krisztallinok), érékletes hiperkolekterolémia (LDL receptor),
al-antitripszin hiany, Tay-Sachs kor (béta-hexoszaminidaz),
festékes szemideghartya-gyulladas (rodopszin) és
leprechaunizmus (inzulin receptor). Természetesen az jtt is-
mertetett eljarasok és vegyuletek kiiléndsen alkalmasak rakok
kezelésére és még alkalmasabbak mutans p53 génekkel kap-
csolatos rakok kezelésére.

A szakteruleten jaratos személy szamara nyilvanvalé,
hogy egy betegséggel és kuléndsen egy rakos allapottal
0sszefuggd nem-kivant tunet (példaul fajdalom, érzékenyseg,
testtomegcsokkenés és hasonldk) barmilyen érzékelhetd eny-
hitése vagy megel6zése igen kivanatos a gyakorlé orvos vagy
a beteg szemsz6gébdl. Tovabba a rakos allapotot tekintve a
tumor témegének vagy névekedési sebességének barmiféle
csOkkenése, tovabba a tumor hisztopatologiai képének javula-
sa is igen kivanatos. Tehat a leirasban 'kezelés", "terapias
alkalmazas" vagy "orvosi alkalmazas" kifejezésen az igényeilt
vegyuletek barmelyikének és mindegyikének olyan alkalmaza-
sat értjuk, amely egy betegség allapotat vagy annak tuneteit
enyhitik vagy megelbzi, visszaszoritja, cstkkenti vagy a be-
tegség vagy egyéb nem-kivant tunet fejlédését barmilyen mo-
don megallitja.

A hatasos dozis és a kezelési eléiras szokasos maddon
hatarozhaté meg laboratériumi allatokon kis dbzissal kezdve,
majd a hatas vizsgalata kézben a dozis névelésével és a dobzis

eldiras szisztematikus valtoztatasaval. Gyakran végeznek al-
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latokon, elénydsen emlésdékén vizsgalatokat a bioldgiailag
hatasos anyag testtémeg kg-onkénti legnagyobb toleralhato
dézisanak azaz az MTD-nek a meghatarozasara. A szakteru-
leten jaratos személy szokasos moédon extrapolalja a szuksé-
ges dozisokat mas fajokra — beleértve az embert is — a haté-
konysagnak megfeleléen és a toxicitas elkertlése céljabdl.

A hatékonysagra iranyulé human vizsgalatok megkez-
dése elbtt egészséges egyedeken (I) fazisu klinikai vizsgala-
tokat végzink a biztonsagos dozis meghatarozasara. A keze-
l6orvos szamos faktort vehet figyelembe az adott egyednél az
optimalis doézis meghatarozgsakor. Ezek koézul elsdédleges a
toxicitas és a valasztott heteroldg géntermék felezési ideje.
Tovabbi faktorok példaul a beteg mérete, a beteg életkora, a
beteg altalanos allapota, a kezelend6 rakos megbetegedés ti-
pusa, a betegseg sulyossaga, a beteg altal szedett egyéb
gyogyszerek, a géntermék in vivo aktivitasa és hasonldk. A
prébadézisokat az éallatokon végzett vizsgalatok és az orvosi
szakirodalom eredményei figyelembevételével kell megva-
lasztani.

Az alabbiakban egy gyakorlati megvaldsitasi modon
mutatjuk be, hogy a tumor ndévekedesének gatiasara és/vagy
visszaszoritasara nagy mértékben hatdsos a 200 mg/kg/nap
dézis egy human réakot hordozo6 allatmodellen vizsgalva. Ezen
eredmény alapjan az (X) képletd vegyulet human dbézisa rak
kezelése esetén jellemzben intravénas injekcioban vagy koéz-
vetlenlul a tumor témegébe vagy orélisan beadva az egyed al-
lapotatol fuggben 0,1 g/nap és 10 g/nap k6z6tti mennyiség. A

kulonb6zbé hatékonyséagi és/vagy toxicitasi szintli vegyuletek
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esetében ezek az értékek megfeleléen valtozhatnak. Tovabba
a dozisok beadhatok naponta két vagy tébb alkalommal.

A talalmanyunk szerinti eljarasokban alkalmazhaté ve-
gyuletek nyujtott vagy tartés beadasra is alkalmasak, tovabba
lassan felszabaduld implantaciés eszkdzként is formalhatok.
llyen tartés felszabadulasu készitmények példaul a
biokompatibilis polimerek, mint a pol(tejsav), poli(tejsav-ko-
glikolsav), metilcellul6z, hiarulonsav, kollagén és hasonldk. A
hatéanyag a bejuttaté hordozdékban alkalmazott degradalhato
polimerek szerkezetét, megvéalasztdsat és alkalmazasat sza-
mos publikacioban ismertették [példaul Domb, A. és munka-
tarsai, Polymers for Advanced Technologies, 3, 279-292
(1992)]. A készitményekben alkalmazhatdé polimerek kiva-
lasztasara és alkalmazasara vonatkozdan tovabbi kézikényvek
ismertek [Chasin, M. és Langer, R.; "Biodegradable Polymers
as Drug Delivery Systems", 45, "Drugs and the Pharmaceutical
Sciences", Dekker, M.; New York (1990) és US-P-5 573 528
amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi leiras (Aebischer és
munkatarsai)].

A taldalmanyunk szerinti megoldasban kalénésen in vivo
alkalmazas esetén, nagy tisztasagu és esetlegesen kéaros
szennyez6désektdl lényegében mentes (példaul legalabb
"National Food" (NF) min6ség, altalaban legalabb analitikai
minéség, elénybsen legalabb gyodgyszerészeti minéség) bio-
kémiai komponensekre van szikség. Amennyiben egy adott
anyagot hasznalat el6tt szintetizalunk, a szintézis vagy az ezt
koveto tisztitas eredményeképpen olyan terméket kell eldalli-

tani, amely elényésen |ényegében nem tartalmaz semmilyen,
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az elballitasi vagy tisztitasi eljaras soran hasznalt toxikus
anyagot.

Talalmanyunk egy masik megvaldsitasi modja szerint
egy egyed rakos allapotanak kezelésére alkalmas kitet vagy
készletet biztositunk a talalmanyunk szerinti eljarasban hata-
sosnak mutatkozott vegyuleteket tartalmazd sterilen toltott fi-
ola vagy ampulla formajaban. Taldlmanyunk egyik megvaldsi-
tasi médja szerint a kit egy talalmanyunk szerinti vegyuletet,
peldaul (Y), (X) vagy (Z) képletli vegyuletet tartalmaz beadas-
ra kesz készitmenyben, egységdozisban vagy tébb dozist tar-
talmazo mennyiségben, amely készlet egy, a tartalmanak rak
kezelésére torténd alkalmazasara vonatkozd utasitast tartal-
mazo tajekoztatéval van ellatva. Egy masik valtozat szerint a
készletben egy vegylletet tartalmazé sterilen téltott fiolat

vagy ampullat biztositunk.

C. Hatdanyag kutatasi eljaras

A p53 csaladhoz és kuléndsen egy p53 DBD-hez tartozo
fehérjével kdlcsonhatd és/vagy ennek vad tipusu aktivitasat
befolyasold vegyuletet egyes vagy mindegyik szkrinelési Iépé-
se végrehajthaté a vizsgalandd vegylletekre vonatkozd nagy
teljesitmeényl vizsgalatban. A nagy teljesitmény( szkrinelés a
szakirodalomban jo! ismert, és barmilyen szamu formatumban
elvegezhetd. Jol alkalmazhatd formatumok példaul az ELISA
szcintillacios kézelité eljaras, a kompetitiv kotodési vizsgalat
és a helyettesité kotddési vizsgdlat. A nagy szamu vegyulet
szkrineléséhez szukséges id6t jelentdsen lecsokkentd labo-

ratoriumi automatikus berendezések, beleértve a robot tech-
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nologiat, a kereskedelemben beszerezhetdk (peéldaul a
Tecan, Scitec, Rosys, Mitsubishi, CRS Robotics, Fanuk és
Beckman-Coulter Sagian cégektdl). A vizsgalandé vegyuletek
azonositasa utan (vagy azonositasukkal egyidejldleg) egy ma-
sodik szkrinelés is végezhetd a vegylletek p53 csaladhoz
tartozo fehérjék aktivitasara gyakorolt, sejtekre kifejtett

és/vagy in vivo hatasanak meghatarozasara.

1. A talalmanyunk szerinti eljarasokkal és készitmé-
nyekkel célba vett p53 csaladhoz tartozé fehérjék

A pS3 az 6sszes eukariotikus Szervezetben mindenutt
jelen van. Tehat a talalmanyunk szerinti eljardsokban és ve-
gyuletekben alkalmazhaté p53 fehérjék és p53 DBD-k barmi-
lyek eukariotikus sejtekbdl| szarmazhatnak, példaul gombakbal
(mint a Saccharomyces cerevisiae), rovarokbdl (mint a Dro-
sophila) vagy eml6sékbdl (mint az egerek és/vagy human sej-
tek), de elédnyésen human pS53 fehérjéket alkalmazunk. Tovab-
bi rokon szerkezetli és mlkédés( emlés p53 homoldgokat
azonositottak, megemlitheték példaul a p63 és p73, ilyen, a
P53 csaladhoz tartozd fehérjék és példaul az ezeknek megfe-
lel6 DBD-k is, amelyek szintén hasznalhaték a talalmanyunk
szerinti eljarasokban és készitményekben. Ezen tuimenéen
azok a p53 csaladhoz tartozd (itt meghatarozott) fehérjék is
hasznalhaték a talalmanyunk szerinti eljarasokban és készjt-
menyekben, amelyeket meég nem deritettek fel

Ahogy fentebb emlitettik, a p53 fehérje legalabb harom
kulénb6z6 domént tartalmaz: €gy, az amino-terminalison el-

helyezkedd transzkripcios aktivald domént; a centralis DBD-t;
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és egy, a karboxil-terminalison elhelyezked& oligomerizacioés
domént. Ezen tulmenden a fehérje karboxil-terminadlisan egy
negativ szabalyzd domen jelenik meg. A human rakokkal kap-
csolatos p53 misz-szensz mutaciok legtéobbje a DBD-ben for-
dul eld. A talalmanyunk szerinti eljarasok és vegyuletek bar-
milyen misz-szensz mutacié konformaciéjanak stabilizalasara
irdnyulhatnak. Kulénésen eldnyds céljai a 175, 245, 248, 249,
273 és 282 maradék helyzetekben lévé mutaciok esetén egy
vagy tébb ugynevezett "forro helyet" tartalmazé mutans p53-
ok (az 6sszes maradék helyzetet a human p53 szekvenciara
vonatkoztatva adjuk meg; az egyéb szervezetekb®dl szarmazd
p53 fehérjék analdég maradék helyzetét kénnyen meghataroz-
hatjuk a human szekvencidhoz igazoldé homoldgiaval). To-
vabbi gyakori mutaciok fordulnak elé6 a p53-ban a 132, 135,
138, 141, 143, 146, 151, 152, 154, 157, 158, 159, 163, 173,
176, 179, 186, 194, 196, 213, 220, 237, 238, 241, 242, 258,
266, 272, 278, 280, 281, 285 és 286 helyzetben; a talalma-
nyunk szerinti megoldas ezeket is megcélozza. Talalmanyun-
kat az alabbi eldallitasi példakban ismertetjik kézelebbrél,
amelyekben a kévetkez6 p53 fehérjék konformacios stabiliza-
lasat mutatjuk be: 143A, 173A, 1758, 241D, 249S és 273H.

A rdkos megbetegedések a p53 fehérjékben, kiléndsen
a p53 feherje DBD-jeben levo misz-szensz mutacidkkal kap-
csolatosak, ilyenek peéldaul a vastag- és végbél karcinéma,
hélyag karcindma, méajsejt karcinoma, méh karcindoma, tudé
karcindma, mell karcinéma, a fejen és a nyakon jelentkezd
pikkelyes sejt karcindma, nyel6csdé karcindma, pajzsmirigy

karcinoma és neurogén tumorok, mint az asztrocitéma,
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ganglioblasztoma és neuroblasztéma, azonban nem korlato-
zodnak ezekre. A fenti és mas rakos megbetegedések a talal-
manyunk szerinti megoldassal és vegylletekkel kezelhetdk.

A p53 DBD koérulbeltl 100 - 300 aminosav-maradékot
tartalmaz. A proteolizissel szemben rezisztens, a 102-t6l 292-
ig terjedé6 maradékokat magaban foglalé magrél kimutattak,
hogy elegendd DNS megkotésére, és a p53 DBD kristalyszer-
kezetet 94-t61 312-ig terjedé maradékokra megoldottak [Cho
és munkatarsai, Science 265, 346 (1994); Friend, Science
265, 334 (1994)]. Tehat a talalmanyunk szerinti megoldasban
a p53 DBD domeén N-terminalisa az 50. és a 110. maradék ko-
z6tt kezdbdhet, és eldnybésen valahol a 94. és 102. maradék
k6zdétt kezdbébdik. A p53 DBD C-terminalisa a 286. és a 340.
maradék kozott ér véget, elénydsen a 292. és a 312. maradék
kézdtt ér véget.

"Termodinamikusan destabilizalt p53 mutanson" olyan
mutanst ertink, amely nem tartja meg a p53 egy vagy tébb
funkcionalis tulajdonsagat, mint a DNS k6t6 tulajdonséag fizio-
l6gids hémérsékleten (azaz 37 °C koruli hémérsékleten), de
alacsonyabb ho&meérsékleten vagy mas koralmények kozott
visszanyeri ezen funkciojat (funkcidit). Példaul az 6sszes
gyakori mutans in vitro koéralmények ko6zo6tt és alacsony ho-
mersékleten megdérzi DNS koétd kapacitasat [Friedlander és

munkatarsai (1996), lasd fentebb].

2. Vizsgalati tipusok
a. Kétési vizsgalati tipusok

A p53 csaladdhoz tartozd fehérjék DBD-jéhez egyszeri-
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en hozzaké6tddd vegylletek azonositasara hasznalt vizsgala-
tok Iényege, hogy a DBD fehérje és a vizsgalt vegyulet reak-
ciokeverékét a két komponens kélcs6nhatasanak és kotédésé-
nek biztositasahoz sziukséges korulmények kozoétt és ideig re-
agaltatjuk, ezaltal egy komplex képzédik, amely a reakcidke-
verékbdl kinyerhetd és/vagy azonosithatd. Az alkalmazott DBD
fajtak a szkrinelési vizsgéalat céljatol fuggden valtoztathatok.
Peldaul egy meghatarozott doménnel kdlcs6nhatasba 1épd ve-
gyuletek kutatasa esetéen a kété domént tartalmazo, a p53
csaladhoz tartozo teljes hosszusagu fehérje, maga a DBD
vagy egy fehérjével vagy polipeptiddel kapcsolt DBD-t tartal-
mazo fuzios fehérje is elényésen hasznalhaté a vizsgalati
rendszerben (példaul jelzés, a képz6dd komplex izolalasa és
hasonldk). Az ezen eljarasban alkalmazhaté DBD-bél szarma-
z0 fehérjének a DBD legalabb hat egymast kévetd aminosavat,
elénydsen tiz egyméast kévetd aminosavat, elényésebben husz
egymast kéveté aminosavat, még elényésebben harminc vagy
6tven egymast kdvetd aminosavat kell tartalmaznia.

A szkrinelési vizsgalat tébbféleképpen végezhetd. Pél-
daul az egyik ilyen vizsgalati eljaras szerint a DBD fehérjét,
polipeptidet, peptidet vagy fuzidés fehérjét vagy a vizsgalt
anyagot egy szilard fazishoz rogzitjuk, és a reakcio végén
detektaljuk a szilard fazishoz régzitett DBD/vizsgalt vegyulet
komplexet. Ezen eljaras egyik megvaldsitasi mddja szerint a
DBD reagenst egy szilard felUlethez régzithetjuk, és a nem
régzitett vizsgalt vegyuletet kézvetlenll vagy kézvetett mddon
jelezhetjuk. A megfelel0 jelzési rendszerek kozul barmelyik al-

kalmazhatd, példaul radioaktiv izotépok, mint a '?°| és °2pP
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izotopok, enzimmel jelzett rendszerek, amelyek a szubsztra-
tummal érintkezve detektalhatd kolorimetrikus jelet vagy fényt
bocsatanak ki, tovabba fluorescens jelzések, azonban nem
korlatozédnak ezekre. Az eljaras egy masik megvaldsitasi
modja szerint a szilard fazishoz rogzitett DBD-t egy jelzett
antitesttel alakitjuk komplex-szé. Ezutan megvizsgaljuk a
tesztvegylletnek a DBD/antitest komplex asszociacidjara gya-
korolt szétvalaszto hatasat.

A gyakorlatban szilard fazisként szokasos mddon
mikrotiter lemezeket hasznalhatunk. A régzittet komponenst
nem kovalens vagy kovalens kétéssel immobilizalhatjuk. A
nem kovalens rdgzitést egyszerlien a felulet fehérje-oldattal
torténdé bevonasaval és szaritassal végezhetjuk. Egyik valto-
zat szerint a fehérjének a szilard fellleten torténd régzitésé-
hez egy immobilizalt antitestet, elényésen egy, az immo-
bilizaland6 fehérjére nézve specifikus monoklonalis antitestet
hasznalhatunk.

A vizsgalat elvégzése céljabél a nem immobilizalt kom-
ponenst a régzitett komponenst tartalmazé bevont felulethez
adjuk. A reakcio végbemenetele utan az el nem reagalt kom-
ponenst olyan kérulmények kézott (példaul mosassal) tavolit-
juk el, amelynél a kéepz06dd komplexek a szilard felUleten
immobilizalva maradnak. A szilard felulethez régzitett komple-
xeket tobbféle médon detektalhatjuk. Ha az immobilizalas eldtt
a komponenst el6zlleg jelzéssel Ilattuk el, a fellleten
immobilizalt jelzés detektalasaval meghatarozzuk a képzédott
komplexet. Ha az immobilizalas el6tt a komponenst elézdéleg

nem latjuk el jelzéssel, a fellulethez rogzitett komplexek de-
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tektalasara indirekt jelzés alkalmazhato, példaul az immobili-
zalast megel6zGen a komponensre nézve specifikus jelzett
antitestet alkalmazunk (az antitest viszont egy jelzett anti-Ig
antitesttel lehet kdzvetlenlul vagy kézvetett mddon jelezve).
Egy masik megvaldsitasi méd szerint a kotédés koz-
vetlen vagy koézvetett jelzés alkalmazasa nélkul is detektal-
hatd, péeldaul egy olyan biofizikai tulajdonsag vizsgalataval,
amely kotédéskor megvaltozik. llyen szkrinelésre kulénésen
alkalmas szilard hordozd rendszer a BlAcore 2000™ rendszer
[beszerezhetd a BlAcore Inc.-t6l (Piscataway, NJ)]. A
BlAcore™ berendezés (http://www.biacore.com) a feluleti
plazma rezonancia (SPR) optikai jelenségét hasznalja a
biospecifikus kélcsénhatasok valddi idétartamu kdvetésére. Az
SPR hatas lényegében egy végtelenul kicsi elektromos mezén
alapul, amelyet egy fém és egy folyadék hatarfelluletén kiala-
kulo refrakcids index helyi valtozasai befolyasolnak. Egy lUveg
és egy karboximetil-dextran matrix koézott elhelyezett arany-
filmbOl készllt szendvics-szerkezetbdl érzékels chipet allitunk
el6, ahol a matrixhoz kémiailag kétjuk a ligandumot vagy a
vizsgalando fehérjét. Ezt az érzékel( titert egy aramlasi cellat
alkoto fluidumtdltetre visszuk fel, amelyen keresztul injektal-
hatjuk az analizaland6 vegyuletet. A ligandum és az analiza-
lando vegyulet k6z6tti kdlcsénhatast az érzékeld chipen a csip
feluletérdl visszaverddd polarizalt fénysugar szégében beko-
vetkez6 valtozaskeént detektaljuk. Barmilyen, a chiphez kétédé
témeg befolyasolja az arany/dextran rétegben az SPR-t. Az
aranyrétegben kialakuld elektromos mez6 ezen valtozasa kol-

csOnhatasba Iép a visszavert fénysugarral, és a megko6tott
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anyag mennyisegével aranyosan megvaltoztatja a visszaverd-
dési szdget. A visszavert fényt egy diddarendszeren detektal-
juk, és egy valaszegységként (RU) kifejezett kotéodési jellé
alakitjuk at. Mivel a valasz kdézvetlenll aranyos a megko6tott
tobmeggel, megmérhetdék a fehérje-fehérje kélcsénhatasok ki-
netikus és egyensulyi allandoéi.

Egyik valtozat szerint a reakciét folyadékfazisban is
végezhetjuk, a reakcidterméket elvalasztjuk az el nem reagalt

komponensektdl, és a komplexet detektaljuk.

b. A p53 csaladhoz tartozé fehérje konformaciéjanak
mérésére vonatkozo eljaras

A p53 fehérje konformaciéjat szamos kulénbdzd UGton
meérhetjuk meg. Példaul a p53 DBD konformacidéjanak megha-
tarozasara hasznalhatunk antitesteket. Egy elény6s talalma-
nyunk szerinti eljarasban olyan monoklonalis antitesteket
hasznalunk, amelyek specifikusak a p53 és/vagy p53 DBD ak-
tiv (példaul DNS koétd) vagy inaktiv (termodinamikusan desta-
bilizalt vagy felbomlott vagy rendezetlen) konformacioira. Pél-
daul a mAb1620 felismeri a p53 DBD-n a p53 fehérje tumor
szupressziv hatasaval szorosan 6sszefuggé epitopot [Ball és
munkatarsai, EMBO J. 3, 1485-1491 (1984); Gamble és mun-
katarsai, Virology 162, 452-458 (1988)]. Tehat az mAb1620
nem koétédik a p53 DBD-hez, amikor az inaktiv konforméaciot
vesz fel. Ezzel szemben mAb 240 altal felismert epitép akkor
mutatkozik meg, amikor a p53 mutacioban inaktivaldédik vagy a
vad tipusu pb53 denaturaléodik [Bartek és munkatarsai,

Oncogene 5, 893-899 (1990); Stephen és munkatarsai, J. Mol.
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Biol. 225, 577-83 (1992)]. Egyéb ismert és még nem ismert
konformacio-specifikus antitestek is hasznalhatok a talalma-
nyunk szerinti eljarasban. Ezek az antitestek j6| alkalmazha-
ték nagy teljesitményl szkrinelésben. Az antitestek, példaul a
monoklonalis antitestek eléallitdsa a szakirodalomban jél is-
mert.

A p53 csaladhoz tartozo fehérje, példaul a p53 vagy
vagy p53 DBD konformacidja meghatarozhaté példaul szine-
zék abszorpcibéval, spektroszképikus uton (példaul cirkularis
dikroizmussal vagy NMR spektroszképiaval), méretkizarasos
kromatografiaval, ultracentrifugaldssal, specifikus DNS ko6to-
déssel (példaul fiziologias hémérsékleten alacsony hémér-
séklettel szemben) vagy specifikus fehérje kotédéssel (példa-
ul az SV40 nagy meéretd T antigén csak a vad tipusd aktiv
konformaciot kéti meg, és az inaktiv konformaciot nem), azon-
ban nem korlatozédnak ezekre.

Ahogy fentebb emlitettuk, a gyakran eléfordulé p53
mutaciok kézul szadmos csak alacsonyabb hémérsékleten koti
meg a DNS-t, fiziolégias hémérsékleten nem. Ezért a p53
csaladhoz tartozd fehérjék konformacidja meghatarozhato
azok teszt vegyuletek jelenlétében mutatott hémérsékletfug-
gbésége alapjan. A konformaciét elénydsen fizioldgias hdmér-
sékleten (38 °C koruli hémérsékleten), 20 °C és 50 °C k6zotti
megfeleld tartomanyban és még elénydsebben 35 °C és 42 °C
kozotti tartomanyban vizsgéaljuk. A célba vett fehérje konfor-
maciojat az ido fuggvenyében is mérhetjuk, néhany perc és
néhany ora kozdétti vagy még hosszabb ideig. Amikor a

szkrinelésben vad tipusu p53 fehérjét vagy p53 DBD-t hasz-
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nalunk, a melegitést altalaban hosszabb ideig és magasabb
hémeérsékleten végezzuk, mint amikor egy mutans p53 DBD-t
hasznalunk. A szakterlleten jaratos személy az itt ismertetett
informacié alapjan egyszerien meghatarozhatja a megfeleld
hédmérsékletet.

A fentieken tulmenb6en egyidejlileg megvizsgalhatd a
vegyllet kétédése és a p53 csaldadhoz tartozo fehérje konfor-
maciéjaban bekdévetkezd barmilyen valtozas. Ebben a vizsga-
latban a p53 csaladhoz tartozo fehérje konformacidjaban a
teszt vegyulet jelenlétében bekdvetkezd valtozast talalatként
jegyezzuk fel. Az alabbiakban olyan vegyuletek nagy teljesit-
menyl szkrineléssel torténd vizsgalatara mutatunk be peéldat,
amelyek a p53 DBD-vel kélcsénhatasba lépve konformacios
valtozast okoznak. Az el6zbéekben ismertetett nagy teljesit-
ményl szkrinelési eljarasokkal a talalmanyunk szerinti megol-
dasban alkalmazhaté vegyuletek sorat tudtuk azonositani. Fi-
zioldgias hémérséklethez kézeli hémérsékleten ezek a ve-
gyuletek  névelik az mAb1620 konformacio-érzékeny
epitopjanak stabilitasat vad tipusu és szamos mutans p53 fe-
hérjéken. A vegylletek az alacsonyabb pumél/l koncentracio-
tartomanyban alkalmazva atmenetileg noévelik az epitop kon-
formacios stabilitasat az €16 sejtekben, és elésegitik a mutans
p53 transzkripcié aktivalasat. Az alabbiakban részletesen is-
mertetjlk egy szerves nem-peptid tipust vegyuletnek a p53
konformacidcjara és miikodésére gyakorolt modulald hatasat
mutans p53-at tartalmazé tumorokat hordozdé egereknek bead-
va, tovabba ezen vegyullet természetes p53 mutanst tartalma-

z6 human tumoros xenograftok névekedésére gyakorolt jelen-
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tés gatlé hatasat.

c. Sejteken és allatokon végzett vizsgalatok

A vizsgalandd vegyuleteknek a fent ismertetett elsd
szkrinelés alkalmazasaval végzett azonositasa utan altalaban
sejteken es allatokon végzett vizsgalatokkal hatarozzuk meg a
vizsgaland6 vegyuletek ilyen rendszerekre gyakorolt hatasat.
Ezeket a vizsgalatokat a p53 csalddhoz tartozé fehérjét ko6-
dold mutans gént tartalmazo tumorokbdl szarmazd sejtvonala-
kon vagy a p53 csaladhoz tartozé mutans fehérje
expresszalasanak megfeleléen manipulalt sejtvonalakon vé-
gezhetjuk. Megvizsgaljuk a vizsgalando vegyuletek p53 csa-
ladhoz tartozé fehérjék egyik vagy ésszes vad tipusu aktivita-
sara gyakorolt hatasat. Példaul a WAF1 vizsgalandod vegyulet
jelenlétében mutatott indukcidja jelzi, ha a vegyulet a specifi-
kus DNS koté tulajdonsagok elésegitésével megdrzi a mutans
p53-ban levd funkciot, és nem kovetkezik be valogatas nélkilj
kotédes. Barmilyen, a p53 vagy a p53 csalad egy masik tagja
altal torténd gén felulszabalyzas vagy alulszabéalyzas vizsgal-
haté. A p53 csalddhoz tartozé fehérjék egyéb aktivitasai pél-
daul a szaporodas szupresszidja és az apoptozis. A szaporo-
das szupresszidja kénnyen vizsgalhato mikroszkopikus uUton
szovet tenyésztett sejtekben vagy tenyésztett képzddési vizs-
galattal. Az apoptdzis TUNEL megfestéssel vagy propidium-
jodid megfestéssel vagy aramlasi citometriaval mutathaté ki

A fentieken tulmendéen az allatmodellek a toxicitas és a
vizsgalando vegyulet hatékonysaganak szkrinelésére is alkal-

mazhatok. Példaul a p53 mutanst tartalmazo tumorok allatmo-
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dellen indukalhaték, és a vizsgalandé vegyllet beadhaté az
allatnak. Meghatarozhaté a toxicitds és a tumoros szaporodas

vagy regresszi6. Az alabbiakban ilyen szkrinelésre mutatunk

be példat.

3. Szkrinelésre alkalmas vegyuletforrasok

A talalmanyunk szerinti eljarassal szkrinelheté vegyu-
letek példaul kis szerves molekulak, amelyek képesek bejutni
a sejtbe, és befolyasolni egy, a p53 csaladhoz tartozé fehérje
aktivitasat, azonban talalmanyunk nem korlatozdédik ezekre.
Szamos vegyuletkdényvtar hozzaférhetdé a kereskedelemben
(példaul Pharmacopeia, Arqule, Enzymed, Sigma, Aldrich,
Maybridge, Trega és PanLabs). A p53 DBD-vel koélcsén-
hatasba |ép6 vegyuletekként ismert vegylletkdényvtarak is
szkrinelhetdk, ilyenek a természetes termékek vagy a szinteti-
kus vegyuletek, tovabba a biolégiailag aktiv anyagok, beleért-
ve a fehérjéket. Azonban a vegyuletek eldnydésen nem fehérjék
és nem peptidek (ezen 3 aminosavat tartalmazé, peptid kétés-
sel 6sszekapcsolt lancot értink). Az antitestek olyan peptidek,
amelyek immunoglobulinok vagy egy immunoglobulin antigént
koté fragmensei; azonban a vegyuletek elényésen nem is an-
titestek. A talalmanyunk szerinti eljarasokban alkalmazhato
vegylletek specialis osztalyait és peldait mutatjuk be az alab-
biakban.

Egy, a p53 csalddhoz tartozé fehérje vad tipusu aktivi-
tasat elésegité vegyulet azonositasa utan molekula modelle-
zési technikat alkalmazhatunk a vegyulet még hatasosabb

valtozatainak tervezésére. llyen molekula modellezd rendsze-
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rek példaul a CHARM (Polygen Corporation, Waltham, MA) és
a QUANTA programok (Molecular Simulations Inc., San Diego,
CA). A CHARM az energia minimalizaldsan és molekula dina-
mikai funkciokon alapul. A QUANTA a molekula szerkezeti fel-
épitésén, grafikus modellezésén és analizisén alapul. A
QUANTA interaktiv felépitést, modositast, megjelenitést és a
molekulak egymas kéz6tti viselkedésének analizisét teszi le-
hetéve.

Egy, a p53 csaladhoz tartozd fehérje vad tipusu aktivi-
tasat elésegité vegyulet azonositasa utan a vegyulet példaul
egy elmélet alatamasztasara hasznalhaté6. Az alabbiakban
részletesen bemutatjuk, hogy a legmegfelelobb elmélet szerint
egy planaris policiklusos hidroféb csoport egy polaros amintol
korulbeltl 0,5 nm és 0,9 nm k6z6tti (5-9 A), elényésebben 0,6
nm és 0,8 nm (6-8 A) kéz6tti tavolsagra helyezkedik el. llyen
hipotézist barmelyik taldlméanyunk szerinti vegyulet alapjan
felallithatunk a Catalyst program (Molecular Simulations Inc.,
San Diego, CA) alkalmazasaval. Tovabb4 a Catalyst program
az elmélet megfeleld adatbazisokon, a Cambridge kis mole-
kula adatbazison (Cambridge, England), tovabba mas fent
emlitett adatbazisokon valdé alkalmazasaval tovabbi, talalma-
nyunk szerinti vegyuletek azonositasara hasznélhatok.

A talalmanyunk szerinti vegyuletek hatasosabb valto-
zatok tervezésére is hasznalhaték olyan modellezé csomagok
alkalmazasaval, mint a Ludi, Insight Il, C*-Minimizer and
Affinity (Molecular Simulations Inc., San Diego, CA). Kuléné-

sen elényds modellezd csomag a MacroModel (Columbia

University, NY, NY).
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A talalmanyunk szerinti vegyuletek egy racionalis kom-
binatorikai kényvtar kifejlesztésének alapjaként is hasznalha-
tok. Az ilyen koényvtar tovabbi hatasos vegylletek
szkrinelésére alkalmas. A kombinatorikai kényvtar tulajdonsa-
gai kulonb6zo faktoroktdl fuggnek, mint egy, a kényvtar alap-
jat képezd eldnyés taldlmanyunk szerinti vegyiletek kézul ki-
valasztott vegyulet, természetesen a taldlmanyunk szerinti
vegyuletek egyedulallo adatokat biztositanak olyan kombina-
torikai tervezé programok szamara, mint a C2?-QSAR
(Molecular Simulations Inc., San Diego, CA).

Talalmanyunkat az alabbi példakban ismertetjuk kdze-
lebbrdl, azonban talalméanyunkat nem kivanjuk az ezekben

foglaltakra korlatozni.

1. példa

p53 DBD hdstabilizalasi vizsgalat

Nagy teljesitményl vizsgalatot fejlesztettiink ki vad ti-
pusu p53 DBD alkalmazéaséaval. A vizsgalat soran gyégyhatasu
vegyulleteket szkrinelink, és azokat a vegyuleteket, amelyek
stabilizaljak a DBD aktiv konformaciojat, talalatként jegyezzik

fel.

A. Anyagok és eljarasok

Hostabilizalasi vizsgalat: Vad tipusd és mutans p53 fe-
hérjébdl és FLAG-gal jelzett p53 DBD-bdl rekombinans DBD-t
(94-312-ig maradekok) allitunk el6 [Pavletich és munkatarsai,
Genes and Dev. 7, 2556-2564 (1993); Bullock és munkatarsai,

1997, lasd fentebb]. Mutans fehérjeként a kdvetkezéket hasz-
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naljuk: 143A,173A,175S, 249S és 273H. Szamos kis moleku-
laju  szerves vegylletet hasznalunk. A vegyUletekbdl
dimetilszulfoxidban oldva 10 mg/ml koncentraciéju térzsolda-
tokat allitunk eld, és felhasznalas el6tt higitjuk. A fehérjéket
(0,25 nm és 1,0 ng mérdhelyenként) 25 mmél/l HEPES-t, 150
mmol/l kalium-kloridot, 10 mmaol/l ditiotreitolt tartalmazd pH 6,
8 kémhatasu pufferrel higitjuk, 50 pl-t helyezink el Reacti-
Bind mikrotiter lemezeken (Pierce), és 35 percig jégen tartjuk.
A mérbhelyeket 25 mmol/l HEPES-t és 150 mmdl/l kalium-
kloridot tartalmazo6, pH 6,8 kémhatasu oldattal 6blitjuk, hoz-
zaadjuk a vegyduletet vagy a higitott dimetilszulfoxid hordozét,
és a lemezeket a meghatarozott hémérsékleten inkubaljuk. Az
inkubalas végén a mérbdhelyeket jégre helyezzuk, ELISA vizs-
galatot vegzunk, kézben a lemezeket jégen tartjuk az epitopok
tovabbi valtozasanak elkerllésére. A mérdhelyeket 1 6ran at
hideg, 5 %-os lef6l6zétt tejjel (Difco HEPES/KCI pufferben)
blokkoljuk az elsé antitest hozzaadasa utan. mAb1620,
mAb240 (Calbiochem) é&s monoklonalis antitesteket és anti-
FLAG M2 antitestet (Eastman Kodak Company) higitunk 1:100
és 1:250 kozdétti aranyban HEPES/KCI elegyben, és mérdhe-
lyenként 100 upl-t helyezink el 30 percre. A lemezeket hideg
HEPES/KCI pufferben ketszer 6blitjuk, és tovabbi 30 percig
torma-peroxidaz (HRP)-konjugalt anti-egér IgG-vel
(Boehringer Mannheim) inkubaljuk tovabbi 30 percig. A HRP
jelet TMB elOhivo (Pierce) alkalmazasaval el6hivjuk, és a jel

optikai sdriségét 450 nm-re beallitott BioRad mikrolemezes

leolvasoval olvassuk le.



- 61-

B. Eredmények

A pb53 DBD konformacidéjanak termolabilitasa: A
mAb1620 altal felismert epitép konformaciéfuggéd, és ennek
p53-on valod jelenléte nagy mértékben 6sszeflgg a fehérje tu-
mor szupressziv aktivitasaval [Ball és munkatarsai, 1984, lasd
fentebb; Gamble és Milner, 1988, |asd fentebb]. Ezzel szem-
ben az mAb240 altal felismert epitép egy linearis epitép,
amelyet akkor hasznalunk, amikor a p53-at mutacioval
inaktivaljuk, vagy amikor a vad tipust p53 denaturalt [Bartek
és munkatarsai, Oncogene 5, 893-899 (1990); Stephen és
Lane, J. Mol. Biol. 225, 577-583 (1992)]. A rekombinans hu-
man p53 DBD (94-312-ig maradékok) in vitro aktivbél inaktiv
konforméacioba alakul at, fokozatosan elvesztve az 1620
epitopot a 240-es epitdop akkumulalédasa kézben. Mikrotiter
lemezeken tisztitott p53 DBD-t immobilizalunk, megkézelitéleg
fiziologias hémérsékletre melegitjuk, és egy ELISA formatum-
ban mAb1620-zal szondazzuk. Az 1620 epitop a hémérséklet
és az id6 fuggvéenyében elfogy, ahogy ez az 1A abran lathaté.
Az 1620-as epitop csOkkenése kifejezetten 6sszefiugg a kon-
formacié elvesztésével, mivel egy, a DBD-hez ko6toétt FLAG
epitop teljesen stabil marad, ahogy ez az 1B abran lathato.
Tovabba az 1620-as epitop a 240-es epitép ndvekedésével
6sszhangban csOkken, ami azt igazolja, hogy az 1620-as
epitédp csékkenése a p53 DBD-ben bekdévetkezd konformacids
valtozasara utal, és nem az immobilizalt fehérje csékkenésé-
re.

A vad tipusu p53 DBD-n |évd 1620-as epitdép felezési

ideje 23 °C-on korulbeltul 35 perc, és magasabb hdmérsékleten
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ez progressziven csékken, példaul 45 °C-on 5 perc ala, ahogy
ez az 1A abran lathatdé. Ezzel parhuzamosan a gél eltolédasi
vizsgalatokban a p53 DBD DNS k6té kapacitasa az oldat me-
legitésével csékken (adat nincs bemutatva). A vad tipusu p53
DBD fehérjen lévo 1620-as epitop felezési ideje 37 °C-on ko6-
ralbelal 2-szerese a 143-as helyzetben mutans DBD-nek,
ahogy ez az 1C abran lathatdé. Ez a felismerés 6sszhangban
van mas mutansok p53 fehérjék csdkkent termodinamikai sta-
bilitasaval kapcsolatban korabban ismertetettekkel, és azt bi-
zonyitja, hogy az 1620-as epitéop a p53 DBD konformacidjanak
kimutatésére; hasznalhatdé (Bullock és munkatarsai, 1997, lasd
fentebb).

A pb53 konforméacidjat stabilizalé vegylletek: ELISA
vizsgalatot alkalmazunk az aktiv p53 konformaciot stabilizalo,
és a mutans fehérje vad tipusu funkcidjanak jobb megérzését
el6segitd vegyluletek azonositasara. Szamos vegyulet fiziolo-
gias homersékleten szuppresszalja az mAb1620 epitépjanak
csOkkenéset, ahogy ez példaul a 2A abran latatd. A vegylle-
tek relativ hatasossagat titralasi kisérletekkel hatarozzuk meg
az mADb1620 epitdpjanak 50 %-os stabilizdldsahoz szikséges
koncentracio meghatarozasaval. A hatdsos vegylletek az
epitopot dozisfuggd modon stabilizaljak, ahogy ez a 2B abran
lathatd. A dimetilszulfoxid olddszer és a hatdsos vegyuletek
szamos analdgja nem stabilizalé hatasu, ahogy ez a 2B abran
és az 1. és 2. tablazatban lathaté. A vegylletek a teljes
hosszusagu vad tipusu p53-at is hasonlé mdédon stabilizaljak,
mint szamos mutans p53 fehérjébdl szarmazo DBD-t, (lasd a

2C abrat, adat nincs bemutatva). A vegyllet jelenlétében a
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mutans fehérjék olyan stabilak, mint a vad tipusu fehérje a
vegyulet tavollétében.

Bar a vegyuletek meg6rzik az mAb1620 epitopjat, nem
mentik meg az olyan p53-at, amely mar elvesztette az
epitépot. Példaul az mAb1620 reaktivitdsa nem né, amikor a
p53 DBD-t az (Y) képletd vegyulet hozzadadasat megeldzden
melegitjuk. Habar az epitop csdkkenési sebességét a vegyulet
jelenléte mérsékli, hosszu iddon at végzett melegités hatasara
az 1620-pozitiv konformacié éppen ugy csékken. Tovabba ugy
tdnik, hogy a vegyulet nem ko6tdédik irreverzibilisen a p53-hoz,
mivel az (Y) képletli vegyulet 37 °C-on végzett inkubalas elott
tértéend hozzaadasa és kimosasa nem akadalyozza meg az
epitép csdékkenését (adat nincs bemutatva). Ezek a felismeré-
sek 6sszhangban vannak egy olyan modellel, ahol a p53 DBD
és a vegyulet kolcsénhatasa képessé teszi a fehérjét az
mAb1620 altal felismert funkcionalis konforméacié stabilabb
megobrzésére.

A hatasos vegylletek szerkezete: Az ésszes azonositott
hatasos vegyulet egy (planaris policiklusos) hidrofob csopor-
tot és egy kationos csoportot (gyakran egy amint) tartalmaz
egy specialis hosszusagu Osszek6té csoporton at ésszekap-
csolva. A benzimidazol, benzokinolin, fenotiazin és sztiril-
kinazolin a hidrofob (R1) helyzetben aktivak, ezzel szemben
az ilyen csoportokban és az egyszerli biciklusos vagy
monociklusos csoportokban végrehajtott kicsiny valtozasok
hatasara a megadott vizsgalati kérulmények k6z6tt nem voltak
aktivak, ahogy ez az 1. tablazatban lathato. A vegylletek

esetében "aktiv" kifejezésen ebben a vizsgalatban azt értjuk,
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amikor két parba allitott vegyulet esetén 10-szeresnél na-
gyobb kulénbség van, ahogy ez az 1. tablazatban |athatd, az
mADb1620 epitdpjanak 50 %-os stabilizalasahoz szikséges ve-
gyuletek mennyisége kézoétt. Tehat megjegyezzik, hogy a
vizsgalatban egy vegyuletet akkor nevezink inaktivnak, ha vi-
szonylag inaktiv és nem akkor, ha abszolut értelemben inak-
tiv. Ennek megfeleléen aktiv kationos csoportok (R2) példaul
a dimetil-amin, dietil-amin, dietanol-amin, metil-amin, metil-
piperazin €s morfolin, ahogy ez az 1. tablazatban lathato. Bi-
zonyos nagyobb aminok ennek megfeleléen aktivabbak, ami-
kor a fenotiazin sorozatban vizsgaljuk. Negativan téltott vagy
téltetlen csoportok, mint a karboxil- vagy benzilcsoport az R2
helyzetben inaktivak ezen vizsgélatok szerint, ahogy ez az 1.
tablazatban lathaté. Ebben a vizsgalatban az R1 és R2 cso-
portok kozotti tavolsag szintén fontos a vegyllet aktivitasa
szempontjabol, mivel a propilcsoport hosszisagunal révidebb
GsszekoOtd csoportok csdkkentik a vegyutlet relativ aktivitasat,
ahogy ez a 2. tablazatban lathat6. A butil-6sszekétdcsoportok
kissé kevésbé hatasosak, mint a propil-0sszekétécsoportok,
és a hosszabb Osszekotécsoportok kevésbé hatasosnak mu-
tatkoznak a vegylletekben ebben a vizsgalatban (lasd a 2.
tablazatot, adat nincs bemutatva). A megfeleld tavolsagot
meglOrz6 elagazd 6sszekdtd csoportok altalaban aktivabbak,
mint a megfeleld linearis 6sszekOt6 csoportok. Ezek az altala-
nos megfigyelések nem korlatozzak talaimanyunk oltalmi ko-
rét, de a talalmany megvalésitdsa soran jol hasznalhaték a to-

vabbi molekulak tervezésében.



- 65- E. ettt

]
T

1. tablazat

Az aktivitas fuggése a vegyllet szerkezeti tulajdonsa-

gaitol
[ Rz |
/ ——
6sszekdtd csoport
R1
R1 R2
Aktiv Inaktiv Aktiv ! Inaktiv
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oy os | YOS
oo O | P9
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* Az aktiv és inaktiv kifejezés azt jelenti, hogy az egy-

mashoz tartozé vegyuletparok hatasossaga koézotti kilénbség
tobb, mint 10-szeres. A relativ hatasossagot a titralasi vizs-
galatokban az mAb1620 epitépja 50 %-os stabilizalasahoz

szukseges vegyllet mennyiségével hatarozzuk meg.



2. tablazat

ooooo

Az aktivitas fﬂggése az R1 és R2 k6zo6tti tavolsagtol
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* Az mAb 1620 epitdpja 50 %-0s meg6drzéséhez szuksé-

ges vegyuletkoncentracio 45 °C-on 30 percig melegitett 0,5 ng

p53 DBD esetén
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C. Ertékelés

Az eredmények azt mutatjak, hogy a mutans p53 funkcid
megbrzésére és a rakellenes kezelési eljaras kifejlesztésére
alkalmas Uj stratégia elve bizonyitott. A példaban bemutatott
eljaras az izolalt DBD konformacios stabilitdsanak el6segité-

sére alkalmas els6 vegylletcsalad kutatdasara vonatkozik.

2. példa

p53 konforméacidjanak meghatarozasa a sejtekben és
tumorokban

Ebben és a tovabbi példakban olyan vegydulet-
prototipusokat mutatunk be, amelyek az alacsonyabb pm/l
koncentraciotartomanyban alkalmazva megvaltoztatjadk a mu-
tans p53-at az é16 sejtekben és tumorokban, és szuppresszal-

jak a természetesen mutalédoé p53-at tartalmazo tumorok no-

vekedését.

A. Anyagok és eljarasok

Sejttenyészet: Az 6sszes sejtvonalat az ATCC-t6l sze-
rezziuk be, és 10 % borju embrié szérumot (Gibco BRL) tartal-
mazoé kézegben szaporitjuk.

A p53 konforméacidéjanak meghatarozasa: Koérulbelul 1 x
107 H1299/riporter + mutans p53 sejteket kezeliink egy éjsza-
kan at, trisz-puffert tartalmazé hideg sé-oldattal haromszor
6blitjuk, és 1,5 ml hipotdnias lizispufferrel lizaljuk, amely 20
mmol/l HEPES-t, 10 mmdél/l natrium-kloridot, 20 % glicerint,
0,2 mmol/l EDTA-t, 0,1 % Triton-X 100-at, 10 mmol/l
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ditiotreitolt és proteaz inhibitorokat tartalmaz, kémhatasa pH
7.4. A sejteket 2000 fordulat/perc értéken 5 percig 4 °C-on
mikrocentrifuga csovekben ulepitjuk, és a mag extraktumokat
a csapadék ugyanilyen 0,5 mmoél/l natrium-kloridot tartalmazo
pufferben térténd ujra szuszpendalasaval allitjuk el6é. A tumor
mintakat egy Dounce homogenizatorban homogenizéljuk a
fenti, 0,5 mél/l natrium-kloridot tartalmazé puffer hdaromszoros
térfogataban. A lizatumokat 10 000 ford./perc értéken 10 per-
cig 4 °C-on végzett centrifugalassal tisztitjuk. A mag extrak-
tumokat p53 tartalomra normalizaljuk, amelyet mAbDO-1 anti-
testtel hatarozunk meg Western foltok alkalmazasaval, és a
p53-at MaxiSorp F96 lemezek (Nunc) mérbhelyein helyezzik
el, amelyet el6zbleg 0,05 mol/l karbonat-pufferben (pH 9,6)
1 ng/ml mAbDO-1 koncentrécidju oldattal vontunk be. A méré-
helyeket hideg PBS-sel mossuk, 3 o6ran at 4 °C-on blokkoljuk 4
%-s folozott tej alkalmazéasaval PBS-ben, és f6lozott tejben
HRP-konjugalt mAb1620 antitest alkalmazasaval szondazzuk.
Az antitestet 1 6ran at jégen inkubaljuk, ezutdan a mérdéhelye-
ket 0,05 % Tween 20-at tartalmazé PBS-sel haromszor mos-
suk, és a jel kifejlesztésére TMB szubsztratumot hasznalunk.
A standard gorbét eltolt hdmérsékletd (32 °C) H1299/riporter +
mutans p53 sejtekbdl vald lizatum alkalmazéasaval hatarozzuk
meg, amely sejtek nagy mennyisegl 1620-pozitiv p53-at
expresszalnak. A mintdk mennyisége a standard gorbe linearis
tartomanyan beldl van, és mindegyik mintaban a teljes p53-ra,

tovabba a kezeletlen lizatumokban az 1620-pozitiv p53 frakci-

ora korrigaljuk.
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B. Eredmények.

A konformacio stabilizalasa a sejtekben: a vegyluletek
sejtben levd p53 1620-pozitiv konformaciot stabilizald képes-
séget kizardlag mutans p53-at expresszald é16 sejteken vizs-
galjuk. A p53 szamara értéktelen H1299 sejteket tumoros ere-
detd mutans p53-mal (173-as helyzet) transzfektaljuk, és nem
konformacié-érzékeny p53 antitestet (mAbDO-1) hasznalunk
Western foltokban a bdséges mennyiségli mutans fehérjét
expresszald klon szelektalasara. Az mAb1620 epitdpjat hordo-
z0 p5}3 allando alacsony szintjét a transzfektansboél szarmazé
extraktumban detektaljuk, ez megerésiti, hogy a p53 mutans
kis frakcidja megdrzi az aktiv konformaciét [Chen és munka-
tarsai, Oncogene 8, 2159-2166 (1993)]. Az (X) képletly ve-
gyulet alacsonyabb pmol/l koncentraciétartomanyban alkal-
mazva korUlbelul 5-szérosére néveli az 1620-pozitiv p53 al-
lando allapotu frakcidjat a sejtekben, ahogy ez a 3A &bran
lathato. Kezelés utan 4 vagy 6 6raval érjuk el a legnagyobb
epitopszintet. A p53 teljes mennyisége valtozatlan az MAbDO-
1-nek a fehérje amino-terminalisan elhelyezkedd nem konfor-

macid-érzékeny epitéppal szemben mutatott reaktivitasa alap-

jan meghatarozva.

C. Ertékelés

Az eredmények azt mutatjak, hogy a talalmanyunk sze-
rinti eljarassal azonositott konformacié stabilizalé hatasy ve-
gyuletek képesek stabilizalni a p53 aktiv konformaciojat az
élo sejtekben. Azok a vegyuletek, amelyek a tumorokban meg-

6rzik a mutans p53-at, a nem-funkcionalis p53 teljes mennyi-
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ségét vagy a mAb1620 epitépjat hordozé pS3 alcsoportot ve-
hetik célba. Ugy tlnik, hogy az itt ismertetett vegyluletek f&
célja az Ujonnan szintetizalt mutans p53, amely még megérzi
aktiv konformaciojat. Ennek megfeleléen a vegyuletek névelik
az 1620-as epitép fennmaradasat, de képtelenek megérizni az
elézetesen in vitro melegités kévetkeztében elvesztett 1620-
as epitopot. Azok a vegylletek, amelyek noévelik az aktiv
konformécié stabilitasat az Gjonnan szintetizalt pS53-on, eldse-
gitik a funkcionalis p53 allandé szintjének id6-fuggd akkumu-
lalédasat. Ezzel az elmélettel O0sszhangban van a sejtekben az
1620-as epitop maximalis névekedésének elérésénél megfi-

gyelt 4 6ras késleltetés, ahogy ez a 3A &bran lathats.

3. példa

A pS3 funkcidjanak megdrzése

A. Anyagok és eljarasok

Transzaktivaciéos vizsgalat: A sejteket mutans p53 fe-
herjeket (173A, 249S) kodolé expresszald plazmidokkal és egy
neomicin szelektalhatdé markerrel transzfektaljuk DOTAP Kkati-
onos lipid transzfektalé reagens (Boehringer Mannheim) vagy
kalcium-foszfat alkalmazasaval. A sejteket egy, a higromicin
rezisztencia markert kddolé plazmiddal és egy olyan p53 ri-
porter génnel is transzfektaljuk, amely a Herpes Sikplex virus
timidin-kinaz gén prométer tartomanyaban 1év6 p53 kotd szek-
vencianak megfelelé p53 kété szekvencia négy koépiajat tar-
talmazza (a génbank S57428 hozzaférési szamuy timidin-
kinazanak 26-t6l 58-ig terjed6 alapszama, amely g

GCCTTGCCT szekvenciaval kezdédik és a TGCCTTTTC szek-
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venciaval fejez6dik be), amely a luciferdaz gént vezetdé SV 40
bazis promodterrel szemben helyezkedik el. A megfeleld
sejtparokat ugy allitjuk el6, hogy a sejtek egy klénjat a ripor-
ter konstrukcioval, egy, a mutans p53 expresszidjanak meg-
felel6 tovabbi konstrukcidval transzfektaljuk. A transzfektalt
kldnokat Hygromycin-t vagy G418-at tartalmazo k6zegben né-
vesztjuk. 96-merbhelyes szdvettenyészté talcakon (Costar)
sejt monorétegeket kezelink a vegyulettel, a luciferaz aktivi-
tast egy szubsztratum konverzids vizsgalattal (Promega) hata-

rozzuk meg, és Dynatech mikrolemezes luminométerrel mér-

juk.

WAF1 es pS53 expresszidja: A tenyésztett sejteket 21
oran at kezeljuk, trisz-puffert tartalmazéd hideg soéoldattal ha-
romszor oblitjuk, felkaparjuk és 10 000 fordulat/perc értéken
30 masodpercig Ulepitjuk, majd 50 mél/l HEPES-t, 0,1 % NP-
40-et, 250 mmol/l natrium-kloridot, 5 mmal/l EDTA-t, 50 mmal/l
natrium-fluoridot, 1 mmol/l DTT-t, 50 pg/ml aprotinint, 1 mg/ml
Pefabloc-ot (Boehringer Mannheim) tartalmazé pH 7,5 kém-
hatasu oldatban Ujra szuszpendaljuk. A fehérjekoncentraciot
Bradford reagenssel (BioRad) hatarozzuk meg, és 5 ug és 10
Mg koOzotti sejt lizatumot mérunk be 8 % és 16 % koOzotti
gradiens( poliakrilamid/SDS gélre (Novex). A fehérjéket Im-
mobilon P membranra (Millipore) visszuk at Towbin-pufferban
[Towbin és munkatarsai, Proc. Nat. Acad. Sci.: USA 76, 4350
(1979)] 20 % metanollal. A membranokat 32,5 kDa és 47,5
kDa kozotti molekulatémegl markerek kozott kettéosztjuk, és

1 6ran at szobah6émérsékleten SuperBlock (Pierce) plusz 3 %
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folozott tej elegyében blokkoljuk. A folt alsd felét WAF1
expresszalasra szondazzuk EA10 monoklonalis antitest Klén
(Calbiochem WAF1 Ab-1) alkalmazasaval, és a folt felsd felét
a teljes p53 expresszidéra szonddzzuk mAbDO-1 (Calbiochem
p53 Ab-6) alkalmazasaval. A foltokat 1 6ran at mossuk 0.1 %
Tween 20-at tartalmazd trisz-szel pufferelt séoldat haromszori
cseréjével, majd hozzaadjuk a masodik antitestet, a HRP-vel
konjugalt anti-egér 1gG-t. A savokat Renaissance ECL
(DuPont) alkalmazasaval jelenitjik meg, és Hyperfilm ECL-en

(Amersham Life Science) régzitjuk.

B. Eredmények

p53 funkcié megbérzése a sejtekben: Annak meghataro-
zasa céljabdl, hogy a p53 konformacidjanak stabilizédlasa a
vad tipusu funkciok jobb megérzését eredményezi-e, megvizs-
galjuk a p53 szekvencia-specifikus transzkripcids aktivitasat.
H1299 sejteket transzfektalunk egy p53-indukald luciferaz ri-
porter génnel, és egy stabil klont (H1299/riporter) mutans
p53-mal masodlagosan transzfektalunk olyan illeszkedd Kklén
elballitasara, amely mind a riporter gént, mind a 173-as hely-
zetben mutans p53-at extresszalja (H1299/riporter + mutans
p53). A vegylletek névelik a mutans p53 transzkripcios akti-
vitasat a riporter gén indukcios mérések szerint, ahogy ez a
3B abran lathatd. Alacsony szintl transzkripcios aktivalast
észlelunk a H1299/riporter sejtekben, ami a p53 homolég p73
jelenlétével hozhaté kapcsolatba (adat nincs bemutatva). Ha-
bar még nem bizonyitottuk, hogy ezek a vegyuletek novelhetik

a p73 aktivitasat, a riporter gén indukcidéban bekdvetkezd je-



lentds p53-figgd névekedés arra utal, hogy a p53 ezen sejtek
elsbédleges célja. A riporter gén p53-fuggdé aktivalasa vi-
szonylag kis koncentraciétartomanyban kdvetkezik be, mivel a
vegyuletek hatasossagéat nagyobb dézisban korlatozza a sej-
tek szétvalasa. A transzkripcids aktivitas ndvekedése a keze-
lés utan 12-16 oraval éri el a legmagasabb értéket (adat nincs
bemutatva). Ez a megfigyelés 6sszhangban van a funkcionalis
p53 konformacidé stabilizalasa utan masodlagos eseménykeént
bekdvetkezd riporter gén expresszioval, amely a kezelés utan
4-6 oraval térténik.

Az (Y) képletld vegyulet felulmulja az (X) képletd ve-
gyluletet a riporter gén indukcids vizsgalatokban. Ez az (Y)
képleti vegyulet DNS kérosodast és a p53 fehérje emelt
szintjét magaba foglalé masodlagos hatasanak tulajdonithato,
ahogy ez a 3B arban lathaté. Az (X) képletli vegyulettel szem-
ben az (Y) képletl vegyulet néveli a teljes p53 fehérje szintet
a sejt aktivitashoz szUkséges koncentracioban. Annak bizto-
sitasara, hogy a DNS karosodas nem egyedul felelés a p53 ri-
megvizsgaljuk az adriamicin DNS karosité6 anyag hatasat. Az
adriamicin széles koncentraciotartomanyban (0,4 ug/ml és 40
ug/ml k6zott) nem indukélja a riporter gént, annak ellenére,
hogy muténs p53 akkumulaciét képes kivaltani a sejtekben
(adat nincs bemutatva). Ezek az eredmények ezt mutatjak,
hogy a p53 konformécidjanak stabilizalasa segiti a specifikus
transzkripcidos aktivitast, azonban ezek akkumulacidéja nem.
Ugy tlnik, hogy az (X) vegyulet, amely nem emeli a teljes p53

fehérje allando allapotu szintjeit, 6rzi meg egyedulallé maédon
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a p53 transzkripciés funkciét a konformaciés stabilizalas fo-
lyaman.

Az (X) képletld vegyulet a mutans p53 jelenlétében fe-
lulszabalyozza a WAF1-et, amely egy p53-ra érzékeny sejten
beluli géntermék. p53-at nem expresszalé Saos-2 oszteo-
szarkoma sejteket transzfektalunk mutans p53 expresszald
vektorokkal, és a két mutans (173-as helyzeti vagy 249-es
helyzetld) egyikét expresszalé kldnokat izolaljuk. A klénok az
eredeti Saos-2 sejtekkel 6sszehasonlitva alacsonyabb WAF1
bazis szinteken expresszalnak, ami feltehetéleg arra mutat,
hogy a gyorsabban ndévekvd klénokat valasztjuk ki. Ezeket a
sejteket 16 6ran at (X) képletl vegyulettel kezeljuk, és az
azonos mennyiségl fehérjét képviseld lizatumokat Western
foltokon analizaljuk p53-ra és WAF1-re nézve. Azok a sejtek,
amelyek a két mutans p53 feheérje valamelyikét expresszaljak,
de az eredeti Saos-sejteket nem, kezelés kézben magasabb
WAF1 expresszios szinteket mutatnak, ahogy ez a 4. abran
lathatdé. A p53 fehérje teljes mennyisége ezekben a liza-
tumokban Iényegében valtozatlan. Az adriamicin nem indu-
kalja a WAF-1 expresszidjat a Saos-2 sejtekben mutans p53-
mal, habar emeli a WAF-1 expressziéjat U20S sejtekben, ami

vad tipusu p53-at expresszal (adat nincs bemutatva).

C. Ertékelés

Az itt ismertetett konformaciot stabilizalé anyagok ha-
tasmaodjat vilagosan megklulénboztetjik a szokdsos citotoxikus
anti-neoplasztikus anyagoknal megfigyelttél. A rak kemotera-

pidban hasznélt citotoxikus anyagok altalaban hatastalanok a
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mutans pb3-at tartalmazé sejtekben [Lowe és munkatarsai,
Nature 362, 847-849 (1993); O'Connor és munkatarsai,
Cancer Res. 57, 4285-4300 (1997)]. Ennek megfeleléen az
adriamicin DNS karositd hatasu anyag vizsgalataink szerint
nem Orzi meg a mutans p53 transzkripcidés aktivitasat. A
citotoxikus vegylletek a teljes p53 fehérje kifejezett indukci-
ojaval is jellemezhetdk a normalis és tumoros sejtekben. Az
(X) képletli vegyllet nem indukalja a teljes p53 fehérje szinte-
ket a sejtekben vagy a tumorokban. Mivel a p53 indukcidja a
sejten bellli DNS karosodas érzékeny mutatdja, nem valdszi-
nd, hogy az (X) képleti vegyulet a DNS-t karosithatja a hata-
sos koncentraciokban. Osszefoglalva, vizsgalataink azt mu-
tatjak, hogy az 1620-pozitiv konformacidé stabilizdlasa és a
mutans p53 aktivitas funkciojanak megérzése egy, a DNS ka-
rositasatol fuggetlen mechanizmus utjan mehet végbe.

Szamos bizonyiték eleve kizéarja a fehérje stabilizalasa-
ra gyakorolt nem-specifikus hatast. A glicerin, amely a fehérje
denaturaciéjanak nem specifikus inhibitora és a fehérjemole-
kulak kérul a viz helyettesitéséevel és erésebben hidroféb mik-
rokérnyezet kialakitasaval fejti ki hatasat, 600 mmal/l kon-
centracioban kepes megoérizni egy mutans egér p53 fehérje
nuklearis lokalizacidjat a sejtekben [Brown és munkatarsai, J.
Clin. Invest. 99, 1432-1444 (1997)]. Az (X) képletl vegyllet
ebben a vizsgalatban 0,03 mmdél/l koncentracioban hatasos,
ami egy, a vegyulet eés a p53 kozotti specifikus kapcsolatot
magaban foglald sokkal fontosabb kélcsénhatasra utal (adat
nincs bemutatva). Ezen tulmenden az a megfigyelés, hogy az

(X) képleti vegyllet tenyészetben és in vivo mas fehérjék
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nagy feleslegének jelenlétében befolyasolni tudja a p53 kon-
formaciojat (lasd alabb), 6ésszhangban van a p53 szelektiv
felismerésével. Azonban a vegyulet p53-mal valé kélcs6nha-
tasanak természete nem teszi lehetdvé a természetes fehérje-
szerkezettel valdé szoros kétédést. Egy olyan kis fehérjemole-
kula alcsoporttal, amelyek atmeneti allapotban vannak, kiala-
kuld szoros kdlcsénhatas, blokkolhatja az aktiv konformacidtél
valé tovabbi deviaciét vagy lehetévé teheti a természetes

konformaciohoz vald visszatérést.

4. példa

Tumor ndévekedés vizsgalata

A. Anyagok és eljarasok

Tumor névekedési vizsgalat. Tenyésztett sejteket ébli-
tunk PBS-sel, és 1 x 10° A375.S2 vagy 5 x 10° DLD1 sejteket
oltunk 90 %-os Matrigel-ben (Becton Dickinson) egy rétegben
20 g-os néstény NU/NU-nuBR egerek jobb agyékaba (Charles
River Laboratories). Az (X) képleti vegyuletet intraperitone-
alisan adjuk be 0,1 % Pluronic P-105-6t (BASF) tartalmazé
so6oldatban. A tumor atméréjét egy vastagsagmérd alkalmaza-
saval két dimenzidoban megmérjuk, és kiszamitjuk a tumor tér-
fogatat [Euhus és munkatarsai, J. Surg. Oncol. 31, 229-234

(1986)].

B. Eredmények
p53 in vivo modulacié: Az (X) képletl vegyulet néveli a
p53 frakci6o &llandd allapotu szintjét, ami a mutans p53-at

tartalmazé sejtekben az mAb1620 epitopjat mutatja. A vegyu-
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letet 100 mg/kg mennyiségben intraperitonedlisan adjuk be
H1299/riporter + mutans p53 sejtek injektalasabol szarmazd
szubkutan tumorokat hordozo egereknek. Az allatokat a ve-
gyllet egyetlen dézisanak beadasa utan ledéljuk, és meghata-
rozzuk a teljes és 1620-pozitiv p53 expressziot. A teljes p53
szintek mAbDO-1 tartalmu Western foltokon végzett meghata-
rozas szerint valtozatlanok. A lizatumokat a teljes p53 tarta-
lomban bek6vetkezd kis valtozasokra normaljuk, és ELISA
vizsgalattal meghatarozzuk az mADb1620 epitépjanak
expressziojat. Az epitop a kezelés utan 3-5 6ran belul megné,
ahogy ez az 5. 4bran lathatd. Az in vivo valasz id6beli lefuta-
sa a tenyésztett sejtekehez hasonld, ahogy ez a 3A abran Iat-
hato.

A mutans p53 funkciéjanak megérzésére iranyuld in vivo
vizsgalat celjabol megvizsgaljuk a luciferdz riporter gén
expresszidjat kezelt és kezeletlen allatokbdél szarmazé tumo-
rokban. A riporter gén legfeljebb 4,5-sz6rés indukciéjat a be-
adas utan 8 o6raval vizsgaljuk, ahogy ez az 5. abran lathatd. A
konformacids és funkciondalis valaszok ko6zdétti idébeli késlel-
tetés a luciferaz transzkripciéjanak atalakitasahoz és a fe-
hérje akkumulacidjdhoz szukséeges iddétartamot mutatja. A ve-
gyulet legnagyobb plazmakoncentraciéja egérben koérulbelul
10 pg/ml, ami a riporter génnek a sejtekben valdé legnagyobb
indukcidjahoz szUkséges érték alatt van (adat nem lathato).
Ezért a tenyésztett sejtekkel 6sszehasonlitva a tumorokban a
riporter gén indukcidjanak alacsonyabb szintje az optimalisnal

kisebb érintkezésre vezethetd vissza.
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C. Ertékelés

Az eredmények azt mutatjak, hogy a konformaciot sta-
bilizalé vegyuletek szamos véletlenszerlen valasztott mutans
funkcidjat megérizhetik. Tehat a talalmanyunk szerinti eljara-
sok és vegyuletek széleskodrlen alkalmazhatok kulénb6z6 p53
mutansok esetén. Példaul a DLD-1 sejtekben a 241-es hely-
zetl mutacio, amely egy kisebb DNS érintkezési helyet befo-
lyasol, funkcionalisan kiegészithetd az (X) képletd vegyulet
stabilizalé hatasaval. Ezért a p53 mutansok nagy része, bele-
értve bizonyos, a DNS érintkezési helyein |léevbket is, megdriz-
heték az aktiv konformacid stabilizalasaval.

Az (X) képletd vegyulet in vivo terapias szelektivitast
mutat, annak ellenére, hogy mind a vad tipusu, mind a mutans
p53 konformaciéjat in vitro stabilizalja. Ennek megfeleléen a
vegyllet biztonsagosnak tinik, és nem észlelunk pusztulast
14 egymast kévetd napon 200 mg/kg/nap dbézisban beadva
(100 mg/kg b.i.d.) (adat nem lathatd). A szelektivitas a nor-
malis sejtekben a p53 nagyon alacsony allapotu szintjeinek
tudhatdé be, 6sszehasonlitva a tumoros sejtekben Iévd sokkal
magasabb szintekkel [Lassus és munkatarsai, EMBO J. 15,
4566-4573 (1996)]. A tumor-specifikus stresszek, mint a DNS
sérilések vagy oxigén vagy taplalék hiany, is beindithatjak a
tumoros sejtekben a p53 elénydés apoptézis hatasat [Chen és
munkatarsai, Genes and Dev. 10, 2438-2451 (1996)]. Ebben
az esetben szinergikus tumorellenes hatas érheté el a p53
stabilizalé vegyllet és sugarterapia vagy genotoxikus kezelées

kombinalasaval.
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A fenti ismertetés elegendé kitanitast nyudjt ahhoz, hogy
egy, a szaktertleten jaratos személy talalmanyunkat megvalé-
sithassa. Talalmanyunknak szamos valtozata lehetséges, és a
molekularis bioldgia, gyogyaszat és ezzel rokon terlleteken
jaratos szakember szamara nyilvanvald, hogy ezek a valtoza-

tok is alabbi igénypontsorozatunk altal meghatarozott oltalmi

kérbe tartoznak.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras egy, a p53 csaladhoz tartozo human fehérje
mutans formaja vad tipusu aktivitasanak elésegitésére, amely
fehérje fizioldgias koérulmények ko6zo6tt funkcionalis konforma-
cidjanak megtartasara vald képtelensége miatt a fehérje egy
vagy tébb funkcionalis aktivitdsa legalabb részben csdékken,
azzal jellemezve, hogy

(a) a mutans fehérjét egy olyan nem-peptid tipusu ve-
gyllettel érintkeztetjuk, amely fiziolégias kérulmények kozott
képes ezen mutans fehérje egy vagy tébb doménjének meg-
kétésere, és a funkcionélis konformacidjanak stabilizalasara,
és

(b) biztositjuk ezen stabilizalt fehérje vad tipusu akti-
vitasaban résztvevd egy vagy tébb makromolekulaval vald kél-
csOnhatasat.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
me zve, hogy p53, p63 vagy p73 fehérjét alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jelleme z-
v e, hogy p53 fehérjét alkalmazunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy (I), (Il), (HI),(IV) vagy (V) altalanos képlet(
szerves nem-peptid tipusu vegyuletet hasznalunk, ahol az (I)
altalanos kepletben
R° jelentése -NR'R'® altalanos képleti csoport, ahol

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy

fenilcsoport, és
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R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH,),NR?*°R?", -(CH32),-(CHR??) .-
(CH2)n-NR?°R?" vagy -(CH3)p-(CHR?*?)m-(CH;).-NR?*°R?’
altalanos képletld csoporttal helyettesitett, ahol
p értéke 0 és 5 k6zd6tti szam,

m értéke O és 5 k6zotti szam,
n értéke 0 és 5 k6zé6tti szam,
R2? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,
és
R2° és R?' jelentése egymastodl fuggetlenul
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)(6-12
szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-
portok elénydsen egy vagy tébb hidroxilcso-
porttal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(6-10 szén-
atomos aril)-csoporttal szubsztitualva vannak;
vagy

(b) -NR?°R?' egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-
folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)piperazin-

-csoport;
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R® jelentése
(a) 1-6 szénatomos alkil- vagy 2-8 szénatomos alkenil-
csoport, amelyek mindegyike adott esetben egy vagy
tobb fenilcsoporttal helyettesitett, vagy
(b) halogénatommal helyettesitett fenilcsoport vagy 1-6
szénatomos alkoxicsoport; és
R” és R® jelentése azonosan vagy kulénbézéen hidrogénatom,
nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy halogénatom,
mégpedig fluor-, klér- vagy brématom;
ahol a (Il) altalanos képletben
R® jelentése 1-6 szénatomos alkil-, 3-10 szénatomos cik-
loalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-, cikloalkil- vagy fe-
nilcsoport adott esetben hidroxil-, 3-8 szénatomos cik-
loheteroalkil-csoporttal, -CON képletd csoporttal,
R'®(CH,),NR?*°R?", -(CH3),-(CHR??),-(CH,),-NR?*'R?" vagy
-(CH2)p-(CHR??)n-(CH,)a-NR?°R'® altalanos képletii cso-
porttal helyettesitett, ahol
p értéke 0 és 5 k6z6tti szam,
m értéke 0 és 5 k6zdtti szam,
n értéke 0 és 5 kozott szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,
es
R?° és R?' jelentése egymastdl fuggetienill hidrogénatom,
1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szénatomos cikloalkil-,
3-10 szénatomos heterocikloalkil-, 6-10 szénatomos
aril-, 5-9 szénatomos heteroaril-, (1-6 szénatomos
alkil)(6-12 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok

adott esetben egy vagy tébb hidroxilcsoporttal, halo-
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génatommal, amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos
alkil-, 1-6 szenatomos alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-
(3-10 szénatomos heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos
alkil)(5-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6 szénato-
mos alkil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyette-
sitettek;
ahol a (l1l) altalanos képletben
R' jelentése -N-R'®R'? altalanos képletii csoport, ahol
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH;),NR?*°R?", -(CH32)p-(CHR??)-(CH3)p-
NR?*°R?" vagy -(CH;)p-(CHR??),,-(CH,).-NR?°R?' 4ltala-
nos képletl csoporttal helyettesitett, ahol
p értéke 0 és 5 k6zotti szam,
m értéke 0 és 5 k6zotti szam,
n értéke O és 5 k6zotti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport, és
R?° és R?' jelentése egymastdl fuggetlenl
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-12

szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-
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portok elénydsen egy vagy tdbb hidroxilcso-
portal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szén-
atomos heteroatil)- vagy (1-6 szénatomos al-
Kil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyettesi-
tettek; vagy
(b) -NR?°R?' egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-
folino- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-
-csoport;
es
A és B jelentése azonosan vagy kulénbézdéen szén-
vagy nitrogénatom, és
R' és R'? jelentése azonosan vagy kalénbézden hidro-
génatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy
halogénatom, meégpedig fluor-, klér- vagy brom-
atom;
ahol a (1V) altalanos képletben
R'® jelentése -N-R'°R"? altalanos képletii csoport, ahol
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, ahol az
alkil-, cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben
hidroxil-, 3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH,),NR?*°R?", -(CH3)p-(CHR??),,-
-(CH;),-NR?°R? vagy -(CH2)p-(CHR??)-(CH2),-
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-NR?*°R?' altalanos képletd csoporttal helyettesitett,
ahol
p értéke 0 és 5 k6zotti szam,
m értéke 0 és 5 k6zotti szam,
n értéke 0 és 5 kézotti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-
port,
es
R?° és R?' jelentése egymastol fuggetlenul
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szén-
atomos cikloalkil-, 3-10 széenatomos heterocikloalkil-, (1-6
szenatomos alkil)-(5-9 szénatomos heteroaril)-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, 6-10 szénatomos aril- vagy (1-6 szénatomos
alkil)-(6-10 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok adott
esetben egy vagy tobb hidroxilcsoporttal, halogénatommal,
amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos
alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos
heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos alkil)-(5-9 szénatomos
heteroaril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szénatomos
aril)-csoporttal helyettesitettek; vagy
(b) -NR?*’R?" altalanos képletl csoport egyittes jelenté-
se hidrogénatom, morfolin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-
piperazin-csoport,
A és B jelentése azonosan vagy kulénbézéen szén-
vagy nitrogénatom; és
R' és R' jelentése azonosan vagy kalénbézéen hid-
rogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport

vagy halogénatom, mégpedig fluor-, klor- vagy
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brématom, és ahol
az (V) altalanos keépletben
A jelentése szén- vagy nitrogénatom;

R'® jelentése -NR'®R'® altalanos képletd csoport, ahol

'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy

fenilcsoport, és

R' jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10

szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH;),NR?*°R?", -(CH3)p-(CHR??),,-
(CH2)a-NR?*°R?' vagy -(CH;),-(CHR?**),-(CH,).,-NR2°R?"
altalanos képletl csoporttal helyettesitett, ahol

p értéke 0 és 5 k6zo6tti szam,

m  értéke 0 és 5 k6zoOtti szam,

n értéke 0 és 5 ko6zotti szam,

R?2 jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-

port;

R?° és R?' jelentése egymastal fuggetienul

(a) hidrogéenatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12

szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-10
szenatomos aril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(5-
9 szénatomos heteroaril)-csoport, ahol az emli-
tett csoportok adott esetben egy vagy tébb
hidroxilcsoportal, halogénatommal, amino-, tri-

fluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénato-
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mos alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szén-
atomos heterocikloalkil)- vagy (1-6 szénatomos
alkil)-(6-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6
szénatomos alkil)(6-10 szénatomos aril)-
csoporttal helyettesitett; vagy

(b) -NR?*°R?' egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-
folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-
-csoport;

es

R'" jelentése hidrogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos
alkoxicsoport vagy halogénatom, mégpedig fluor-, kldr- vagy
bromatom.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a szerves nem-peptid tipust vegytlet human
p53 fehérje DNS kétd doménjének 94-312. maradékaihoz ko-
tédik.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a p33 fehérje DNS k6té doménje a 143, 173,
175, 241 vagy 249 aminosav-maradék helyzetében misz-
szensz mutaciot tartalmaz.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az (a) és (b) Iépéseket egyidejuleg hajtjuk
végre.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az (a) és (b) Iépéseket egymast kévetden
hajtjuk végre.

9. (1), (IH), (1), (V) vagy (V) altalanos képleti vegyu-

letek, ahol a képletben a helyettesiték jelentése a 4. igény-
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pontban megadott, alkalmazéasa ilyen vegylleteket tartalmazo,
egy, a p53 csaladhoz tartozé mutans fehérje jelenlétével
6sszefuggd betegségben szenvedé human egyed kezélésére
alkalmas gydgyszerkészitmény eldallitasara, ahol a mutans

fehérje egy vagy tébb vad tipusu aktivitasa lecsdkkent.

10. A 9. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a fehérje
p53, p63 vagy p73 fehérje.

11. A 10. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a fehérje
p53 fehérje.

12. A 10. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a szerves
nem-peptid tipusu vegyulet a p53 human fehérje DNS ko6té
doménjének 94-312. maradékaihoz kotddik.

13. A 12. igénypont szerinti alkalmazas, ahol p53 fe-
hérje DNS kété doménje a 143., 173., 175., 241. vagy 249.
aminosav-maradék helyzetében misz-szensz mutaciét tartal-
maz.

14. A 9. igénypont szerinti alkalmazéas, ahol (a) szerves
nem-peptid tipusu vegyulet fiziolégidas kérulmények kézott a
mutans fehérje egy vagy tobb doménjének kétési és funkcio-
nalis konformacidjat stabilizédlja és (b) ezzel egyidejlileg a
stabilizalt fehérje az emlitett vad tipusu aktivitdsban résztve-
vo egy vagy tobb makromolekuldval kélcsénhatasba Iép.

15. A 9. igénypont szerinti alkalmazas, ahol (a) szerves
nem-peptid tipusu vegydulet fizioldgidas kérilmények kozétt a
mutans fehérje egy vagy tébb doménjének kotési és funkcio-
nalis konformaciojat stabilizalja és (b) ezutan a stabilizalt fe-

hérje az emlitett vad tipusu aktivitasban résztvevd egy vagy



- N ‘0
- RN T ) b
.
» . . . .
tees o » .
P stei eve o ew

LX X3

- 89-

tobb makromolekulaval kélcsénhatasba Iép.

16. A 10. igénypont szerinti alkalmazas rakos megbete-
gedés kezelésére alkalmas gyogyszerkészitmény eléallitasa-
ra.

17.(1), (1), (1), (1V) vagy (V) altalanos képletli vegyu-
let, a képletben
R® jelentése -NR'®R'® altalanos képletd csoport, ahol

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy

fenilcsoport, és

R'® jelentése hidrogénatom. 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH,),NR?°R?" -(CH3),-(CHR??), -
(CH2)n-NR*°R*' vagy -(CHa),-(CHR??),,-(CH,),-NR2°R?"
altalanos képletl csoporttal helyettesitett, ahol
p értéeke 0 és 5 kézétti szam,

m  értéke 0 és 5 k6z6tti szam,
n ertéke 0 és 5 k6z6tti szam,

R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,
es

R*® és R*' jelentése egymastél fuggetlenil
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12

szenatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)(6-12

szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-
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portok elényésen egy vagy tébb hidroxilcso-
porttal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(6-10 szén-

atomos aril)-csoporttal szubsztitualva vannak;

vagy

(b) -NR?*°R?' egylttes jelentése hidrogénatom, mor-

R® jelentése

(a) 1-6

folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)piperazin-

-csoport;

szénatomos alkil- vagy 2-8 szénatomos alkenil-

csoport, amelyek mindegyike adott esetben egy vagy

tobb fenilcsoporttal helyettesitett, vagy

(b) halogénatommal helyettesitett fenilcsoport vagy 1-6

szénatomos alkoxicsoport; és

R’ és R® jelentése azonosan vagy kulénb6zéen hidrogénatom,

nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy halogénatom,

mégpedig fluor-, klor- vagy brématom;

ahol a (ll) altalanos képletben

R® jelentése 1-6 szénatomos alkil-, 3-10 szénatomos cik-

loalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-, cikloalkil- vagy fe-

nilcsoport adott esetben hidroxil-, 3-8 szénatomos cik-

loheteroalkil-csoporttal, -CON képletl csoporttal,

R'®(CH;),NR?*’R?', -(CH3),-(CHR?**)n-(CH;),-NR?*'R?' vagy

-(CH2),-(CHR?*?*),-(CH2),-NR?°R'® 4ltalanos képletli cso-

porttal helyettesitett, ahol

p értéke 0 és 5 kozoétti szam,
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értéke 0 és 5 ko6zotti szam,
értéke 0 és 5 ko6zo6tt szam,
jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport,

és

R?° és R?' jelentése egymastdl fuggetlentl hidrogénatom,

1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szénatomos cikloalkil-,
3-10 szénatomos heterocikloalkil-, 6-10 szénatomos
aril-, 5-9 szénatomos heteroaril-, (1-6 szénatomos

alkil)(6-12 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok
adott esetben egy vagy tébb hidroxilcsoporttal, halo-
génatommal, amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos
alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6 szénatomos alKkil)-
(3-10 szénatomos heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos
alkil)(5-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6 szénato-
mos alkil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyette-

sitettek;

ahol a (lll) altalanos képletben

R jelentése -N-R'°R"® 4ltalanos képletli csoport, ahol

R18

R19

jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy
fenilcsoport, és

jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,
cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,
3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'®(CH;),NR?*°R?", -(CH32)p-(CHR??)-(CH3)p-
NR?°R?' vagy -(CHz),-(CHR??),,-(CH;),-NR?°R?" altala-
nos képletl csoporttal helyettesitett, ahol

p értéke 0 és 5 kozotti szam,
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m értéke 0 és 5 k6zo6tti szam,
n értéke 0 és 5 k6zotti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkil-
csoport, és
R2° ¢s R?' jelentése egymastél fuggetlenal
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-12
szénatomos aril)-csoport, ahol az emlitett cso-
portok elényésen egy vagy tébb hidroxilcso-
portal, halogénatommal, amino-, trifluormetil-, 1-
6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkoxi-, (1-6
szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos heterocik-
loalkil)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szén-
atomos heteroatil)- vagy (1-6 szénatomos al-
Kil)(6-10 szénatomos aril)-csoporttal helyettesi-
tettek; vagy
(b) -NR?°R?' egylttes jelentése hidrogénatom, mor-
folino- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-
-csoport;
€s
A és B jelentése azonosan vagy kulénbéz6en szén-
vagy nitrogénatom, és
R'' és R'? jelentése azonosan vagy kalénbézéen hidro-
génatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport vagy
halogénatom, mégpedig fluor-, klér- vagy brém-

atom;



ahol a (1V) altalanos képletben
R'® jelentése -N-R'®R'® altalanos képletli csoport, ahol
R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy

fenilcsoport, és

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10
szénatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, ahol az
alkil-, cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben
hidroxil-, 3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,
-CONR'¥(CH;),NR?*°R?", -(CH2)p-(CHR??),,-
-(CH2).-NR?*°R? vagy -(CH2)p-(CHR??)n-(CH3)\-

-NR?°R?' altalanos képletli csoporttal helyettesitett,
ahol
p értéke 0 és 5 k6zotti szam,
m értéke 0 és 5 k6zdtti szam,
n értéke 0 és 5 k6z6tti szam,
R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-
port,
és
R2° és R?' jelentése egymastdl fuggetlenul
(a) hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12 szén-
atomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos heterocikloalkil-, (1-6
szénatomos alkil)-(5-9 szénatomos heteroaril)-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, 6-10 szénatomos aril- vagy (1-6 szénatomos
alkil)-(6-10 szénatomos aril)-csoport, amely csoportok adott
esetben egy vagy tébb hidroxilcsoporttal, halogénatommal,
amino-, trifluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos
alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szénatomos

heterocikloalkil)-, (1-6 szénatomos alkil)-(5-9 szénatomos
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heteroaril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)-(6-10 szénatomos

aril)-csoporttal helyettesitettek; vagy

(b) -NR?°R?" altalanos képleti csoport egyuttes jelenté-

se hidrogénatom, morfolin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-

piperazin-csoport;

A

A és B jelentése azonosan vagy kulénbézden szén-
vagy nitrogénatom; és

R'* és R'® jelentése azonosan vagy kulénbézéen hid-
rogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos alkoxicsoport
vagy halogénatom, mégpedig fluor-, klor- vagy

bromatom, és ahol

az (V) altalanos képletben

jelentése szén- vagy nitrogénatom;

R' jelentése -NR'®’R'® altalanos képletl csoport, ahol

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil- vagy

fenilcsoport, és

R'® jelentése hidrogénatom, 1-6 szénatomos alkil-, 3-10

szenatomos cikloalkil- vagy fenilcsoport, amely alkil-,

cikloalkil- vagy fenilcsoport adott esetben hidroxil-,

3-8 szénatomos cikloheteroalkil-csoporttal,

-CONR'®(CH,),NR?*°R?", -(CH2),-(CHR??) .-

(CH2)a-NR?°R?' vagy -(CH,)p-(CHR??),-(CH;)n-NR2°R?'

altalanos képletl csoporttal helyettesitett, ahol
értéke 0 és 5 k6zo6tti szam,

m értéke 0 és 5 k6zotti szam,

n értéke 0 és 5 ko6zotti szam,

R?? jelentése hidroxil- vagy 1-6 szénatomos alkilcso-

port;
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R2° és R?' jelentése egymastdl fuggetlenul

(a)

hidrogénatom, 1-12 szénatomos alkil-, 3-12
szénatomos cikloalkil-, 3-10 szénatomos hetero-
cikloalkil-, 6-10 szénatomos aril-, 5-9 szénato-
mos heteroaril-, (1-6 szénatomos alkil)-(6-10
szénatomos aril)- vagy (1-6 szénatomos alkil)(5-
9 szénatomos heteroaril)-csoport, ahol az emli-
tett csoportok adott esetben egy vagy toébb
hidroxilcsoportal, halogénatommal, amino-, tri-
fluormetil-, 1-6 szénatomos alkil-, 1-6 szénato-
mos alkoxi-, (1-6 szénatomos alkil)-(3-10 szén-
atomos heterocikloalkil)- vagy (1-6 szénatomos
alkil)-(6-9 szénatomos heteroaril)- vagy (1-6
szénatomos alkil)(6-10 szénatomos aril)-

csoporttal helyettesitett; vagy

(b) -NR?°R?*" egyuttes jelentése hidrogénatom, mor-

és

folin- vagy 4-(1-6 szénatomos alkil)-piperazin-

-csoport;

R' jelentése hidrogénatom, nitro-, 1-6 szénatomos

alkoxicsoport vagy halogénatom, mégpedig fluor-, klor- vagy

bromatom,

alkalmazéasa ilyen vegyuletet tartalmaz6, egy, a p53 csa-

ladhoz tartoz6 muténs vad tipusu aktivitasanak eldsegitésével

rak kezelésére alkalmas gyogyszerkészitmény eldallitasara.

18. A 17. igénypont szerinti alkalmazéas, ahol a fehérje

p53, p63 vagy p73 fehérje.

19. A 17. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a fehérje
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p53 fehérje.

20. A 17. igénypont szerinti alkalmazas a p53 human
fehérje DNS ko6té doménjének 94-t61 312-ig terjedd maradé-
kaihoz kétédd szerves nem-peptid tipusu vegyuletet tartalma-
z6 gyogyszerkészitmény eldallitasara.

21. A 17. igénypont szerinti alkalmazas olyan szerves
nem-peptid tipusu vegyulletet tartalmazé gydgyszerkészitmény
elballitasara, amely altal célba vett p53 csaladhoz tartozé fe-
hérje vad tipusu.

22. A 17. igénypont szerinti alkalmazas olyan szerves
nem-peptid tipusu vegylletet tartalmazé gyogyszerkészitmény
eléallitasara, amely altal célba vett p53 csaladhoz tartozo fe-
hérje egy allél varians altal kédolt mutans.

23. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal ielle-
me z v e, hogy az alabbi szerves nem-peptid tipusu vegyu-
letek valamelyikét hasznaljuk:

(44) képletd (1-benzil-piperidin-4-il)-(4-fenotiazin-10-il-
-propil)-amin

(45) képletd [2-(4-Kldr-fenil)-etil]-(3-fenotiazin-10-il-
-propil)-amin

(46) képletd (3-fenotiazin-10-il-propil)-tiokroman-4-il-
-amin

(47) képletd [1-metil-3-(2,6,6-trimetil-ciklohex-2-enil)-
-allil]-(3-fenotiazin-10-il-propil)-amin

(48) képletu (7-etoxi-i,2,3,4-tetrahidro-naftalen-2-il)-
-(3-fenotiazin-10-il-propil)-amin

(9) képletld N’-(9-fluor-benzo[c]akridin-7-il)-N,N-dimetil-

propan-1,3-diamin
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(50) keépletd N'-akridin-9-il-N,N-dimetil-propan-1,3-di-
amin

(3) képletd 2-{4-[4-(benzo[g]kinolin-4-il-amino)-fenil]-pi-
perazin-1-il}-etanol

(51) képletd N"—{2-[2-(4-brém-feniI)-viniI]-7-klc’>r-kinazo-
lin-4-i1}-N",N"-dietil-pentan-1,4-diamin

(62) képletd N-benzo[g]kinolin-5-il-N’-ciklohexil-propan-
-1,3-diamin

vagy

(53) képletli 2-[(2-hidroxi-etil)-(3-{2-[2-(4-metoxi-fenil)-
-vinil]-kinazolin-4-ilamino}-propil)-amino]-etanol.

24. A 17. igénypont szerinti alkalmazas szerves nem-
peptid tipusu vegylletként a kdévetkezék valamelyikét tartal-
mazé gyogyszerkészitmény eldallitasara:

(44) képletli (1-benzil-piperidin-4-il)-(4-fenotiazin-10-il-
-propil)-amin

(45) képletd [2-(4-klor-fenil)-etil]-(3-fenotiazin-10-il-
-propil)-amin

(46) képletld (3-fenotiazin-10-il-propil)-tiokroman-4-il-
-amin

(47) keépletad [1-metil-3-(2,6,6-trimetil-ciklohex-2-enil)-
-allil]-(3-fenotiazin-10-il-propil)-amin

(48) képletd (7-etoxi-1,2,3,4-tetrahidro-naftalen-2-il)-
-(3-fenotiazin-10-il-propil)-amin

(9) képletd N'-(9-fluor-benzo[c]akridin-7-il)-N,N-dimetil-
propan-1,3-diamin

(50) kepletd N'-akridin-9-il-N,N-dimetil-propan-1,3-di-

amin
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(3) képletld 2-{4-[4-(benzo[g]kinolin-4-il-amino)-fenil]-pi-
perazin-1-il}-etanol

(51) képletli N*-{2-[2-(4-brém-fenil)-vinil]-7-klér-kinazo-
lin-4-i1}-N' N'-dietil-pentan-1,4-diamin

(52) képletd N-benzo[g]kinolin-5-il-N'-ciklohexil-propan-
-1,3-diamin

vagy

(53) képletd 2-[(2-hidroxi-etil)-(3-{2-[2-(4-metoxi-fenil)-

-vinil]-kinazolin-4-ilamino}-propil)-amino]-etanol.
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