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Bevezeto

Napjaink vezetd halalokai kozé tartoznak a rakos folyamatok okozta megbetegedések. Ennek
okéan a klinikai kutatdsok kiemelten fontos teriilete az jabb és Ujabb potencialis rakellenes
célpontok azonositdsa. Bar az egyes rakfajtak tulajdonsagaikban eltérnek egymastol, azt
elmondhatjuk roluk, hogy kozos jellemzdjiik a tumoros sejtek korlatlan szaporodasa.

A mitotikus ors6 mint kemoterapids célpont mar régoéta ismert. A hagyomanyos szerek,
példaul a vinca alkaloidak és a taxanok, a mikrotubulusra gyakorolnak hatast. A
mikrotubulusok fontos komponensei a mitotikus orsonak, azonban meghatarozo szerepet
toltenek be olyan nem osztodo sejtek életében is, mint a neuronok. Ezzel 6sszefiiggésben a
taxanok alkalmazéasanak mellékhatdsaként periférids neuropatia, vagyis a kiils6é idegpalyak
elhalasa tapasztalhat6. A sejtek osztodasi folyamataiban, a mikrotubuluson kiviil szamos
enzim miikddik kozre, amelyek csak osztédo sejtekben van jelen. Ide tartoznak a kinezinek is.
Ezeknek a fehérjéknek a gatldsdval kéaros kovetkezmények nélkiil tudnank a proliferald
sejtekre szelektiv hatast gyakorolni (Duhl és Renhowe, 2005).

A Kkinezinek motor aktivitasu enzimek lévén szamos kiilonleges tulajdonsaggal birnak. A
motorfehérjék kozos jellemzojeként elmondhatd, hogy mitkodésiikhoz energiat igényelnek.
Munkavégzésiik soran ezt az energiat alakitjak at mechanikai erdkifejtéssé. A mechanikai
erokifejtés linearis motorok esetén egy sin mentén valosul meg, amely szerepet mitotikus
kinezinek esetén az orsd mikrotubulusai toltenek be. Az eddig felfedezett mitotikus kinezin
inhibitorok hatdsa az enzim NTP-az aktivitdsanak blokkolasan keresztiil valosul meg. Az
inhibitorok koziil néhany mar klinikai tesztelés alatt all.

Szakdolgozatomban a mitotikus kinezinek funkciojardl, inhibitorair6l,  gatlasuk
mechanizmusarol, valamint klinikai hasznalatban bet6lthetd szerepérdl irtam Gsszefoglalot,
kiilonos tekintettel a Kinesin Spindle Proteinre, melynek szakirodalma tekinthet6 a leginkabb

teljesnek a témaban.



1. A mitozis és a kinezinek

A mitozis folyamatanak kdzponti eseménye a kromoszomadk szétvaldsa. A mitdzis ot
fazisat kiilonboztetjiik meg, melyek a kovetkezdek: profazis, prometafazis, metafazis, anafazis
¢s telofazis. A profazis hiarom fontos eseménye a kromoszomak kondenzaldédasa, a
sejtkozpont kettévalasa valamint a magorsd Osszeszerelddése. Profazis soran a sejtkézpont
mikrotubulus-szervezd aktivitasa lényegesen megnd, a mikrotubulus-vaz depolimerizalodik,
ugyanakkor a sejtkozpont két részre valik és koriilottiik gyors iitemben 0j mikrotubulusok
kezdenek szervezddni. A mikrotubulusok ,,+” végei mindig kifelé (a sejtmembran iranyaba)
iranyulnak, mig ,,—” végei a sejtmag két oldalan elhelyezkedd két sejtkézpont anyagéiba
agyazddnak. A prometafazis f6 eseménye a szallitandd kromoszomak ¢€s a szallitokésziilék — a
mitotikus ors6 — 0sszekapcsolasa. A mitotikus ors6 mikrotubularis rendszere asztralis, polaris
¢és kinetochor mikrotubulusokbol all. Elobbiek csillagszeriien agaznak szét a polusbol a
sejtfelszin felé, a kinetochor mikrotubulusok a kromoszémakat kapcsoljak a poélusokhoz, a
polaris mikrotubulusok az ellentétes polus fel¢ iranyulnak és a magors6d felezd sikjaban
egymas kozé cstsznak. Mindharom mikrotubulus-csoportnak szerepe van a kromoszomak
szétvalasztasaban. A prometafazis soran a kromoszomak a két polus kozott véletlenszeriien
ide-oda mozognak, mig végiil a testvérkromatiddk a kinetochor régidjukon keresztiil
egyenként az ellentétes polusokhoz kapcsolddnak. A metafdzisban a kromoszoméak a sejt
ekvatorialis sikjaba rendezddnek. Erre az készteti 6ket, hogy a két kromatidara a polusok feldl
hatd ellentétes irdnyu huzo- és taszitoerdk a felezOvonalban egyenlitik ki egymast. Az
anafazis a testvérkromatiddk gyors szétvalasaval kezdddik, majd a szétvalt kromatidak
elkezdenek az ellentétes polusok felé vandorolni. A szegregacid kétféle mozgéas ereddje:
egyrészt az utddkromoszomak kozelednek a polusok felé, mivel a kinetochor-mikrotubulusok
fokozatosan depolimerizdlodnak, masrészt a két polus tdvolodik egymastol, aminek
elsddleges oka az, hogy a poléaris mikrotubulusok szétcsusznak, széttolva a polusokat a
hozzajuk kotott kromoszomaékkal egylitt. Telofazisban a kromatidak elérnek a polusokig,
majd dekondenzalodnak. Az 10j sejtmagok kialakulnak, valamint a citoplazma elkezd
befliz6dni a két sejtmag kozott. Végiil a citokinezis soran a két leanysejt véglegesen elvalik
egymastol  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=cooper&part=A2470). (1.
abra)
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1. dbra
Bal oldali kép: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=cooper&part=A2470
Jobb oldali kép: (Sarli és mtsai, 2008)

A kinezinek motorfehérjék, vagyis kémiai energiat alakitanak 4t mechanikai
erdkifejtéssé. Minden kinezin rendelkezik a konvencionalis kinezinéhez hasonld nehéz
lanccal, amely harom doménbdl all: a motor, a torzs és a farok doménbdl. A motordomén
tartalmazza a katalitikus magot és a MT mentén torténd tovabbhaladast el6segité nyak régiot.
A torzsdomén felelés a coiled-coil struktira révén 1étrejové dimerizacioért, a farokdomén
pedig a partnerfehérjékkel vald kolcsonhatasokért. A motordomén elhelyezkedhet a fehérje N-
terminalis (Kin-N), C-terminalis részén (Kin-C) valamint a nehéz lanc belsejében is (Kin-1).
A Kin-N kinezinek a mikrotubulusok ,,+” vége felé, a Kin-C kinezinek a ,,-” vég felé
mozognak. A Kin-I kinezik az ATP hidroliziséb6l nyert energiat a mikrotubulus aktiv
destabilizalasara forditjdk. Mindhdrom tipusu kinezin fontos szerepet tolt be a sejtosztodas
folyaman. A kinezinek szerepe a sejtosztodasban a mikrotubulusokkal, a mitotikus ors6 {6
komponenseivel val6 interakcion keresztiil valosul meg. Konnyen belathato az a tény, hogy
ezeknek a motorfehérjéknek a gatlasdval alapvetéen befolyasolhatjuk a sejtosztodas
folyamatat: mitozis megallast, ennek kovetkeztében pedig akar apoptdzist indukalhatunk a
sejtekben. Jelenleg nyolc olyan tag ismert a kinezinek koziil, amelyek a mit6ézisban jatszanak
szerepet és harom olyan kinezint irtak le, amelyek a citokinezis folyamataban vesznek részt.
Részletes funkcidjuk bemutatasara nem térek ki, a f6 adatok az I. tdblazatban lathatoak

(Bergnes és mtsai, 2005).



1. tablazat. Kinezinek szerepe a gerincesek sejtjeinek osztodasaban (Bergnes és mtsai, 2005)

orso polusai

mikrotubulusok,
rendezetlen

Kinezin Lokalizacio Deplécios Biokémiai aktivitas
fenotipus
KSP Orso/polus Monopolaris orso 7 vég iranyll motor
Kif2a Ors6/polus/kozépzona™ Monopolaris orso mikrotubulus destabilizacio
CENP-E Kinetochor/k6zépzona Kétpolusu orso 17 vég iranyll motor
rendezetlen
kromoszémakkal
MCAK Kinetochor régio és az Hosszl asztralis mikrotubulus destabilizacio

kromoszémak

HSET (KifC1) Ors6/polus Nincs hatas = vég motor

HsKifl5 Ors6/po6lus/kézépzona Nincs adat

Kid kromoszéma Kromoszoma 17 vég motor
orientacios hiba

Kif4 Kromoszoma/kdzépzona/ | Centralis orso

kozéptest’ szervezOdési hiba T~ vég motor

MKLP1 Orso/kozépzona/kozéptest | Citokinezis Antiparalell mikrotubulus
megallas csuszas

MKLP2 Orso/kozépzona/kozéptest | Citokinezis mikrotubulus cstiszas
megallas

MPP1 Ko6zépzona/kozéptest Citokinezis 17 vég motor, mikrotubulusok
megallas csomagolasa

A publikaciok szamat tekintve a Kinesin Spindle Protein (KSP) a legintenzivebben
kutatott a sejtosztodasban részt vevd kinezinek koziil. Ez a fehérje a mitozis korai
szakaszaban aktiv, mikor a kétp6lust mitotikus ors6 szervezddik. Kisérletek bizonyitjak, hogy
a KSP gatlasaval el lehet érni rdkos sejtvonalak apoptozisat, s6t az inhibitorai koziil
néhanynak mar sikeriilt belépnie a klinikai hasznélatban valo tesztelés fazisaba is. Ezek az
eredmények azt inditvanyozzak, hogy a KSP gyogydszatban felhasznalhatd lehetdségekkel
rendelkezd rakellenes ezért inhibitorokkal wvaldé kotodési

célfehérje, szerkezetének,

mechanizmusanak jobb megértése sziikséges a hatékony gatloszerek kifejlesztésehez.

Ko6zépzona: a mitotikus orsé felezdvonalanak teriilete

2 Kozéptest: atmeneti sejtorganellum, mely a citoplazma-szétvalashoz sziikséges



2. A Kinesin Spindle Protein®

A KSP-t el6szot Xenopus petesejtbél sikeriilt izolalni c¢DNS-screen segitségével.
Korabbi tanulmanyok Xenopus és Drosophila modelleken Kimutattak azt, hogy KSP antitestet
adva a rendszerhez, az meggatolta a centroszOma szeparaciot és monoasztralis orso-
elrendezddést indukalt. Human sejtekben elvégezve a kisérletet hasonld eredményre jutottak
(Huszar és mtsai, 2009). A KSP funkcidja jol detektalhatd az expresszios profilja alapjan. A
KSP expresszioja a legnagyobb mértékben az olyan gyakran osztodd sejtekben figyelhetd
meg, mint a timusz, a manduldk, nyelécso epitélium és a csontveld, mig az osztédasra nem
képes kdzponti idegrendszer sejtjeibdl hianyzik (Sakowicz és mtsai, 2004).

A KSP a BimC kinezin csalad tagja, ,,+” vég iranyultsagli motorfehérje. A KSP N-
terminalis régidja tartalmazza a motor régiot, ahol az ATP- és mikrotubulus-ko6té helyeket
talaljuk. A motor régi6 mellett taldlhaté a torzs, majd azt kovetden a farokrégio. A
motordomén felelés az ATP-hidrolizisért, vagyis a mozgashoz sziikséges energia
megszerzeséért. A torzs és a farok régiod az oligomerizaciohoz sziikséges. A végsd szerkezet
két, kb. 250 kDa molekulasulyt antiparallel homodimerb6l all 6ssze homotetramer formava
(2. dbra).
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2. abra: A KSP kotése a mikrotubulushoz. A KSP homotetramer szerkezetii kinezin, amely két antiparalell
dimerbdl all. A négy sziirke ellipszis a motor doméneket jeldli (Bergnes €s mtsai, 2005)

¥ Az enzim ortoldgjainak az elnevezése a kovetkezd: Eg5 (Xenopus laevis), Cin8p és Kiplp (Saccharomyces
cervisiae), KLP61F (Drosophila melanogaster), HsEg5 (Homo sapiens), BMK-1 (Caenorhabditas elegans) és
AtKRP125a, b, ¢ (Arabidopsis thaliana). A KSP név a human ortolog elnevezése a HsEg5 mellett (Ferenz és
mtsai, 2010).



A KSP 0 feladata, hogy elvalassza a mitotikus orsé poélusait €s megfeleld formaba
rendezze azokat a mitozis soran. Munkaja elvégzéséhez a mikrotubulushoz kell kapcsolodnia.
A fehérje C-terminalis része tartalmaz egy ugynevezett BimC boxot, amely magaba foglal egy
foszforilalasra alkalmas régiot. A BimC box két konzervalt aminosavanak, egy alaninnak és
egy treoninnak a mutacidja meggatolja a motor lokalizacidjat az orsé mikrotubulusaira. Ebbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy a KSP és a mikrotubulus kapcsolodasat sejtciklus-fliggd
foszforilacid szabalyozza (Ferenz, 2010).

A mitotikus orsé mikrotubulusainak pozitiv vége a citoplazmaba, negativ vége a MTOC

felé néz. A KSP kétféleképpen kotheti meg a mikrotubulust. Az egyik variacioban a KSP két

cre

cre

kinezin ebben az esetben ellentétes irdnyba képes tolni a mikrotubulusokat, ezaltal az orso6
polusai eltavolodnak egymastol (Zhang és Xu, 2008). A folyamat abrazolasa a 3. dbrdn
lathato.
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3. abra. A KSP funkci¢janak modellezése. Az a és b jeloléssel a kisebb bekeretezett részek kinagyitasait vannak
feltiintetve. A hosszabb nyilak a mikrotubulusok, mig a révidebb nyilak a KSP mozgasi iranyat jelolik. (Sharp és
mtsai, 1999)

A KSP korai mitdzis fazisban betoltott meghatdrozo szerepe miatt ez a kinezin attraktiv
célpont lehet a gyogyitasban is. A KSP tulexpresszaloddsa megfigyelheté szdmos szolid
tumor és leukémia esetében. Megfigyelték azt is, hogy az Eg5 tulzott kifejezOdése nagy
valoszinliséggel kiilonbozé tumortipusok geneziséhez vezet. A KSP tulzott kifejezddése
gatolta a mitotikus ors6 normalis miikodését, a kromoszoémak hibds szétvalasat és
aneuploidiat okozva a sejtekben. Korrelacio mutathat6 ki a tiidérakos betegek kemoterapiara

valo reagaldsa és az Eg5 expresszioja kozott. Az Eg5 pozitiv tumorok szignifikansan jobban



reagaltak az antimitotikus szereket is alkalmazo kemoterapias kezelésekre (Huszar és mitsai,
2009).

A monasztrol, mint elsé KSP inhibitor felfedezése 6ta nagy az érdeklédés a KSP
gatloszerek teriilete irant. Ez Ujabb és Gjabb vegyiiletek kifejlesztéséhez vezetett. Koziilitk
szamos mutatott effektiv hatast tumoros sejtvonalak és egér tumor modellek esetében is. A
KSP inhibitorok nagy elénye az is, hogy paclitaxel rezisztens sejtvonalakra is hatdsosnak
bizonyultak, mely vegyiilet a mikrotubulus depolimerizaciojat gatolja (Huszar és mtsal,
2009).

Habar az KSP inhibici6 altal kivaltott apoptdzis molekularis mechanizmusa még nem
teljesen ismert, az eddigi ez iranyban végzett kutatas eredményeit egy késobbi fejezetben

foglaltam Ossze.

2.1. KSP inhibitorok

2.1.1. ATP unkompetitiv inhibitorok

2.1.1.1 A monasztrol

Az elsé potencialis KSP inhibitort Mayer és munkatarsai irtak le 1999-ben (Mayer és
mtsai, 1999). A monasztrol felfedezése korszakalkotonak szamitott, mivel lavinaszeriien
inditotta meg a tovabbi kutatdsokat az ujabb gatloszerek kifejlesztéséhez. A monasztrol és
KSP kotési szerkezetének modellezése fontos kiinduldopont volt a raciondlis inhibitor-
tervezéshez. Kitlintetett szerepe miatt fontosnak tartom a felfedezés menetének ismertetését.

A kisérlet célja az volt, hogy olyan kicsi, sejtbe bejuté molekulakat talaljanak, amelyek
gyorsan fejtik ki a hatasukat és a mitozisban résztvevd enzimekre hatnak. El6szor egész sejtet
detektdld immunoassay segitségével olyan vegylileteket kerestek, amelyek ndvelik a
foszforilalt nukleolin szintet a sejtben. A nukleolin foszforilacioja azt jelenti, hogy a sejt a
mitozis fazisba 1épett. Ezzel a modszerrel 16 320 jeldlt koziil 139 vegyiiletet valasztottak ki.
A 139 anyag hatasat megvizsgaltak a mikrotubulusra is. Ugy talalték, hogy a 139 vegyiilet
koziil 52 gatolta a tubulin polimerizaciot, 1 aktivalta, 86-nak pedig nem a tubulinra volt
hatdsa. Az utdbbiak hatdsat emlds vesekéreg sejtben fluoreszcens mikroszkdpiaval vizsgaltak

tovabb. Azt nézték meg, hogy a vegyliletek a kromoszémakra, aktinra valamint a tubulinra
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milyen hatast fejtenck ki. Megfigyeléseik koziil 27 esetben ndvekedett a normalis
mitdzisképet mutatd sejtek szdma. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy ezek a molekuldk
sejtciklus-szabalyozasra hatd fehérjéket gatoltadk — ennek okan rekedt meg a mitdzis. A
tovabbi vegyiiletek kozilil 42 interfazisban is hatott, ezek depolimerizaltdk az interfazisos
mikrotubulusokat is. Végiil csak 6t olyan potencidlis vegyiilet maradt, amely csak a mitdzis
soran fejtette ki hatasat. Egy bizonyos gatloszer esetében bipolaris mitotikus ors6 helyett
monoasztralis orsé-elrendezddést lattak, vagyis kozépen helyezkedett el a mikrotubulus,
koriilotte pedig a kromoszomak (4. dbra). Négyoras monasztrollal térténé kezelés soran a
sejtekben a mitozis leallt, és 90%-ban megfigyelhetd volt a monoasztralis orsd-elrendezddés,
amelyrél a vegyiilet a monasztrol nevet kapta. Korabban elvégzett genetikai kisérletekbdl mar
tudtak, ha az Eg5 kinezint Eg5-antitesttel kezelve ugyanilyen monoasztralis orso fenotipust
kaptak. Ebb6l kovetkeztettek arra, hogy a monasztrol is az Eg5-re hat. Mivel a négyoras
monasztrollal torténd kezelés utan elvégzett kimoséast kovetéen a mitdzis végbement,
elmondhat6, hogy az inhibitor kotése reverzibilis folyamat. A fluoreszcens mikroszkdpos
képek alapjan megfigyelték azt is, hogy a monasztrol nem gatolja meg a mikrotubulus és
kromoszoma Osszekapcsolodasat. A konvencionalis kinezinre, amely 33 %-0s szekvencia-
egyezést mutat az Eg5-tel, nem volt gatlo hatdsa. Ez fontos adat, hiszen igy kideriilt, hogy egy

specifikus kinezin-gatloszert sikeriilt azonositani (Mayer és mtsai, 1999).

4. dbra: BS-C-1 sejtek immunfluoreszcens képe (a-tubulin: zold, kromatin: kék) 4 oras 0,4 %-0s DMSO
(dimetil-szulfoxid: olddszer kontroll) és 68 uM monasztrol kezelés utan. Az felsé képen a kontroll esetben
tapasztalhat6 bipolaris mitotikus orsd, mig az alsé képen a monasztrollal kezelt sejt monoasztralis orso

elrendez6dése lathato.
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A KSP szerkezetét monasztrollal és MgADP-vel komplexet alkotva Yan és munkatérsai
irtak le 2004-ben. A kisérletben a monasztrol aktiv izomerjét, az S-enantiomert hasznaltak fel.
Ugy talaltak, hogy a monasztrolk6té zseb az a3 hélix és a2 hélix L5 hurka kozott van, ami 12
A tavolsagnyira helyezkedik el a nukleotidkotd helytdl (5. és 6. abra). Az L5 hurok jelenléte
kozos jellemzdje a kinezineknek, azonban ez az egyik legkevésbé konzervalt régid. Az LS
hurok hosszaban és szekvencidjaban 1évé kiillonbségek szolgaltathatjak a kinezin inhibitorok
specificitasat. A KSP L5 hurka a leghosszabb a kinezinek koziil, ez a tulajdonsag

magyarazattal szolgalhat a monasztrol KSP szelektivitasara.

Helix a3

5. dbra: A KSP.MgADP komplex monasztrolkoté zsebének abrazolasa monasztrol tavollétében (voros) és
monasztrol-kotott (z61d) allapotban. A kotézsebet a monasztrol kotése utan a Trp127, Argl119 és Tyr211
oldalldncok fedik le. A a2 hélix helyzete valtozatlan marad, az a3 hélix eltolodik tengelye mentén 1 A
tavolsagnyit (Yan és mtsai, 2004).
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6. abra: A monasztrol kot6zsebének 20 aminosav-oldallanca

A monasztrol kotése lokalis és disztalis konformacid-valtozasokat okoz a motordomén
szerkezetében. A disztalis konformacid-véltozasok a nukleotidkotd és a kdézponti B-redd
magot kivéve megfigyelhetdek a motordomén szerkezetében, igy a switch I és switch II
aktivhely-hurkokban, valamint a nyakrégioban is. A nyakrégié felelés az erdkifejtd 1épés
kivitelezéséért. A KIF1A kinezin kristalyszerkezetébdl megallapithatd, hogy az AMP-PCP
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(ATP-analog) kotésekor a nyakrégié dokkolt (a motordoménhez rogzitett), mig ADP-kotott
allapotban nem-dokkolt allapotban van. Osszehasonlitva a KSP és KIF1A nyak régiéinak
szerkezetét, arra a megallapitasra jutottak, hogy a monasztrol és ADP kotése a nyakrégio
dokkolt allapotat eredményezi (Yan és mtsai 2004).

Annak mechanizmusa, hogy ezek a konformacio-valtozasok hogyan fiiggnek Ossze az
ATP-az ciklussal illetve milyen médon gatoljdk az erdkifejtd 1épést, még nem teljesen
tisztazott. Cochran és munkatarsai a monasztrol gatlo mechanizmusaval kapcsolatban arra a
megallapitasra jutottak, hogy a monasztrol olyan abnormalis mikrotubulus-KSP komplexet
eredményez, amely nem képes a mikrotubuluson valdé elmozdulashoz sziikséges erd
generalasara. Megallapitasra keriilt az is, hogy a monasztrol ATP-unkompetitiv gatloszer,
mely az ADP-felszabadulas sebességét lassitja (Cochran és mtsai, 2006).

Habar a monasztrol rengeteg KSP inhibicioval kapcsolatos vizsgalatban szerepet kap,
nem tekinthetd hatékony inhibitornak (IC5=30uM). A hatékonyabb gatlds érdekében
valtoztatasokat hajtottak végre a monasztrol szerkezetén. Ugy talaltak, hogy azok az
analogok, amelyek fuzionalt biciklikus magot tartalmaztak, tizszer nagyobb hatékonysagot
mutattak. A gem-dimetil csoport jelenléte is jelentésen csokkentette az ICsg értéket (Zhang és
mtsai, 2008). (7. dbra)

OH OH
0 [0]
HN OEt HN
A A MK
s N S N R
H H
1 2: R=H
3: R=Me

7. abra. Monasztrol (1.) és analogjai (2.3)
1. |C50:30HM, 2. IC50:2HM, 3. IC50:200 nM

2.1.1.2. Az ispinesib

Egy masik L5 hurok-kétd KSP-inhibitor, az ispinesib gatlé mechanizmusat is vizsgalat
ala vetették. Steady-state kinetikai mérések alapjan megallapitottak, hogy az ispinesib ATP-
unkompetitiv gatld tulajdonsaga mellett egy mikrotubulus-kompetitiv inhibitor. A vegyiilet
kotése a monasztrolhoz hasonldan a switch I és switch II régiok strukturalis megvaltozasat
okozza. Ezek a régiok a mikrotubulus-KSP komplex kialakulasanak szempontjabol fontosak.

Az ispinesib koriilbeliil 6tszér nagyobb affinitassal kot a mikrotubulus-mentes KSP-hez, mint
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a mikrotubulushoz kotott valtozathoz, mely megallapitas 6sszefiiggésbe hozhato az inhibitor
mikrotubulus-kompetitiv gatld tulajdonsagaval. Kisérletek arra is fényt deritettek, hogy az
ispinesib a monasztrolhoz hasonléan lassitja az ADP-felszabadulas sebességét. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a vegyiilet a KSP-t ADP-kotott allapotban stabilizalja. Mindemellett a Pi-
¢s az mikrotubulus-clengedés sebességét, mely folyamatok az ADP allapot kialakulasahoz
vezetnek, az ispinesib gyorsitja. A monasztrol és az ispinesib hasonl6 gatlasi tulajdonsaga arra
enged kovetkeztetni, hogy a tobbi L5 hurokkal kolcsonhatd inhibitor is hasonld

mechanizmussal gatolja a KSP miikodését (8. abra) (Lad és mtsai, 2008).

L
MT . KsP-ADP J
P, AD
WT-ksp-ATP MT-KSP

\49
+ Ispinesib | |

MT

MT KSP-ADP

P; ‘( » ADH
) 2

T-KSP-ATP MT-KSP'

e 2

8. abra: Feltételezett kinetikai modell, amely az ispinesib biokémiai mechanizmusat mutatja be. A fels6 abran az
lathat6, hogy ispinesib hianyaban a MT-stimulalt KSP sebesség-meghatarozoé 1épése az ATP-4az ciklus soran a Pi
elengedése és a MT-r0l torténd disszociacio. Ispinesib jelenlétében a KSP ADP-kotott allapotban reked meg,
amely kisebb affinitassal koti a MT-t. Az ADP allapothoz vezetd kinetikai 1épéseket az inhibitor gyorsitja, az
utana kovetkezoket gatolja MT=mikrotubulus (Lad és mtsi, 2008).

Az ispinesib volt az elsé KSP inhibitor, aminek sikeriilt belépnie a klinikai fazisu
vizsgalatokba. Kémiai szerkezetét tekintve egy quinazolinon maggal rendelkezd molekula,
mely h,etvenezerszer nagyobb affinitast mutat a KSP-hez, mint mas kinezinekhez. Az
ispinesib hatdsfokanak javitasa érdekében a quinazolin mag helyettesitésével is probalkoznak,
melynek eredménye az SB-743921 nevii vegyiilet, mely nemrég 1épett be a II. fazist klinikai

vizsgalatokba. Szintetizalasra keriiltek amin oldallanc és benzamid csoport modositott
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vegylletek is. Fluorindlt amin oldallanccal rendelkezd analdégok csokkent PgP-medialt

effluxot* mutattak (9. dbra) (Huszar és mtsai, 2009).

AR R AR =
® b B »
0 o @ 7/ o 7
b A )
NN Z “r J% /"‘H N
A | //S/\ o oI T ) S"\N”\TL\
cl N 0. NN A
o \ Ci\‘f\/\N i \L/ O N \E N
P 9 |
Ispinesib SB-743921 Fluorinalt amin oldallanccal rendelkezd
analogok

9. dbra: Ispinesib és analogjai

2.1.1.3 Egyéb ATP unkompetitiv inhibitorok

Az ispinesiben ¢és a monasztrolon kiviil még szdmos ATP unkompetitiv inhibitor kertilt
szintetizalasra. Ezek az inhibitorok szintén a KSP L5 hurkahoz kotnek. A gatloszerek bovebb
ismertetésére nem térek ki. T4jékoztatd jelleggel néhany vegyiilet szerkezeti képletétét és

nevét tablazatban gyijtéttem Ossze (2. tabldazat).

2. tabldzat: Néhany KSP unkompetitiv inhibitor szerkezete (Knight és mtsai 2008 nyoman)

(8]
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NH
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egy tiofén analog egy tetrahidroizoquinolin analog egy dihidropirrazol analog

HR22C16 S-tritil-L-cisztein

* p-glikoprotein ATP-fiiggé transzmembréan efflux pumpa, melynek szerepe van a multidrog rezisztencia
kialakulasaban.
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2.1.2 ATP-kompetitiv inhibitorok

A rakellenes anyagok hasznalatdban problémat jelent, hogy szerzett rezisztencia 1éphet
fel az wvelik szemben. Ennek mechanizmusa hasonlé az antibiotikum-rezisztencia
kialakulasahoz. Rezisztencia létrejohet, ha aminosav mutacio torténik a célfehérjében, ha
¢letbe 1ép az efflux mechanizmus vagy olyan enzimeket termel a sejt, amelyek hatastalanitjak
az inhibitort (Zhang és mtsai, 2008.).

A DVI130V mutans sejtekben L5 hurok mutacié kovetkeztében az ATP-unkompetitiv KSP
inhibitorok nem tudnak hatékony modon gatlo hatast kifejteni. (Parrish és mtsai, 2007).

Ebbél kovetkezden konnyen belathatd, hogy szignifikans a jelentdsége annak, hogy
eltéré kotdé helyhez kapcsolodd KSP inhibitorok Is azonositasra keriiljenck. Az alabb
bemutatott KSP inhibitorok a kinetikai mérések alapjan ATP-kompetitiv modon gatoltak az
enzimet. Ezeknek az inhibitoroknak az azonos gatlasi modja azonban nem feltétleniil jelenti

azt, hogy a kotéhelyiik is megegyezik.

2.1.2.1. Biarilok

A Dbiaril analogok kozil a GSK-1 és GSK-2 (10. dbra) vegyiiletek antitumor
aktivitasanak és kotési mechanizmuséanak feltérképezésére iranyuld vizsgalatat ismertetem a
kovetkezOkben. Steady-state vizsgalatokbol megallapitasra keriilt, hogy ATP-kompetitiv és
mikrotubulus-unkompetitiv gatloszerekrél van sz6. A GSK-1 és a GSK-2 is gatld hatast
mutatott a DV130V és A133D mutans L5 hurok KSP-t tartalmazé sejtekben. A GSK-1 1Cxs
érteke az ispinesib rezisztens (L5 mutans) sejtekre kisebb értéket mutatott, mint vad tipusu
KSP-t tartalmaz6 sejtek esetén. Ez az észrevétel Gsszefiiggésben lehet azzal, hogy a mutans
enzim ATP-re vonatkozo Ky, értéke magasabb, mint a vad tipusué. Ez a tény azt jelentheti,
hogy a biaril szarmazékok hatékonyabban tudjak az ATP-kotést megakadalyozni a mutans

enzimet tartalmazo sejtekben.

CF;

GSK-1 GSK-2

10. dbra: A GSK-1 és GSK-2 szerkezete
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Krisztallografias eljarassal nem lehetett megallapitani a biarilok kotézsebének helyét.
Ennek okan biaril rezisztens sejtek KSP szekvencidit vizsgaltak meg ahhoz, hogy kideritsék a
kotohely lokalizacidjat. A mutaciok nem linearisan kovették egymast, azonban ha a harom
dimenzids motordomén szerkezetet nézték, lathatd volt, hogy a mutaciok az a4 és a6 hélixek
aminosavait érintették.

Vizsgalatok kimutattdk, hogy egy kis zseb helyezkedik el a switch II a4 és a6 hélixei
kozott. A GSK-1 valésziniileg a trifluorometil csoportjan keresztiil 1ép interakcioba a zsebben
talalhato hidrofob Phel02, Leu266, Leu295, 11e332 és Tyr352 aminosavakkal (11. dbra).

A KIF1A kinezin ATP-hidrolizis soran megjelené &atmeneti allapotait vizsgald
kisérletekbdl azt feltételezik, hogy az a4 hélix konformacio-valtozason megy keresztiil a nem-
dokkolt, ADP-kotott és a dokkolt, ATP-kotott allapotok kozott. Az a4 hélix mozgasa és a6
hélixszel vald interakcioi tekinthetéek a kulcs konformécids valtozasoknak a nyakrégio
dokkolasanak kivaltasaban. Ezért az o4 hélixet relé hélixnek is szoktak nevezni. A biaril
kotésével az o4-06 régioban az enzim nem tudja az ATP hidroliziséhez sziikséges
konformécio-valtozasokat végrehajtani.

Habar a biaril szdrmazékok funkciondlisan ATP-kompetitiv mdédon fejtik ki gatld
hatasukat, a kotohely eltér az ATP kotdzsebétdl. Farmakologiai célpontnak tekinthetd enzim

esetében ez a fajta gatlasi mechanimus egyediilallonak tekinthetd (Luo és mtsai, 2007).

11. abra: A GSK-1 kotése az a4-a6 hélixek kozé (Luo as mtsai 2007)
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2.1.2.2. Tiazolok

A tiazol-analogok kompetitivnak bizonyultak ATP-vel szemben és unkompetitivnek a
mikrotubulusokkal szemben az ATP-az vizsgalatok soran. Az analogok ICsy értékeinek
Osszevetetése alapjan az analdogok aril csoportjanak valtoztatasa volt a kulcs a hatas
noveléséhez. Az egyik 1j tulajdonsaga ezeknek az inhibitoroknak 6sszehasonlitva az L5 hurok
koté gatloszerekkel az, hogy ha noveljiik a koncentracidjukat, az noveli a KSP affinitasat a
mikrotubulushoz. A tiazol kotése utan tiazol-KSP-mikrotubulus komplex jott 1étre, ellentétben
az unkompetitiv gatloszerekkel, amelyeknél inhibitor-nukleotid-KSP komplex volt
megfigyelhetd.

A legvaloszinlibb lehetdségnek az tlinik, hogy a tiazolok a KSP ATP-koté arkaba
kotnek, habar a kinetikai adatok azt is tAmogathatjak, hogy a biaril analégokhoz hasonldéan
egy masik alternativ zsebbe illeszkednek, ami mas ton akadalyozza meg az ATP-kotést.

Az ADP- és KSP-kotés kristalyszerkezetének analizise fényt deritett arra, hogy az ADP
adenin bazisan keresztiil n-n kolcsonhatasba 1ép a P-hurok Phell3 oldallancaval, a foszfat
farok pedig a nukleotidkotd zseb polaris része felé ¢kelddik be. A ribdz gytirt és a kotdzseb
kozott nem figyelheté meg interakcid. Annak felbecslésére, hogy a tiazol mennyire alkalmas

crer

fedésbe az ADP megfeleld szerkezetével.

—

Z.
7\
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R

12. dbra: tiazol-analog

Az analdg tartalmazta a legsziikségesebb csoportokat az ADP helyettesitésére.
Dokkolasos modszerrel az analogot a KSP ADP-kotézsebébe illesztve azt talaltdk, hogy az
analog ciklopropil és fenil gytriije az ADP adenin gytiriijével, a kozépen elhelyezked6 tiazol
gylrtije az ADP ribdz csoportjaval, mig a pirimidin oldallanca az ADP foszfatcsoportjaval
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feleltethetd meg. Ez a megfigyelés magyarazattal szolgalhat az ATP-kompetitiv kinetikai
adatokra.

A tiazolok hatasat megvizsgaltdk mas ATP-4z enzimekre is. Kindzok esetén nem
mutattak gatlé hatast, mely megallapitds Osszefiiggésbe hozhatdé a két enzim kiilonb6zo
nukleotid kot6 mechanizmusaval: a kinazok donor-akceptor-donor interakcion keresztiil
1épnek kapcsolatba az ADP-vel.

Erdekes az a tény, hogy bar az ATP-kotézseb magasan konzervalt a kinezinek kozott, a
tiazolok szignifikans szelektivitdst mutattak a KSP ATP-k&tézsebe irant. Biztos magyarazat
még nincs a jelenségre. Elképzelhetd, a zseb kevésbé konzervalt oldallancai, példaul az egyik
glutamin felelés a szelektivitasért. Mutagenezis vizsgalatok kimutattdk, hogy a glutamin
aminosav megvaltoztatasa hatassal volt a tiazolok kotési affinitasara. Mivel a KSP egyik
ortolog valtozatan, az A. nidulans BimC enzimén nem mutatott aktivitast a tiazol, ezért
lehetséges, hogy a két enzim kozti nem konzervalt oldallancok lehetnek a f6 kapcsolodasi
partnerek.

Az L5 hurok-koété inhibitor jelenlétében tiazol analdg nem tudott az enzimhez kdotni.
Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az L5 inhibitor kotése olyan konformécio-valtozasokat
indukal az ATP-ko6tézsebben, melyek ellehetetlenitik a tiazol kotését. Ezek az eredmények azt
inditvanyozzéak, hogy az inhibitor kotése nagyon érzékeny az enzim strukturalis valtozasaira.
Egyel6re nincs biztos magyarazat a kotés mechanizmusara és szelektivitas eredetére; ennek
megallapitdsdhoz még tovabbi szerkezeti illetve mutagenezis vizsgalatok sziikségesek.

A tiazolok antitumor aktivitasat megvizsgaltak A2780 rakos sejtvonalakon. A KSP
inhibitorokra jellemzé monoasztralis fenotipus kép és mitdzis-megallas megfigyelhetd volt a
sejteken. Megjegyzendd, hogy bar a monoasztralis mikrotubulus-kromoszoma elrendez6dés
arra enged kovetkeztetni, hogy a mitdzis-megallas a KSP inhibicigjanak kdvetkezménye, az is
lehetséges, hogy mas koriilmények kozott az allosztérikus inhibitoroknal tapasztalt fenotipus

képtdl eltérd eredményeket tapasztalhatunk (Rickert és mtsai, 2008).

2.2. KSP inhibitorok farmakoférjanak megallapitasa

Liu és munkatarsai 25 ismert unkompetitiv KSPi szerkezetét analizalva probaltak
megallapitani a KSP inhibitorok farmakofoérjat. Az alapfeltevések kozé tartozott az, hogy

minden vegyiilet ugyanahhoz a kotéhelyhez kosson, nagyjabol ugyanolyan modon, valamint
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azok a vegyiiletek, amelyek tobb interakciot 1étesitettek a kotéhellyel, aktivabbak legyenek
mint azok, amelyek kevesebbet. A felhasznalt 25 vegyiilet eltérd aktivitas-értékeket mutatott.
A legjobb farmakofor hipotézis szerint a farmakofor négy farmakofor csoportbol tevddik
Ossze: egy hidrogén kotés donorbdl, egy hidrogén kotés akceptorbol, egy aromas gylirlibél,
valamint egy hidrofob csoportbdl (13. dbra). Ezek az eredmények fontos informaciokat
szolgaltathatnak a KSP inhibitor fejlesztésében és optimalizacidjdban, mely inhibitorok akér

rakellenes terapiaban is felhasznalasra keriilhetnek (Liu és mtsai 2006).

RING AROMATIC 4.21
HYDROPHOBIC 3.11

' 6.705 <Distance-2 <B.706

AING ARQMATIC .11

6,735 < Distance-6 < 8.735

6.185 < Distahce-3 < 8185
3,25 < Distance-1 <526

6.539 < Dislance-5 < B 539

HE®G 11
2746 <Distante-h < 4746
HBDR 21
HBO 211

13. abra: KSP inhibitorok farmakofor szerkezete: kék: hidrofob csoport, narancssarga: aromas gytrd, lila:

hidrogén kotés donor, z6ld: hidrogén koétés akceptor (Liu és mtsai, 2006)

2.3. A KSP-inhibici6 altal kivaltott sejthalal mechanizmusa

A sikeres tumorellenes terapia feltétele az is, hogy az inhibicio altal kivaltott apoptodzis
folyamatat minél jobban megértsiik. Ezéltal konnyebben tudjuk azokat a rakos sejtvonalakat
kivalasztani, amelyek esetében a terapia sikeres lehet, illetve az esetlegesen fellépd

rezisztencia mibenlétét is jobban atlathatjuk, ellene 1épéseket tehetiink.

A mitokondrialis vagy masnéven belsé (intrinsic) halal utvonal az egyike a két f6
kaszpazfliiggd apoptdzis utvonalnak, amit antitumor aktivitasu szerek aktivalni képesek. A
mitokondrialis apopto6zis utvonal esszencialis szerepléje a BclXL fehérje, amely a Bcl-2
antiapoptotikus fehérje csalad tagja. Alapallapotban a BclXL fehérje a mitokondriumok kiilsé

falaban gatolja a citokrom-c kidramlést egy ioncsatornara hatva. Sejtkdrosodds hatasara
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azonban a proapoptotikus Bax fehérje gatolja a BclXL fehérjét, igy felszabadul a citokrom-c,
ami az Apof-1 (apoptotic protease activating factor-1) fehérjével kapcsolédva apoptoszomat
képez. Az apoptoszoma aktivalja a kaszpaz-kaszkadot. A kaszpdzok képesek a sejt
fehérjéinek a hasitasara, a proteolizisre, ami végiil apoptdzishoz vezet.

A halalreceptorok, mint a Fas/CD95 és a TNF altal medialt kiilsé (extrinsic) halal
utvonal a masik fontos kaszpazfiiggd utvonal, aminek miikddését antitumor szerek valtjak ki.
A Fas receptor koti a Fas-ligandumot (FasL). A Fas-ligandum aktivalja a kaszpaz-kaszkadot,
mely a Bax fehérjén keresztiil elinditja a mitokondrialis apoptdzis utvonalat is.

A tumorszuppresszor p53 fehérje a kulcsfaktora a bels6é apoptdzis utvonalnak: képes
olyan proapoptotikus fehérjék expresszidjat szabalyozni, amelyek a Bax fehérje miikodését
aktivaljak. Ilyen fehérje példaul a BH-3. A p53 a kiils6 utvonalat is szabalyozza a halal

receptorok kifejezddésének aktivalasaval (Tao és mtsai 2007).

Vijapurkar ¢és munkatarsai a monasztrol-indukéalta mitozis-megallasra kivaltott
sejtvalaszt vizsgaltadk meg kiillonbozé rakos sejtvonalakban (Vijapurkar és mtsai, 2008).
Megvizsgaltdk a mitokondrialis apoptdzis Utvonalakban fontos funkcidt betoltd fehérjék,
valamint a kiilsé haldl receptor utvonalakban szerepld enzimek valaszat a sejt monasztrollal
valo kezelésének hatasara. A kisérletben HeLa, A549 valamint A2780 tumoros sejtvonalakat
hasznaltak fel.

A HelLa sejtekkel végzett megfigyelések azt mutattdk, hogy a monasztrol kezelés
mitokondrium-karosodashoz és kaszpaz-aktivaciohoz vezet. A mitozis-megallas utan az
apoptozis ugy megy végbe, hogy a sejt nem 1€p ki a mitozis fazisbol.

Az A549 nem-kissejtes tiidorak sejtvonalakban ezzel ellentétben azt tapasztaltak, hogy a
sejt a mitdzis megallasa utan kilép a mitdzisbol és Gi-szerll allapotba keriil anélkiil, hogy a
mitokondrialis halal utvonalat aktivalna. Tehat ez a sejtvonal-tipus rezisztens a monasztrollal
szemben.

A KSP inhibicié hatasat megvizsgaltdk a BclXL fehérjére is HeLa sejtekben. Ugy
talaltak, hogy az enzim foszforilalodott az inhibicid hatasara, amely folyamat aktivalta a bels6
apoptdzis utvonalat.

Megallapitasra keriilt az is, hogy a BclXL kulcsszerepet jatszik a monasztrol-indukélta
sejthalal elleni rezisztencia kialakulasaban. Ehhez A549 monasztrol-rezisztens sejtvonalakkal
végeztek kisérleteket. Ezekre a sejtekre BclXL fehérje tulexpresszalodasa jellemzd. Ha
BcelXL szintjét géncsendesités utjan csokkentették és a sejteket monasztrollal kezelték,

mitokondrium-karosodas kivaltotta apoptozist tapasztaltak.
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A kiilsé halal utvonal tagjainak szerepét is megvizsgaltak a kisérlet soran. Azt
tapasztaltak, hogy KSP inhibici6 hatdsara a Fas-receptorok szama megndvekedett a
membranban. Ha Fas-receptor aktivalo antitesttel kezelték a sejtet monasztrol mellett, az
szignifikdnsan megnovelte a kaszpdz aktivaciot. Ez azt a feltevést inditvanyozza, hogy a KSP
inhibitor aktivalta Fas-receptor kifejezddés érzékenyiti a sejtet a Fas receptor agonistak okozta
apoptozis bekovetkezésére. A p53 fehérje szerepe is dontdének bizonyult a Fas receptorok
kifejezddésében, hiszen a p53 deplécios sejtekben nem volt a hatds megfigyelhetd (Vijapurkar
¢s mtsai, 2007).

A fent leirt eredmények 6sszegzése a 14. dbran lathato.
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14. dbra: A KSP-inhibicié indukalta apoptozis utvonalainak modellje. A BclXL gatlasa vagy a Fas receptor
aktivacioja noveli a KSPi kivaltotta sejthalal hatékonysagat.

KSP inhibition- KSP inhibicid, mitotic arrest-mitdzis megallas, death signals-halal atvonal jelek, mitochondria-
mitokondrium, cytochrome ¢ release-citokrém c kiaramlas, caspase cascade-kaszpaz kaszkad, intrinsic pathway-
belsd utvonal, extrinsic pathway-kiils6 utvonal

(Vijapurkar és mtsai, 2007)

Tao ¢és munkatarsai is végeztek kisérleteket a KSP inhibici6 kivaltotta apoptozis
mechanizmuséanak felderitésére. A KSP inhibiciét KSP-IA nevili dihidropirrol szarmazékkal
valtottak ki. Az apoptdzis Utvonal tagjai koziil, a Bax és a p53 fehérjék szerepét vizsgaltak
meg. Azt allapitottdk meg, hogy a Bax fehérje poszttranszlaciés modositasok utjan, a
kaszpazoktol fiiggetlen modon aktivélja a belsé apoptézis ttvonalat. Ugy talaltak, hogy a p53
fehérje szerepe nélkiilozhetd a mitotikus orsé ellenérzési pontjaban, hiszen a KSP inhibicio
indukalta apoptozis végbement p53 hidnyos sejtvonalakban is. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni,
hogy a KSP inhibitorok hasznélataval a p53-hianyos tumorokat is el lehet pusztitani (Tao és
mtsai, 2007).
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2.4. Klinikai tapasztalatok

A KSP inhibitorok a rakos megbetegedések elleni harc fontos eszkozei lehetnek,
koszonhetden széles felhasznalhatdsagi spektrumuknak és alacsony toxicitasuknak. Mivel
ezeknek a vegyiileteknek nincsen hatdsa a mikrotubulusokra, ezért a neuropatiaval, mint kéros
mellékhatassal nem kell szdmolnunk.

Jelenleg hét KSPi-t vizsgalnak I. vagy II. fazisu klinikai tesztekben (3. tablazat) és
szamos van fejlesztés alatt. Az MK-0731 nevii szer statusza mar inaktiv, a tobbi azonban még
aktiv kisérleti szakaszban van (Huszar és mtsai, 2009). A tesztelések soran a dozis limitald
tényezéknek a kovetkezd mellékhatdsok bizonyultak: mieloszupresszio® | neutropénia® |,

leukopénia, AST és ALT’ szint emelkedés, hiperbilimbinémia8 és hiponzitrémia9 :

3. tablazat. KSP inhibitorok klinikai hasznalata (Huszar és mtsai, 2009)

Vegyiilet neve Cég neve Klinikai fazis Doézis limitalé Statusz
mellékhatdsok

SB-715992 Cytokinetics 2 Neutropénia, Aktiv
leukopénia

SB-743921 Cytokinetics 2 Neutropénia, Aktiv

hyponatrémia, maj
funkci6 zavar

MK-0731 Merck 1 Neutropénia, maj Inaktiv
funkcid zavar

AZDA48T7 Astrazeneca 2 Neutropénia Aktiv

ARRY-520 Array Biopharma 2 Nem elérhet6 adat Aktiv

EMD534085 Merck-Kgaa 1 Nem elérhet6 adat Aktiv

LY?2523355 Eli Lilly 1 Nem elérhet6 adat Aktiv

Az ispinesib (SB-715992) volt az els6 kinezin inibitor, melynek sikeriilt belépnie a
klinikai tesztelés fazisaba. Jelenleg a leginkabb kutatott KSP inhibitor. Az I. fazisu tesztekben
szolid tumoros betegeken vizsgéltak a hatasat. A leggyakoribb mellékhatasok kozott a
faradékonysag, émelygés, hanyas, vérképzd-rendszeri zavarok szerepeltek. A leginkabb

biztatdé hatast elérehaladott mellrakos betegek esetében érték el, esetiikben mar II. fazisu

® mieloszuppresszio: a csontveld csokkent vérsejt- és vérlemezke-termelése

® neutropénia: a vérben kering® neutrofil fehérvérsejtek szaméanak lecsokkenése

" AST és ALT: aszpartat aminotranszferaz ¢és alanin aminotranszferaz, méajfunkcié jellemzésére szolgalé
enzimek

® hiperbilirubinémia: magas bilirubinszint

® hiponatrémia: a vér natriumtartalmanak kéros csokkenése
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tesztek is elkezdddtek. A tumorbol vett biopsziabol megallapitasra keriilt a KSP inhibicio
ténye, hiszen a sejtekben monoasztralis fenotipust mutattak ki (Knight és Parrish, 2008).

Melanomas esetekben, habar a KSP tlzott expresszidja miatt attraktiv célpontnak tiint,
nem sikeriilt kedvezd hatast kivaltani, ezért a tovabbi vizsgélatokat leallitottak. Egyéb
tumoros megbetegedések esetén nem sikertilt szignifikans eredményeket elérni (Sarli és mtsai,
2008).

Egyeldre gy tlinik, hogy az ispinesib monoterapias hasznélata nem tekinthetd hatékony
kemoterapias kezelésnek, ezért mas citotoxikus vegyiiletekkel egyiittes hatasat is vizsgalat ala
érdemes vonni. Mar léteznek tanulmanyok az ispinesib €s mas hagyoményos antitumor
aktivitasu szerek (carboplatin, capecitabin, docetaxel) egyiittes alkalmazasarol. Docetaxellel
torténd kombinalas soran a KSPi dozisat 50 %-kal csokkenteni kellett. A dozis limitald
mellékhatasként itt is a vérképzési zavarokkal kellett szamolni (Bergnes és mtsai, 2008).

Maésodik generacios KSP inhibitorok koziil az SB-743921 hatasat nem-Hodgkin
limfomas, az AZD4877 és az ARRY-520 hatdsat leukémias betegeken tesztelik (Sarli és
mtsai, 2008).

Az inhibitorok gyermekgyogyaszati alkalmazasa is vizsgalat alatt van, a maximum
toleralhat6 dozis hasonld értékii mint felndttek esetében.

Kihivast jelent a KSPi fejlesztésben a multidrog rezisztencia kialakulasanak megel6zése.
A P-glikoprotein (PgP) pumpa megjelenése a membranban efflux mechanizmushoz vezet. A
klinikai tesztelések soran kimutathato ispinesib rezisztencia is ennek kdszonhetden alakult ki
(Sarli és mtsai, 2008).

A KSPi-k klinikai hasznalata tovabbfejlesztése tovabbra is folyamatban van. Az eddigi
vizsgalatok arra utalnak, hogy ezek az inhibitorok mas citotoxikus anyagokkal kombinalva

kertilhetnek majd orvosi hasznalatra.

3. A Centroméra asszocialt protein-E

A KSP-hez hasonléan a CENP-E is plusz vég iranyultsagi motorfehérje, azonban a
KSP-vel ellentétben dimer szerkezeti. A molekula N-terminalis része tartalmazza a
motordomént. A C-terminalis domén nem csak a kinetochoron valo lokalizacioért felel0s,
hanem itt hat kolecson a BubR1 fehérjével, amely mitozis-ellenérzé jelpalya egyik
kulcsszerepldje. A BubR1 komplexet képez olyan proteinekkel, mint a Cdc20, Bub3 valamint

Mad2. Az aktiv allapoti BubR1 az anafazis eldsegité komplex (APC/CCdCZO) securinra ¢€s
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cyclin B-re haté ubiquitin ligaz aktivitiasat gatolja, vagyis amig nincs minden kinetochor
mikrotubulushoz kotve, addig a sejtciklus soran nem engedi az anafazisba valo tovabblépést

(15. dbra).

Dynein

Dynactin

15. dbra: Jobb oldali dbra: ha a CENP-E nem csatlakozik a mikrotublushoz, a BubR1 aktivalt allapotban marad,
a sejt nem 1éphet anafazisba. Bal oldali abra: Ha a CENP-E a mikrotubulushoz kot, az a mit6zis ellendrzé

pontjanak azt jelenti, hogy a mit6zis folytatodhat, a sejt anafazisba 1éphet (Mao és mtsai, 2005).

Habar a CENP-E funkcigja a mitozis ellendrzé pontjdban még nem teljesen tisztazott,
feltételezik, hogy kulcsszerepet jatszik a folyamatban. A CENP-E deplécidja sejtciklus-késést
okozott a sejtekben, valamint a kromoszoémak sorba rendezddése sem tortént meg. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy az enzim a fontos szerepet jatszik a metafazisban a kromoszomak
felsorakoztatasaban is. A CENP-E inhibitor kifejlesztését az a tény is szorgalmazta, hogy
részleges CENP-E funkciovesztéses egér torzsekben kisebb volt az esélye a rik
kialakulasanak (Wood és mtsai, 2010).

A szakirodalom szerint a CENP-E, vagyis centroszoma asszocialt protein-E egyik
inhibitoranak, a GSK923295A nevii vegyiiletnek mar sikeriilt eljutnia a preklinikai tesztelés
fazisaba (Sudakin és Yen, 2007).

A GSK923295 a CENP-E egy potens ¢és specifikus inhibitora. Mutagenezis
vizsgalatokkal sikeriilt analizalni a kotOhelyét, amely mint kideriilt analég a KSP ATP-
unkompetitiv koté helyével, vagyis a a2 és a3 hélixek kozott helyezkedik el (16. abra).
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16. dbra: A GSK923295 (kék szinnel jelolve) feltételezett kotési modja a CENP-E motordoménjéhez. A
kotdzseb az a2 és a3 hélixek kdzott van az L5 hurok szomszédsagaban. A switch | és switch II régiok romai
szammal vannak jel6lve. Az L5, L9, és L11 hurkok z6ld sziniiek. Jobb oldalt a sematikus dbrazolas lathato.

Azok KSP inhibitorok, melyek az enzim L5 hurkaba kotnek, dramaian lassitjadk az ADP-
felszabadulas sebességét. Annak ellenére, hogy a kotéhelye hasonld, a GSK923295 eltérd
moédon gétolja az enzimet. Az inhibitor a Pi-elengedés sebességét csokkenti, valamint olyan
konformécioba dermeszti az enzimet, mely szorosan kot a mikrotubulushoz.

A specifikus mechanizmus, mellyel a GSK923295 gatolja a Pi-felszabadulast,
kapcsolatba hozhatéo a switch I, switch II és MT koté hurkok megfelelé konformacio-
valtozasaival. Azok a szerkezeti komponensek, melyek az y-foszfat érzékeléssel
Osszefliggésbe hozhatoak, evolicidsan konzervaltak a kinezinek kozott. Mas kinezinekkel
végzett korabbi vizsgalatokbol mar kideriilt, hogy az ATP hidrolizise és a vy-foszfat
felszabadulasa kapcsolatban van a switch I régiéo L9 hurkédval. Ennek konformacio-valtozasa
pedig hatassal van a switch II-re, vagyis a magas és az alacsony affinitdssal kotott
mikrotubulus allapot kozti valtasért felelos régiora. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
GSK923295 kotésével, vagyis a Pi elengedésének gatlasdval az enzim a szorosan
mikrotubulus-kotott allapotban marad.

A GSK923295 gatlasdnak modjabol arra kovetkeztethetiink, hogy a CENP-E
motordoménjének és a mikrotubulusnak a szoros kotése nem elégséges jel a mitdzis ellendrzo
pontjdnak ahhoz, hogy a mitdzis tovabb folytatddjon. Ezért okoz az inhibitor mitdzis-
megallast a sejtekben.

A GSK923295 antiproliferativ és proapoptotikus hatasat in vitro 237 sejtvonalon és 11
tumoros szovettenyészeten tesztelték. Malignus €s nem malignus mellrdkos sejtvonalakat
vizsgalva azt allapitottdk meg, hogy a bazalis szubtipusi tumoros sejtek voltak a
legérzékenyebbek, mig a nem malignus sejtek rezisztensnek bizonyultak az inhibitor

hatasaival szemben (Wood és mtsai 2010).
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A mitézisban még szamos kinezin jatszik szerepet, amelyek gatlasa potencidlisan
felhasznalhato lehet a rakos sejtek szaporodasanak megallitasara (/. tdbldzat). Ennek ellenére
a szakirodalom szerint egyelére a KSP és CENP-E kinezinek inhibitorain kiviil, mas
mitozisban részt vevo kinezin inhibitoranak még nem sikeriilt eljutnia a klinikai hasznélatban

valo tesztelés fazisaba.

Kovetkeztetés

A rakos betegségek kozos jellemzoje a sejtek korlatlan szaporodédsa. A betegség elleni
kiizdelem megoldésa lehet az, ha a koros proliferaciot gatoljuk. A mitotikus kinezinek idealis
célpontok lehetnek a tumorsejtek szaporodasanak gatlasaban tobb okbdl kifolyodlag is.

Egyrészt ezek a kinezinek osztodo sejtekben vannak jelen, ezért gatlasukkal mas
sejtekre nem gyakorlunk hatdst, mésrészt tobbféle tumor esetén kimutattak mitotikus kinezin
(KSP) talexpresszalodast. (Huszar és mtsai, 2009). Ezek a megallapitasok azt inditvanyozzak,
hogy specifikusan hathatunk rakos sejtekre mitotikus kinezin inhibitorok alkalmazasaval.

A mitotikus kinezinek koziil a KSP inhibitorok orvosi hasznalatinak tesztelése
mondhaté a leginkabb széleskoriinek. A klinikai tesztekben egyelére nem sikeriilt teljes hatast
érvényesiteni KSP inhibitorok alkalmazasaval. Ebbdl azt a megéllapitast vonhatjuk le, hogy a
hatékonyabb terapias alkalmazhatosag eléréséhez egyéb citotoxikus anyagokkal valo
kombinacio jelentheti a megoldast. A hatékonysag javitasanak masik lehetséges teriilete lehet
az inhibicio kivaltotta apoptdzis mechanizmusanak tovabbi vizsgalata, valamint olyan
apoptozisban részt vevd molekuldk azonositdsa, amelyeknek mikodését befolyasolva
eredményesebben valthatjuk ki a rdkos sejtek elpusztuldsat. A sejthalal folyamatanak
pontosabb ismerete segithet azoknak a tumortipusoknak a kivalasztasaban, melyek esetén a
KSP inhibicioval az apoptodzis kivalthatdo (Vijapurkar és mtsai, 2007). Emellett fontos
tertiletnek tekintheté az eltérd kotdhelyhez kapcsolodd KSP inhibitorok azonositasa, hiszen
igy nagyobb eséllyel keriilhetjiik el a célpont enzim mutacidibol eredd rezisztencia
problémajat (Luo és mtasi, 2007).

A CENP-E gatlasanak, és az inhibici6 okozta apoptdzis mechanizmusanak mélyebb
megismerése még tovabbi vizsgalatokat igényel. A rakos sejtvonalokon végzett kisérletek
egyel6re azt mutatjak, hogy a CENP-E egy potencialis rakellenes célfehérjének tekinthetd,

ezért érdemes tovabbi kutatdsokat végezni a témaban.
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Osszefoglalas

A mitotikus ors6, mint rakellenes célpont mar régdta ismert. A hagyomanyos antitumor
aktivitasi szerek a mitotikus orsé mikrotubulusaira gyakorolnak hatast. A mikrotubulusok
azonban esszencialis szerepet toltenck be a neuronok életében is, ezért neuropatiaval mint
mellékhatassal szamolni kell hasznalatuk esetén. Az utobbi években a mitotikus kinezinek,
mint alternativ antimitotikus célpontok a kutatasok kozéppontjaba keriiltek. Eddig 11 olyan
kinezint sikeriilt azonositani, melyek kiilonboz6 feladatokat latnak el a mitdzis folyaman.

A Kinesin Spindle Protein nevii fehérje tekinthetd a leginkabb kutatott mitotikus kinezinnek.
Ez a fehérje a mitozis korai szakaszaban aktiv, mikor a kétpdlusu mitotikus orsé szervezodik.
A KSP inhibitorokkal kezelt sejtek mitotikus orsdjanak fenotipusara monoasztralis
elrendezddés jellemz6. A KSP gatlasaval megvalosithatd a sejtek mitézisdnak megallasa,
valamint apoptotikus folyamatok kivaltasa.

Az elso potencialis KSP inhibitor felfedezése ota (Mayer és mtsai, 1999) nagy az érdeklédés
az Ujabb és jabb gatloszerek felfedezése irant. Ennek kovetkeztében rengeteg inhibitor kertilt
szintetizalasra az elmult évek folyaman. Az inhibitorok kozott megkiilonboztethetiink ATP-
unkompetitiv és ATP-kompetitiv inhibitorokat. A gatloszerek eltérd tulajdonsagai megnovelik
a KSP gatlasanak a rakellenes terapidban vald hasznosithatosagat.

Szamos KSP inhibitor hatisat vizsgaljdk mar 1. és II. fazisu klinikai tesztekben. Habar a
vegylletek szerkezetileg eltérnek egymastol, a gatldsi mechanizmus és az L5 allosztérikus
kotézsebhez vald kapcsolddas tekintetében megegyeznek egymassal. A klinikai vizsgalatok
soran az ispinesib szolgéltatta a leginkabb biztatd6 eredményeket. Eldrehaladott mellrakos
betegek esetében sikeriilt eddig a legjobb hatast elérni.

Az utobbi idészakban a KSP mellett eldtérbe keriiltek egyéb mitozisban szerepet jatszo
kinezinek is, melyek onkologiai szempontbodl idedlis tulajdonsagokkal birnak. A CENP-E
kinezin mitézisban betoltott szerepe a metafazisos kromoszoémak valamint a mitotikus
ellen6rz6 pont tagjaként érhetd tetten. A CENP-E egyik inhibitoranak a GSK923295 nevi
vegyliletnek a hatdsa biztatonak bizonyult a preklinikai vizsgalatok soran szdmos tumoros

sejtvonal esetében, ezért érdemes tovabbi vizsgalatokat végezni a témaban.
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Summary

The mitotic spindle has long been identified as a target against cancer, and is affected by
regular anti-tumor agents. Microtubules, however, also play an essential role in the life of
neurons, thus neuropathies are to be expected as side-effects when antimitotic agents are used.
During recent years mitotic kinesines have become the focus of research for antimitotic
targets. Up until now 11 mitotic kinesins have been identified with different roles in mitosis.
The protein named Kinesin Spindle Protein (KSP) can be regarded as the most investigated
mitotic kinesin. This protein is active in the early phase of mitosis when the bipolar mitotic
spindle is being organised. Monoastral phenotype is typical for the mitotic spindles of cells
treated with KSP inhibitors. Mitotic activity of cells can be halted as well as apoptotic
processes can be triggered by inhibiting KSP.

Ever since the discovery of the first KSP inhibitor (Mayer et al, 1999), there has been a great
interest into the research of new inhibitory substances. As a consequence, a vast number of
inhibitors have been synthesised in recent years. Among these we can differentiate between
ATP-competitive and ATP-uncometitie inhibitors. The different properties of these inhibitory
substances may increase the chance of useful application of the inhibition of KSP in the
therapy against cancer.

The effect of many KSP inhibitors are being examined in first and second stage clinical trials.
Although these compunds vary from one another in structure, their mechanism with which
they inhibit and their binding to the L5 allosteric binding site is identical. During these trials,
ispinesib showed the most promising result. The best effect was achieved in patients with
advanced breast cancer.

Recently other kinesins involved in mitosis have been mentioned beside KSP, which have
ideal oncological properties. The effect of the kinesin CENP-E in mitosis can be seen in the
orientation of metaphasic chromosomes and as the part of the mitotic checkpoint. The effect
of the compound GSK923295, an inhibitor of the CENP-E, has been promising in preclinical

trials in many tumour cell lines, therefore further tests are advised in the topic.
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