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Kutatasi beszamolo

Kiilonbo6z6 allatfajokban végbemend biotranszformaciés utvonalak in vitro

osszehasonlitasa 3-amidinofenilalanin szarmazékok alkalmazasaval

Bevezetés, irodalmi attekintés

A 3-amidinofenilalanin (3-APhA) tipust vegyiiletek (Hammami és mtsai, 2012) szerepe
a virusos megbetegedések elleni kiizdelemben kulcsfontossag lehet. A gazdasejt protedzai
aktivald szerepet toltenek be a virus gazdasejthez valdo kotddésében, igy célpontot
biztosithatnak a virusellenes terapianak. A gazdasejt protedzok gatlasa eldnydsebbnek
bizonyulhat a klasszikus virusellenes terapiakhoz képest, hiszen joval kisebb a gyors lefolyast
gyogyszerrezisztencia kialakuldsanak esélye (Steinmetzer és Hardes, 2018). A SARS-CoV-2
glikoproteinje, az S fehérje felelés a patogén gazdasejthez (annak felszinén 1évé ACE2
receptorhoz) valo kotddéséért, melynek aktivalasat a gazdasejt TMPRSS2 proteaza végzi. A
TMPRSS2 gatlo vegyiiletek alkalmazasa megakadalyozza a SARS-CoV-2 gazdasejtbe vald
jutasat, mert megel6zi a TMPRSS?2 altal torténd S fehérje aktivaciot (Hoffmann és mtsai, 2020).

A TMPRSS2 gatlasan tul sziikség lehet egy mésik aktivalo proteaz, a furin gatlasara is,
ezzel novelve az antivirdlis hatast annak koszonhetden, hogy a két proteaz a SARS-CoV-2 S
fehérjéjének hasitasat 2 eltéré ponton, a furin az S1/S2, a TMPRSS2 pedig az S2’ helyen
végzi (1.A abra). Egy human 1éguti epitelialis sejtvonalon végzett kisérletben azt talaltak, hogy
a TMPRSS2 és a furin egyidejli gatlasa az S fehérje két kiilonb6zd ponton térténd hasitasanak
megakadalyozasa altal kitind antiviralis hatast érhet el, és ezzel a SARS-CoV-2 altal okozott
megbetegedés megeldzésében és kezelésében fontos terapids lehetdségként vetddhet fel (Beste
és mtsai, 2020). A kutatas soran alkalmazott 3-APhA tipusu vegyiiletek szerkezeti képleteit az

1.B abra foglalja ssze.


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=5a0ca89ab1c3b412JmltdHM9MTY1ODczODM2OSZpZ3VpZD00NDQ2MTc5NS02MWEzLTQxNTMtYjZhYi1jOTNjMDhmZjM5MjQmaW5zaWQ9NTE1MA&ptn=3&hsh=3&fclid=4bff431a-0bf5-11ed-bc20-5a541badfa09&u=a1aHR0cDovL2ZvcnJhc2ZpZ3llbG8uaHUvcGFseWF6YXQvbWFneWFyLWFsbGFtaS1lb3R2b3Mtb3N6dG9uZGlqLTIwMjItMjAyMy1wYWx5YXphdC1rdWxmb2xkaS1yZXN6dG92YWJia2VwemVzLWt1dGF0b2ktaWxsZXR2ZS1tdXZlc3pldGktbXVua2FiYW4tdmFsby1yZXN6dmV0ZWwtdGFtb2dhdGFzYXJhLzgwNDgzLmh0bWw&ntb=1

Philipps \ Universitat

' Marburg

S1/s2 S2

1 |

S1

MI-0001

NH

CF3—COOH
CF3—COOH

o H
N
v T
S N7
do /
NH
HN)\NH2

MI-432

OWP:
C *Qw
0, :
cl ] NH,
CF3—COOH
CF3—COOH

HNTSNH

S2

MI1-0003

NH,

O H NH

d -/ CF3—COOH
MI1-463

O
foassactle

'

F3C-COOH
HNZ NH,

Cl

OH

&

MI-109

Trombin szubsztrat

CF3—COOH H,N

MI-482

H [e]
*SoN e
0o N)kN
H H
HN:
2

SN
NH,

CF3COOH



M1-507 M1-1900 MI-2065

FXa szubsztrat TMPRSS2 szubsztrat

CF3COOH

N ol Ak
" Nﬁ% 1 iod 1: 08,0 P
\ca COOH [ ! mon
)\ j‘\H CF3~COOH F3C-COOH

HN”NH,  HNZ “NH, HN” NH,

MI-2605 MI-2802

NH
CF4COOH

J%N Nﬁ%g@ﬁ

CF3—COOH

1. abra A S fehérje TMPRSS2 ¢és furin altali hasitasi helyei (A) és a TMPRSS?2 inhibitorok képletei (B)

Enzimkinetikai mérések az MI vegyiilletek TMPRSS2, thrombin ¢és FXa iranti

szelektivitasanak meghatarozasara

Az alkalmazott enzimek esetében meghataroztuk a Km és a Vmax Kinetikai
paramétereket (2. abra), teszteltiik az MI-0001, MI-0003, MI-432, MI1-463, MI-482, MI-1900,
MI-2605 és az MI-2802 TMPRSS2 gatl6 vegyiiletek célenzim iranti szelektivitasat. A gatlas a
tesztelt M1 vegyiiletek esetében reverzibilis kompetitiv tipusu volt. A TMPRSS2 inhibitorok

potencialis véralvadasgatlo mellékhatasdnak kiszlirésére az MI vegyliletek egyéb szerin
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proteazok mint a trombin vagy az aktivalt X-es faktor (FXa) iranti affinitasat is meghataroztuk

(3.-4. abra, 1. tablazat).
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2. abra FXa and TMPRSS2 enzimek Km és Vmax értékei Michaelis-Menten kinetika alapjan.
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3. abra MI-0001 hatasa a FXa és a TMPRSS2 enzim miikodésére. A vegyiilet Kipxa €S Kiombin €rtéke alacsony,
véralvadasgatld hatassal rendelkezik. A [FXa] 32,3 pM, a [TMPRSS2] 42,6 pM (Aex/em=380/460). Pufferként
alkalmaztam 0.05 mol/L Tris+0.154 mol/L NaCl-ot Triton X 100 (0.01%) vagy PEG 8000 &sszetevokkel (1 g /L).
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4. abra Fluorimetrias/enzimkinetikai mérések kivitelezése TECAN Spike késziilékkel

53

Enzimek/
vegyiiletek
MI-0001 MI-0003 MI-432 MI-463 M1-482 M- MI-2605* MI-2802*
Ki értékei 1900
(LM)
TMPRSS2 | 0,057+0,00 0,03 0,186+0,0 | 0,003 | 0,067+0,005 | 0,079 0,257 0,065+0,007
4 27 (el6mérés)
(elémérés) (elémérés)
Trombin 0,001 0,001 0,017 0,457 0,085 0,912 >1 uM 0,015+0,001
FXa 0,004 0,084+0,008 0,049 0,011 0,86 0,01 n. a. 0,023+0,002

1. tablazat Ki értékek Osszefoglalasa atlag £S. D. forméjaban. A TMPRSS2 enzimnél az MI-2065, a trombinnal

az MI-109 és a FXa esetében az MI-507 szubsztratként keriilt alkalmazasra. Az *MI1-2605 és az MI-2802 ujonnan

szintetizalt vegyiiletek.

Molekulamodellezés a TMPRSS2 és az M1 gatlészerek kozotti interakcio jellemzésére

A molekulamodellezés kezdeti 1épéseként a komplex megalkotasahoz trombint

alkalmaztunk (PDB: 3RM2-human trombin az egyik szerkezeti analdggal, az MI-0003




vegytlettel komplexben). A trombin kitorlését kovetden a human TMPRSS2 kristalyos
szerkezetét hasznaltuk (PDB: 7MEQ -human TMPRSS2 nafamosztattal komplexben). Az MI-
0003 vegyiilet adott gatloszerre torténd atalakitasat a MOE szoftver (Molecular Operating
Environment, version 2019, Chemical Computing Group: Montreal, Kanada) builder
funkciojaval (felszin receptor TMPRSS2 szerin-proteaz domén SPD) végeztiik el az energia
minimalizalasat kovetden. Az MI vegyiilet(ek)- TMPRSS2 komplex vizualizalasara PyMOL
szoftver (PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0; www.pymol.org) segitségével

kerult sor.

Az MI-1900 Y alaki konformaciét vesz fel a tripszinszerii szerin-protedzokkal
komplexben. A 3-APhA vegyiilet kdzponti része jellemzéen az S1 zsebhez ko6tddik, a bifenil

terminalis fenil gylirlije az S3/4 kotdhelyet foglalja el a Trp215 folott, ami koriil van véve a

Lys99 aminosav bazikus oldallancéval (5. 4bra).

5. abra Az MI-1900 és a TMPRSS2 komplex modellje (a vilagoskék atomok a szénatomok).

(A) A gatloszer a TMPRSS2 aktiv helyéhez kotédve lathatd. A katalitikus triad abrazolasa (Serl95, His57,
Aspl02) zold szénatomokkal tortént, az inhibitor polaris kapcsolatait is magaban foglald aktiv hely fontos

maradvanyait sarga szénatomok jelolik.

(B) Az aktiv hely interakcidinak kozeli képe. Az amidino csoport erés ionos interakciot eredményez az Asp189

aminosavval az S1 zseb aljan és polaris kapcsolatokat 1étesit a szomszédos Ser190 and Gly219 maradvanyokkal.

A TMPRSS?2 ¢és az altalunk alkalmazott M1 gatloszerek kozotti kdlcsonhatés a 6. dbran kertil
bemutatésra.


http://www.pymol.org/
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6. abra (A) Az MI-2802 TMPRSS2 enzimmel val6é komplexben. (B) Az MI vegyiiletek (MI-0001, MI-0003, MI-
432, MI1-463, M1-482, MI1-1900, MI1-1904, MI-2802 ¢s az N385 modellvegyiilet) konformacidéjanak megjelenitése
TMPRSS2 enzimmel tortén6 kolcsonhatasban (PyMOL).

Allatfaji kiilonbségek a TMPRSS2 gatlok CYP450 -re gyakorolt hatasiaban

Négy TMPRSS2 gatlo (MI) 3-APhA tipusu vegyiilet, MI-432, MI-463, MI1-482 és MI-
1900 hatéasat vizsgaltuk kiillonb6z6 fajokbdl (humaén, patkany, beagle és makako) szarmazo
mikroszomdkon a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 izoenzimek aktivitasara.
Mikroszomalis CYP1A2 aktivitds vizsgéalata sordn 50 pM koncentracioban alkalmazott szerin
proteaz inhibitorok hatasara patkdnyndl MI-463 és MI-1900, beagle mikroszoman MI-432 ¢és
MI-482, makako esetében pedig mind a négy hasznalt gatldszer szignifikansan csokkentette a
fluoreszcencia intenzitast. Kisérleti adataink szerint a vizsgalt 3-APhA tipusu vegyiiletek 50
uM koncentracioban nem csokkentették szignifikdnsan a humén mikroszomalis CYP1A2,
CYP2C9 ¢és CYP2C19 aktivitasat, azonban a CYP3 A4 aktivitasat mind a négy alkalmazott MI
vegyiilet jelentés mértékben gatolta. Kutatasuk soran igazolddott, hogy az in vitro antiviralis
hatassal rendelkezd, altalunk vizsgalt 3-APhA tipusu vegyiiletek egyes izoenzimek mitkodésére
fajfiiggd gatld hatassal (CYP1A2 és CYP3A4) rendelkeznek, amely sziikségessé teheti tovabbi

in vivo vizsgalatok elvégzését a gyogyszerinterakcios potencial eldjelzése céljabol (7. abra).



CYP izoenzim aktivitas mérés

(fluoreszcencia intenzitas valtozasa) CYP1A2 aktivitas méres

(fluoreszcencia intenzitas valtozasa)
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7. abra MI vegyiiletek CYP aktivitasra gyakorolt hatasa. A gyogyszerjelolt vegyiiletek egyes CYP izoenzimek
miikddését fajfliggd modon gatoltak (CYP1A2 és CYP3A4), de a human mikroszomalis CYP1A2, CYP2C9 és
CYP2C19 aktivitasat nem befolyasoltak jelentds mértékben.

Patkéany, beagle ¢s majom majsejteket vetettiik ala kiilonb6z6 koncentracioja MI-432 és
MI-1900 szarmazékokkal valé kezelésnek. A CYP1A2 izoenzim aktivitdsdban bekovetkezd
valtozasokat lumineszcencia segitségével hatdroztuk meg. A CYP1A2 aktivitasat patkdnynal
egyik inhibitor sem befolyasolta szignifikdnsan a vizsgalt koncentraciokban. A beagle esetében
vegyliletfliggd (MI-432, 20 és 50 uM), a majom esetében pedig koncentraciofiiggd (MI1-432 és
MI-1900, 50 uM) CYP1A2 enzimgatlas figyelheté meg. Az egyes 3-APhA-szarmazékok
CYP1A2 ¢és a CYP3A4 izoenzimre in vitro kifejtett gatld hatasa miatt, a virusos

4

megbetegedések kezelésében (példaul SARS-CoV-2) torténd jovobeli felhasznalasuk soran, -

amennyiben ezt tovabbi in vivo kisérletek is megerdsitik-, javasolt a terapias protokoll részeként

a gyogyszerkdlcsonhatasok tovabbi feltérképezése, szoros monitorozasa.

Furin inhibitor M1-2415 in vitro tesztelése

A citotoxicitasi-, a CYP aktivitas- ¢és az extracellularis hidrogén-peroxid szint
mérésekhez kollagénnel boritott membran inzertekre Kkitiltetett primer human majsejteket
(PHH-kat) hasznaltam. A sejtek metabolikus aktivitasanak mérésére a CCK-8 reagenst és a
Williams’s E kozeget (1:10 ardnyban keverve) adtam a majsejtekhez és 2 6rds inkubaciot

kovetden 450 nm-en tortént az abszorbancia mérése. A majsejtek MI1-2415-¢el torténd, 24 oraig
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tarto kezelése 25 pM koncentracioig nem befolyasolta a sejtek €letképességét, azonban 50 uM

koncentraci6 felett a vegytilet citotoxikusnak bizonyult (8. abra).
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8. abra MI-2415 24 o6ras citotoxicitasanak vizsgalata. Primer human majsejtek életképessége csak magasabb
inhibitor koncentracié alkalmazasa esetén (50 uM, p=0.0405, 100 uM, p=0.0119) mutatott csdkkenést a
kontrollhoz viszonyitva. A mérési adatok atlag abszorbancia értékek+ standard deviaciok formaban keriilnek

bemutatasra (n=3)

A hepatocitak altal termelt H2O2 mennyiségi mérésére Amplex red (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazin) modszert alkalmaztam. Az Amplex red vegyiiletbdl fluoreszcens rezorufin
keletkezik, melynek mennyisége ardnyos a feliiluszoban (extracellularisan) talalhat6, sejtek
altal termelt H2O, mennyiségével. Az MI-2415 nem emelte szignifikdnsan a majsejtek
extracellularis hidrogén-peroxid termelését 24 6ras inkubaciot kovetden a vizsgalt koncentracid

tartomanyban 100 uM-ig (9. abra).
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9. abra A kezelt PHH-k feliilluszoiban az MI-2415 24 6ras kezelés hatasara nem lathat6 szignifikans valtozas a
fluoreszcencia intenzitasban (RFU) a kontoll csoportokéhoz képest (Aex/em=560/590, n=3).

A gyogyszerinterakcids vizsgalatokban a sejteket CYP3A4 szubsztratot tartalmazo
kdzegben tartottam, amely a kezelt mintaknal 10, 25, 50 illetve 100 pM MI-2415-t vagy 10 uM
ketokonazolt (KCZ-t) tartalmazott pozitiv kontrollként vagy negativ kontroll esetében inhibitor

hozzaadasa nélkiil késziilt.
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10. abra A CYP3A4 enzimaktivitas mérés PHH-kban. Az MI-2415 nem csokkentette szignifikansan
az enzimmiuikodést (p>0.05). A ketokonazol (KCZ) jelentdsen gatolta a CYP3A4 izoenzim aktivitasat
(p<0.001). A mérési adatok atlag lumineszcencia értékek (RLU) + SD formajaban keriilnek

bemutatésra (n=3).

Az MI-2415 nem gatolta a CYP3A4 enzim miikodését PHH-kban szamottevéen még
magasabb, 100 uM koncentracidoban sem, amely alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a
vizsgalt furin gatld szarmazék gyodgyszerinterakcios potencidlja alacsony a CYP3A4-n

metabolizal6do mas gyogyszervegyiiletekkel (10. abra).
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Osszefoglalé, jovébeli tervek

Az eddig kiilonboz6 allatfajokbol szarmazo mikroszomakon és majsejteken alkalmazott
vegytiletek koziil a MI-432 és az MI-482 jelentés trombin iranti affinitast mutatott (Ki < 0.1
uM). Az Gjonnan Szintetizalt vegyiiletek koziil az MI-2605 bar csak magasabb koncentracioban
gatolja a trombint, de a TMPRSS2 affinitasa is kisebb mértékii az MI1-2802 vegyiilethez képest.
A jovoben olyan 3-APhA tipusu vegyiiletek szintézise valosul meg, ahol az indanvaz
beépitésével javithato a szelektivitasi profil, hiszen a kevéshé flexibilis molekulaszerkezet miatt
a trombinhoz valé affinitas csokken, ezaltal a nem-szelektiv szarmazékok altal eldidézett
véralvadasi zavarok mérsékelhetéek a TMPRRS2 iranti affinitas megtartasa mellett.

A jovébeli kutatasokban a vizsgalt vegyiiletek kozott szerepelnek majd tovabbi furin
enzimgatlok, amelyek a TMPRSS2 inhibitoroktol eltérd hasitasi helyen képesek gatolni az S
fehérje proteolizisét, és ezaltal a patogén mint a SARS-CoV-2-gazdasejt 6sszekapcsolodast, ily
modon erds virusellenes hatast kifejtve. A vegyiiletek eldsziirésére is van lehetdség a trombin
¢és a FXa gatlas mértékének meghatarozasa alapjan a mért Ki értékek sszehasonlitasaval.

A One Health mozgalom része az 0j gyogyszerek tesztelése ¢s fejlesztése human és
allati megbetegedések megeldzése és kezelése érdekében (www.onehealthinitiative.com). A
kutatasunkban alkalmazott gyodgyszerjeldlt vegyiiletek tesztelése soran kapott eredmények,
szerves hozzajarulast képezhetnek ezen integralt multidiszciplinaris gyakorlat kialakitasahoz
mind a human, mind az &llatorvosi teriileten. Kutatdsunk folytatasaként tovabbi cél mas
allatfajokbol szarmazé mikroszomak/sejtek felhasznalasaval szélesebb korben torténd
Osszehasonlitdsok elvégzése, valamint fajonként tovabbi izoenzim profilok vizsgalata

farmakokinetikai paraméterek meghatarozésa céljabol.
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