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1. Bevezetés

A programozott sejthalal, és ennek egyik fontos formdja,
az apoptdzis a veszélyt jelentd sejtek eltavolitasanak egyik
fontos utvonala.! Az apoptozis elkeriilése a rak kifejlodésé-
nek és a kiilonbozo terapias kezelésekkel szembeni rezisz-
tencia kialakulasanak alapjelensége.? Az altalunk vizsgalt
MCL-1 fehérje a BCL-2 fehérjecsalad tagja, mely fehérje-
csalad felelés a mitokondrialis apoptdzis kontrolljaért. A
raksejtekben mennyiségiik, kiilonésen az MCL-1-¢, gyak-
ran emelkedett.’ Tobb leirt, a génexpressziot vagy fehérje-
szintézist altalanosan gatlo gyogyszerjelolt tumorsejtekre
kifejtett citotoxikus hatasaért is (legalabb részben) az MCL-
1 fehérje szintjének csokkentése felel.*

Ezen el6zmények utan nem meglepd, hogy a BCL-2 fehér-
jecsalad és azon beliil az MCL-1 is évtizedek ota a gyogy-
szerkutatok célpontjaban van. A kitarté munka eredménye-
ként a szelektiv BCL-2 inhibitor venetoclax (Venclexta®)
mara engedélyezett gyogyszer a CLL (kronikus limfocitas
leukémia) és AML (akut mieloid leukémia) betegek gyo-
gyitasaban.’ Az els6 hatékony és szelektiv MCL-1 gatlok
megjelenéséig 2016-ig kellett varni. E vegyiiletek koziil
tobb jelenleg klinikai vizsgalati fazisban van. Jelen kozle-
ményben az elmult évtizedben az MCL-1 gatlok felfedezése
terén végzett kutatasainkrol adunk attekintést.

2. Sajat eredmények

A gyogyszerkutatasi program elején 1étre kellett hoznunk a
sziikséges eszkoztarat, melynek segitségével a kémiai kiin-
dulopontként szolgalo fragmenseket azonositani tudtuk.” A
folyamat kovetkez6 stadiumaban a fragmenseket az MCL-
1-et szelektiven gatld, sejtes aktivitast mutatd vezérmole-
kulava fejlesztettiik.® Ezt a vezérmolekula optimalasaval
nyert, in vivo aktivitdst mutatd S63845 molekula azonosita-
sa kovette, mely mar alkalmas volt a célpont biologiai vali-
dalasara is.’ A folyamat zar6 fazisaban a tovabbi optimalas
eredményeként eljutottunk az S64315 klinikai kandidatus-
hoz, melynek human vizsgélata jelenleg is zajlik.!’

Egy gyogyszerkutatasi program elinditasakor nélkiiloz-
hetetlen a megfeleld reagensek eldallitdsa és a vizsgalati
modszerek kifejlesztése és validalasa. A sejtekben a prog-
ramozott sejthalal féken tartasaért az tigynevezett antia-
poptotikus BCL-2 fehérjecsalad (BCL-2, BCL-x,, MCL-1,
BCL-w, BFL-1) és a sejthalalt el6idéz6 un. BH3 fehérjék
(pl. BIM, BAD, BAX, NOXA, PUMA) egyensulya felel. E
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két csalad elemei egymassal stabil komplexeket alkotnak,
igy a citoszolban alacsony a szabad BH3 fehérjék szintje.
Az 1. abra az MCL-1 és BIM fehérjék komplexének ront-
genszerkezetét mutatja. Gyogyszerkutatdsi programunk
alapfeltevése az volt, hogy amennyiben egy, az MCL-1-hez
er6sen kotédo kismolekula segitségével ki tudjuk szoritani
a BIM-et és rokonfehérjéit az MCL-1-gyel alkotott komp-
lexeikbdl a raksejtben, akkor a citoszolban feldusulé BH3
fehérjék visszafordithatatlanul elinditjdk a programozott
sejthalalt, ami a raksejt pusztulasdhoz vezet. Mig az egész-
séges sejtek altalaban a BCL-2 fehérjecsalad tobb tagjara
is tamaszkodnak a belsd egyensuly fenntartasaban, addig
a raksejtekben jellemzdéen egy-egy antiapoptotikus fehér-
je feldtsulasa biztositja a raksejt tulélését, igy az MCL-1
fiiggd daganatok esetében bizhattunk ezen sejtek szelektiv
elpusztitasaban.

1. Abra. Human MCL-1 fehérje BIM komplexének rontgenszerkezete
(PDB:6QFI)

A helikalis elrendezédést mutato BH3 fehérjék nM affini-
tassal kotddnek a BCL-2 csalad tagjaihoz. A fehérje-fehér-
je kolcsonhatasi feliilet, az un. ,,BH3-groove” viszonylag
hidrofob, kevés erds kolcsonhatasra ad lehetdséget a kis-
molekula és a célfehérje kozott. Emiatt sokaig elképzelhe-
tetlennek tartottdk, hogy gyogyszer fejleszthetd e megkd-
zelitéssel (un. undruggable célpont). A kutatasi folyamat
elején eldallitottuk a 350 aminosavbdl all6 human MCL-1
fehérje BH3 kotorégidjat (171-327 aminosavak), mely al-
kalmas volt biofizikai vizsgalatok, pl. izotermalis titrala-
sos kalorimetria (ITC) elvégzésére, és melynek a BIM-mel
alkotott komplexét sikeresen kristalyositottuk (1. abra). A
BIM fehérje fluoreszcensen jelolt analogonjait felhasznal-
va olyan fluoreszcencia polarizacié (FP) mérésen alapuld
modszert dolgoztunk ki, amellyel nagy ateresztoképességel
hatarozhattuk meg a vegyiileteink MCL-1-hez valo kotodé-
sétaz 1 nM — 100 uM tartomanyban.’
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2.1. Kiindulépontok azonositasa

A kémiai kiindulopontok azonositasdira NMR alapu frag-
mensszirést hasznaltunk, melynek soran 8 fragmensbdl
allo keverékekhez adtuk az MCL-1 fehérjét és vizsgaltuk
a fragmensekre jellemz6 'H NMR jelek intenzitasanak val-
tozasat kiilonboz6 mérési modszerek (STD, water-LOGSY,
CPMGQG) kozott. Annak bizonyitasara, hogy egy adott frag-
mens a BH3 fehérje helyére kot, a méréseket elvégeztiik
hozzdadott NOXA fehérje jelenlétében is. Tobb mint 1100
fragmensbdl kiindulva 40 olyan vegyiiletet azonositottunk,
melyek tobb technikaval vizsgalva is kotodést mutattak és
a NOXA hatasara megszlnt a kotédésiik. Mivel a BCL-2
fehérjecsaladon beliil fontos volt az MCL-1 szelektiv gatla-
sa, igy a fragmensek esetében az MCL-1 mellett a BCL-2-
hoz valé kotodésiiket is vizsgaltuk FP modszerrel. A 2. abra
néhany fragmens talalat szerkezetét, valamint az MCL-1
és BCL-2 kotodési értékeit mutatja be. Ezen vegyiiletek (1-
5) k6z06s jellemzdje, hogy a pM tartomanyban kotédnek a
célfehérjéhez és nem mutatnak szelektivitast a BCL-2 fe-
hérjével szemben. Mind az 6t fragmens talalat karbonsav
részletet tartalmaz, amely az MCL-1 fehérje egyik Arg
oldallancaval képez ionos kapcsolatot. Ennek hianyaban
a fragmensek kotodése tobb nagysagrenddel gyengiil. E
gyengén kotoédo fragmensek esetében célszerii a fehérjeko-
tédési vizsgalatokat két kiillonbozé elven miikddd (Gn. or-
togondlis) modszerrel is elvégezni. A mi esetiinkben NMR
HSQC titralasokat, valamint izotermalis titralasi kalorimet-
riat (ITC) hasznaltunk erre a célra, melyek az els6dleges FP
mérésekhez hasonlo eredményt adtak.
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2. Abra. Az NMR fragmenssziiréssel azonositott néhany talalat szerke-
zete, MCL-1 (fels6é szam) és BCL-2 (also szam) kot6dése FP mérésekbdl
szamitott eK, értékek uM-ban kifejezve, zardjelben HSQC NMR K
értékek. NM — nem mérhet6 2,5 mM koncentracioig.

Az azonositott fragmensek MCL-1 komplexeir6l nem si-
keriilt szerkezeti informacidt szerezniink, igy a validalas
soran szisztematikusan valtoztattuk a szerkezetiiket és
vizsgaltuk ennek hatasat az MCL-1-hez val6 kotddéstikre.
Az elsdédleges eredmények alapjan figyelmiink elsésorban
a tieno[2,3-d]pirimidinvazas 1 fragmens szdrmazékaira
Osszpontosult. Ennek az alapvaznak elénye, hogy a gytrt-
rendszer szénatomjaira a kiilonb6z6 helyettesitok beépitése
altalaban jo hatékonysaggal megoldhaté. Igy eléallitottuk
tobbek kozott a kisméretli helyettesitoket hordozé 6 vegyii-
letet, melynek affinitadsa hasonld volt a kiindulopontunkhoz

(3. Abra). A gyiirtivaz 5-6s helyzetébe difeniléter-csoportot
épitve (7) mind az MCL-1, mind a BCL-2 affinitds 20 uM
ala csokkent, amit az NMR K, mérések is megerdsitettek.
Tovabbi, hasonld mértékii javulast értiink el, amikor a piri-
midingytri 2-es helyzetébe aromas helyettesitot épitettiink
be (8). Ezek a valtoztatasok latszolag jo iranyba vezetnek,
de ha figyelembe vessziik, hogy milyen mérték(i molto-
meg novekedést ,,szenvedett el” a molekulank, akkor rog-
ton latszik, hogy nem hatékonyak. Jol példazza ezt a 9-es
molekula is, mely joval kisebb mérete ellenére szamottevd
kotédést mutat mindkét vizsgalt fehérjéhez, igy 6t valasz-
tottuk a tovabbi fragmensoptimalas kiindulopontjanak. A
részletesebb szerkezet-hatas Osszefiiggést vizsgalva arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezen kisméretli vegytiletek
esetében tobbféle kotddési mod is eléfordulhat, ami neheziti
az eredmények értelmezését.
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3. Abra. A tienopirimidin-vazas fragmens talalat kémiai validalasa.
MCL-1 (fels6 szam) és BCL-2 (als6 szam) kotddés FP mérésekbdl szami-
tott eK, értekei pM-ban kifejezve, zaréjelben HSQC NMR K, értékek.

2.2.Fragmens optimalasa vezérmolekulava

A 9-es fragmens optimalasanak egyik fontos része volt az
5-0s helyzetli benzolgylri szubsztituciés mintdzatanak
valtoztatasa (4. Abra). E folyamat soran véaratlan modon, a
fenilcsoportot orto-tolilra cserélve (10), jelentds valtozast
értiink el a vegyiilet szelektivitasdban. Mig az MCL-1-hez
val6 kotodés a uM tartomanyban maradt, a BCL-2 kotodés
elromlott.
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4. Abra. A tienopirimidin-vazas fragmens optimalasanak korai fzisa.
MCL-1 (fels6 szam) és BCL-2 (als6é szam) kotodés FP mérésekbdl szami-
tott eKi értékei pM-ban kifejezve. Részleges gorbe esetén a legnagyobb
koncentracional mért hatast tiintettiik fel. NM — nem mérhet6 2,5 mM
koncentracioig.
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Még markansabb lett ez a hatas, amikor az aminosavat
hidroxisavra cseréltiik. Az orto-tolil helyettesitd gatolt ro-
tacidja miatt a 11 vegyiilet diasztereomerek keverékeként
keletkezett, melyeket kromatografiasan el tudtunk valasz-
tani. Mindkét atropoizomer hasonlo, 20 pM alatti affinitast
mutatott az MCL-1-hez, mig BCL-2 ko6tédésiik nem volt
mérhetd.

A tejsav részlet novelésével (12) szintén szamottevd javu-
last sikertlt elérniink: az MCL-1 kotédést a nM tartomany-
ba vittiik, mig a szelektivitas tovabbra is jelentés maradt.
Hasonld, majd tovabbi hiisszoros javulast értiink el a ben-
zolgylrli szubsztitiiciés mintazatanak finomhangolasaval.
A 13, diasztereoizomertiszta vegyilet 51 nM kotédést
mutatott az MCL-1 fehérjéhez. Ebben szerepet jatszott az
aromas gylrihoz kapcsolédo kloratom ¢és a fehérje pept-
idvazanak egy kozeli karbonilcsoportja kozott kialakulo
masodlagos kolcsonhatas, un. halogénkotés is, mely a ront-
genszerkezetekben jol 1athato.

Barazeldallitott vegytileteink hatékonyan és szelektiven ko-
tédtek az MCL-1 fehérjéhez, a sejtes vizsgalatok soran nem
mutattak a vart apoptézis indukald hatast. Feltételezésiink
szerint ennek elsddleges oka a gyenge sejtpenetracios kész-
ség lehetett, amely elsésorban a karboxilcsoport fiziologi-
as kortilmények kozott mutatott dllando negativ toltésébol
eredhetett. Ennek ellensulyozasara kiilonbozé bazikus
csoportokat épitettiink be molekulank aromas gytrijére
(5. Abra). A szerkezeti biologiai vizsgalatok egyértelmii-
en mutattak, hogy ezek a csoportok az olddszerfazis felé
néznek, igy nem rontjak el a fehérjéhez vald kotédést. A
14 vegytilet példaul 32 nM kotodést mutatott €s mellette a
H929 sejtvonalon vizsgalva megfigyeltiik a programozott
sejthalal beinditasat 15,5 uM IC,, értékkel.
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5. Abra. Az MCL-1 gitlé vezérmolekula kivalasztasa. MCL-1 kot8dés
FP mérésekbdl szamitott eKi értéke pM-ban kifejezve (felsé szam) és
H929 sejtpusztitas IC,, értéke pM-ban kifejezve MTT modszerrel (also
szam).

A 15 és 16 vegyiiletek hasonlo affinitast és sejtes aktivitast
mutattak, megerdsitve, hogy a bazisos nitrogén jelenléte
fontos, mig pontos eclhelyezkedése kevésbé. Ugyanakkor
fontos megemliteni, hogy a nitrogénatom megfelelé bazi-

citasa kulcsfontossagi volt a sejtes aktivitas szempontjabol.
Az aminocsoport valtoztatdsa altaldban a sejtes aktivitas
gyors letoréséhez vezetett.

A legjobb affinitast és sejtes aktivitast abban az esetben ér-
tiik el, amikor a bazikus csoportot etilénlancon keresztiil
kotottiik a fenol részlethez. A szamos vizsgalt amin koziil
az N-metil-piperazin részlet esetében (17) kivalé 19 nM
kotodést és 5,6 uM sejtes aktivitast mértiink. A vegytilet
diasztereoizomerei kivétel nélkiil joval gyengébb kdtodést
mutattak. Elkészitettiik e molekula aminosav analogonjat is
(18), amely valamivel gyengébb kotddést és aktivitast mu-
tatott a hidroxisavnal. A 17 vegyiiletet részletes jellemzése
(in vitro ADME ¢és biztonsagossagi vizsgalatok, in vivo PK)
utan vezérmolekulanak tekintettiik és beldle kiindulva foly-
tattuk az optimalasi folyamatot.

2.3. A vezérmolekula optimalasa és a célpont biologiai
validalasa

A kutatas ezen stadiumaban sikeriilt meghataroznunk 17
MCL-1-gyel alkotott komplexének rontgenkrisztallogra-fi-
as szerkezetét (6. Abra). A tienopirimidin részlet a fehérje
un. S2-es kotézsebébe mélyen benyulik és azt szinte teljesen
kitolti. E régioban az egyetlen ndvekedési lehetdségnek (6.
Abra kiegészitd kép) a gylirtivaz 6-os helyzetii etilcsoport-
janak kismértéki valtoztatasa tiint. Az 5-0s helyzetii tetra-
szubsztitualt benzolgyiri esetében nem lattuk értelmét a
tovabbi atalakitasoknak. A 4-es helyzetl tejsavszarmazék
esetében az épitkezés kézenfekvo helye a fenilesoport volt,
ezen beliil is a benzolgytirl orto-helyzete, mely lehetdséget
kinalt a fehérje tavolabbi, un. S4 kotézsebének elérésére.

"

6. Abra. A 17 vezérmolekula MCL-1 komplexének rontgenszerkezete
(PDB:6QYO). A kiegészitd kép az S2 kétdzseb egy részletét mutatja.

A vezérmolekula optimalasat az S2 kdtézsebbe nyulo etil-
csoport valtoztatasaval kezdtiik. A szerkezeti informaciok
alapjan azt vartuk, hogy csak minimalis atalakitast vé-
gezhetiink a hatdéanyagunkon az MCL-1-hez valo kdtédés
elrontasa nélkiil. Orommel tapasztaltuk, hogy a telitetlen
oldallancot hordozé 2-metil-propénil- (19) ¢és 1-propi-
nil-szarmazék (20) is jelentés affinitast mutatott és emel-
lett a sejtes aktivitdsuk is szamottevSen javult (7. Abra).
Ugyanakkor meglepd eredmény volt a nagyobb térigényti
furil oldallancot hordozoé 21 vegyiilet 10 nM kotodése és
320 nM sejtes aktivitasa. A rontgenszerkezet alapjan e cso-
port mar nem fért volna be az S2-es kotdzsebbe, ezért a
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kotédés csokkenésére szamitottunk. Az eredmények arra
utaltak, hogy az MCL-1 fehérje szamottevé konformacios
mozgékonysaggal rendelkezik és képes uigy atrendezddni,
hogy helyet biztositson az 6ttagli heterociklusnak. A na-
gyobb térigényli kétgyiiriis benzofuril-csoportot is beépi-
tettiik a tienopirimidin 6-os helyzetébe (22). Bar a kotédés
szamottevd maradt, de a furananalogonhoz képest elrom-
lott, ami arra utalt, hogy elértiik a fehérje kotézsebe befoga-
doképességének hatarat.
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7. Abra. Az MCL-1 gatl6 vezérmolekula optimélasa az S2 és S4 kotéz-
sebben. A vegyiiletek MCL-1 kétodésének FP (19-23) és QA (24-26)
mérésekbdl szamitott eK, értéke nM-ban kifejezve (felsé szam) és H929
sejtpusztitds MTT modszerrel mért IC;, értéke nM-ban kifejezve (also
szam).

A 6-0s helyzetl furangytrit rogzitve belefogtunk a tejsav
fenilcsoportjanak valtoztatdsdba. Egyszerii metoxicsopor-
tot beépitve (23) a sejtes aktivitast sikeriilt 110 nM-ra ja-
vitanunk, mig az MCL-1 kotédés elérte a vizsgalati mod-
szeriink als6 hataranak szamité 1-2 nM tartomanyt, ezért a
tovabbiakban egy 1j, un. ,,quench assay-t” (QA) vezettiink
be, melynek alsé mérési hatara az alacsony pikomolos tar-
tomanyban volt. Hasonl6 tovabbi eldrelépést, 1,5 nM ko-
tddést és ezzel egyiitt 31 nM aktivitast hozott a tetrahidro-
furanil-metil helyettesitd és a furilcsoport 5-6s helyzetébe
egy fluoratom egyidejii beépitése (24).

Hasonlo in vitro tulajdonsagokkal rendelkezett a pirazolil-
metil-csoportot hordozo 25 vegyiilet is (7. Abra). E vegyiile-
tet mutatott sajatsagai miatt in vivo vizsgalatoknak is aldve-
tettiik. Mivel farmakokinetikai sajatsagai alapjan megfelel6
expoziciora szamithattunk intravénas adagolas esetén, igy
az MCL-1 gatlasra érzékeny AMOI raksejtvonalat egérbe
iltettiik (xenograft) és az egereket 25 oldataval kezeltiik.
A hatdanyag adagolésa utdn adott id6vel a daganatos sejte-
ket vizsgalva megallapitottuk, hogy dozisfiiggd mértékben
sikeriilt apoptozis indukciot kivaltanunk, amelyet a folya-
matra jellemz6é PARP hasitas mértékével jellemeztiink (1.
Tablazat). Mivel 25 mg/kg dézisban adva még 16 ora eltel-
tével is jelentés farmakodinamias (PD) jelet mértiink, igy
megvizsgaltuk azt is, hogy a 25 vegyiiletet 5 egymast kdve-
té napon (QDS5) ebben a dézisban adagolva hogyan valtozik
az egérbe iltetett daganat mérete (1. Tablazat). A kezelés
alatt tumor regressziot észleltiink és a kezelés leallitasa utan
majd 3 hétig tartott mire az ujra ndvekedé daganatok mérete
elérte a hatarként kijelolt 500 mm?3-t.

A szerkezeti vizsgalatok kimutattak, hogy 25 pirazolrészle-
tének nitrogénatomja kivaloan alkalmas a vegytilet tovabbi
ndvelésére és ennek szisztematikus valtoztatasaval jutot-
tunk a 26-o0s vegyiilethez, amely S63845 jeloléssel kertiilt
leirasra. 26 affinitdsaban érdemi eldrelépést észleltiink és
sejtes aktivitasa is kiemelkedé volt (IC,;=6 nM). A farma-
kodinamias vizsgalatok azt mutattak, hogy 26 12,5 mg/
kg-os dozisban is tartds apoptozis indukciot valtott ki és
hatékonyan gatolta a daganat novekedését is ebben a dozis-
ban (1. Tablazat). E vegytilet biologiai aktivitasa lehetové
tette, hogy az MCL-1 gatlas biztonsagossagaval kapcsola-
tos vitas kérdésekre is valaszt kapjunk. Az MCL-1 fehérjét
nélkiil6z6 (an. knock-out, vagy KO) genetikusan modosi-
tott egerek ugyanis kdros szervi elvaltozasokat mutattak
¢és kérdéses volt, hogy ezek az MCL-1 biologiai funkcio-
jabol (programozott sejthalal szabéalyozasa), vagy esetleg
mas szerepébdl eredtek (pl. fehérjekomplexekben betdltott
szerkezet Osszetartd funkcio). MCL-1 fliggd rakot hordozo
egér betegségmodellben sikeriilt 26 adagolasaval az allatok
jelentds részét tartdosan meggyogyitani, mikdzben az allat
egyéb szerveiben nem észleltiink kéaros elvaltozast.” Ezen
eredményekbdl bizodalmat meritve 1éptiink be az optima-
lasi folyamat zaro6 stadiumaba.

1. Tablazat. Farmakodinamias aktivitas 12.5 mg/kg dozisban, i.v. bolus
adagolas utan 16 ora elteltével (n=3) és tumorndvekedés-gatlas AMO1
egér xenograft modelben QD5 i.v. bolus adagolassal (n=8).

PD dozis %TGI  %TGImax Relapszus®

valasz  (mg/kg) (nap) (nap)
25 55° 25 120,5(7)  147,5(2) 23
26 309 12,5 118,9(7) 152,8(2) 32
28 129 12,5 120 (7) 134,6 (4) 28
30 237 6,25 106 (7) 132,4 (2) 14
31 285 6,25 189,5(4)  189,5 (4) 38
32 60 6,25 121,2(4)  130,8 (2) 21

* A kezelés utan eltelt id6, mikorra a csoport medidn tumormérete eléri
az 500 mm’-t.

®25 mg/kg dozisban adagolva.

2.4. A klinikai gyogyszerjelolt kivalasztasa

Bar 26 kiemelkedd affinitassal és szelektivitassal kotodott
az MCL-1 fehérjéhez, és ezen keresztiil sejthalalt indu-
kalt mind in vitro, mind in vivo betegség modellekben, a
fluorfuril-csoport jelenlétébol eredd fényérzékenysége mi-
att nem Iéphetett tovabb a kutatas-fejlesztési folyamatban.
A fényérzékenység kikiiszobolésére a hasonlo szerkezetii
4-fluorfenil helyettesité beépitése jelentett megoldast. A ké-
s6i vezérmolekula-optimalas a 27 metoxi-pirimidin-szar-
mazékbol indult (8. Abra). Ez a vegyiilet 360 pM affinitas
mellett 15 nM sejtes aktivitdst mutatott. A metoxicsoport
morfolinra val6 cseréje (28) bar kissé csokkentette az affi-
nitast, de megorizte a sejtes aktivitast. Amennyiben 28-at a
farmakodinamiai modellben vizsgal-tuk, szamottevé biolo-
giai valaszt észleltiink (1. Tablazat). Orémmel lattuk, hogy
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a tumoros egereket kezelve tartos tumorregressziot értiink
el és a kezelés befejezése utan 24 nappal érte csak el a tu-
morok atlagos mérete az 500 mm>-t.

A pirimidingytirQ helyettesitje az S4-es kotdzsebben fog-
lal helyet, amely viszonylag kevés kdlcsonhatasi pontot ki-
nal. A polaris alifas csoportokat a heteroaromas 2-furil-cso-
portra cserélve (29) mégis szamottevd affinitasndvekedést
(81 pM) értiink el, ami a sejtes aktivitas javulasaban is
megmutatkozott. Erdekes valtozast hozott a 4-metil-3-pi-
ridil helyettesité beépitése. Bar a 30-as vegyiilet affinita-
sa 730 pM-ra nétt, sejtes aktivitdsa ugyanakkor 1,7 nM-ra
csokkent. A két érték eltérd iranyu valtozasaért feltehetéen
a megjavult sejtbejutasi képesség felel. Az in vivo vizsga-
lat soran 30 kiemelkedd farmakodinamids aktivitast muta-
tott: a PARP fehérje hasitott formajanak mennyisége 16 ora
elteltével 237-szeresére nodtt (1. Tablazat), amely az eddig
mért legmagasabb érték. A kivalo PD valasz eldrevetitette
a vegyiilet tumorndvekedés gatld hatasat is. QD5 adagolast
kovetden a korabbiakhoz képest csokkentett, 6,25 mg/kg
dozisban adagolva is értékelhetd regressziot értiink el és a
daganatok ismételt névekedését is sikeriilt késleltetni.

)N\ ---OCH, ---N\/:\/o ﬂ

(o)
27 o 36 28 0.64 290. 081
0/\,N 14.4
O H3CO HsCO
Chon X @
\ 300 73 31 0.029 32 0.220
\ i 1.7 14
27-31 X=0 X=N

8. Abra. Az MCL-1 gatl6 vezérmolekula optimalasanak zaré szakasza.
A vegyiiletek MCL-1 kotédésének QA mérésekbdl szamitott eK; értéke
nM-ban kifejezve (fels6 szam) és H929 sejtpusztitas MTT moddszerrel
mért IC,, értéke nM-ban kifejezve (alsé szam).

Szamos tovabbi helyettesitét is megvizsgalva a legjobb
eredményt a 31, 2-metoxifenil-csoporttal modositott ve-
gyiilettel értiik el. Az S64315 néven preklinikai fejlesztésre
kivalasztott vegyiilet 29 pM affinitast mutatott az MCL-1
fehérjéhez és 1,7 nM sejtes aktivitasa is kivalo. Jo farma-
kokinetikai sajatsagai miatt az in vivo PARP hasitasi vizs-
galatokban (PD) is kivaloan szerepelt és a tumorndvekedés
gatlasa terén is a legjobb volt: a kezelés végére szinte telje-
sen eltlintek a tumorok a vizsgalati egerekbdl és a visszan-
ovésiiket a kezelések befejezése utan sikeriilt egy honappal
késleltetni (1. Tablazat). A vegyiiletet egyéb, itt nem rész-
letezett tulajdonsagai is alkalmassa tették a fejlesztésre,'
ami a jelenleg is foly6 klinikai vizsgalatokban teljesedett
ki. Eléallitottuk a preklinikai kandidatus aminosav analo-
gonjat is. A 32 vegyiilet 220 pM affinitasa és 14 nM sejtes
aktivitasa is némiképp elmaradt 31-t6l. Bar 32 az in vivo
farmakodinamias és tumorndvekedés gatlas vizsgalatokban
is értékelhetd aktivitast mutatott, ez jelentdsen elmaradt a
hidroxisav analogontol.

3. Osszefoglalas

NMR alapu sziirés segitségével tobb olyan fragmenst sike-
riilt azonositanunk, melyek koétédést mutattak az MCL-1
fehérje BH3 kotdrégidjahoz. Ezek a fragmensek, melyek
kotodését ortogonalis modszerek is igazoltak, altalaban a fe-
hérjecsalad tobb tagjahoz is kotédtek. A fragmens talalatok
szisztematikus kémiai valtoztatasat kovetéen a tieno[2,3-d ]
pirimidin alapvazat tartalmazé sorozatot valasztottuk ki to-
vabbi optimalasra. Ennek soran attorést hozott a felismerés,
hogy az alapvaz 5-0s helyzetébe orto-helyettesitét hordo-
z6 aromas gyurit épitve kivalo szelektivitast érhetiink el
a fehérjecsaladon beliill az MCL-1 fehérje gatlasaban. Ez
a kémiai valtoztatas egy ujabb kiralitaselem megjelenését
eredményezte. Az atropoizomerek kromatografidasan elva-
laszthatoak voltak és megfeleld stabilitast mutattak a vizs-
galati koriilmények kozott. A helyettesitok tovabbi finom-
hangolasaval és egy bazikus nitrogén beépitésével sikeriilt
sejtes aktivitast mutatd vezérmolekulaig jutnunk.

A vezérmolekula optimalasat szerkezeti biologiai informa-
cid is segitette. Ennek soran megfigyeltiik, hogy az MCL-1
fehérje képes volt olyan molekulakkal is erds kolcsonhatést
kialakitani, amelyek a rendelkezésre allo szerkezeti adatok
alapjan nem fértek volna el a kdt6zsebben. A tovabbi kémiai
valtoztatasok eredményeként sikeriilt a kotédést és a sejtes
aktivitast is olyan mértékben javitanunk, hogy a vegyiile-
teink in vivo modellekben is képesek voltak beinditani a
programozott sejthalalt. A kutatasi program ezen stadiu-
maban, hala a rendelkezésre all6 vegyiiletek hatékonysaga-
nak, megnyugtat6 valaszt tudtunk adni az MCL-1 fehérje
gatlasanak biztonsagossagaval kapcsolatos felvetésekre is.
A vezérmolekula tovabbi finomhangolasaval S64315-hoz
jutottunk, amit elényds tulajdonsagai miatt kivalasztottunk
preklinikai fejlesztésre. A vegytilet jelenleg klinikai vizsga-
lati fazisban van S64315/MIK665 kodnéven.

Koészonetnyilvanitas

A fenti eredmények egy tobbrésztvevés nemzetkozi kuta-
tas soran sziilettek. Ezton kdszondm az Osszes szabadal-
mi bejelentés és kozlemény tarsszerzdinek lelkiismere-
tes munkajukat az elmult évtizedben, valamint a Servier
Kutatéintézet kollektivajanak, és azon beliil is kiemelten az
Analitikai Kémiai Divizi6 munkatarsainak folyamatos és
magas szintii tamogatasat!
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The discovery of selective MCL-1 inhibitors

Apoptosis, an evolutionary highly conserved form of programmed
cell death, is an essential process for the elimination of no longer
needed and dangerous cells. Myeloid cell leukemia 1 (MCL-1),
whose upregulation in human cancers is associated with high tu-
mor grade, poor survival, and resistance to chemotherapy, an an-
tiapoptotic member of the BCL-2 family of proteins, has emerged
as an attractive target for cancer therapy. The longstanding inter-
est in MCL-1 as a target and the late emergence of MCL-1 tar-
geting drug candidates suggest that drugging MCL-1 is highly
desirable but also very challenging.

Our objective was to develop a potent and selective inhibitor of
MCL-1, which would restore the programmed cell death in cancer
cells leading to their death, while sparing non-cancer cells. To
identify the chemistry starting points we ran an NMR-based frag-
ment screen using the BH3 protein fragment as a control to ensure
that we select only fragments that bind to the appropriate region of
MCL-1. As a counter screen we also routinely assessed binding to
some closely related proteins like BCL-2 or BCL-x, . Systematic
chemical modification of the identified hits led to the emergence
of the thieno[2,3-d]pyrimidines (1) as the validated hit series.

The exploration of the different vectors around this fragment was
well tolerated and we obtained several compounds showing low
micromolar affinity for MCL-1, although they also had similar af-
finity for BCL-2. Unfortunately, at this stage of the project we had
only limited structural information and some of the SAR suggest-
ed the presence of multiple binding modes, which complicated the
analysis of the obtained data and its use for planning. A major
breakthrough was achieved when we prepared the first 5-phenyl
analog with a hindered rotation around the biaryl axis (10). The
atropoisomers were separated and found stable under assay condi-
tions. This structural feature led to an increased affinity for MCL-
1 and reversely a decreased affinity for the other BCL-2 family
members resulting in an excellent selectivity. Finetuning the sub-
stitution pattern of the benzene ring and moving to a phenyl lactic
acid substituent in position 4 led to high affinity (51 nM, 13).

Another significant advancement was the identification of amine
substituents whose addition improved the cell penetrance of our
compounds and led to cell killing in an MCL-1 sensitive model.
Optimization of the basic group resulted in our lead compound 17,
a highly potent and selective MCL-1 inhibitor inducing apoptosis
and cell killing in the micromolar range. We assessed the amino
acid analog of our lead and found it slightly less potent, while the

stereoisomers of 17 all showed a significant drop of affinity, which
made them useful negative controls in biological studies.

We pursued the structure-guided optimization of our lead mol-
ecule into two separate directions: making minor changes to the
ethyl group in the 6-position, and a more ambitious growing of the
lactic acid towards the S4 pocket. In spite of the fact that the X-ray
structure of the 17:MCL-1 complex (PDB:6QYO) showed only a
little room around the ethyl group, we found that the introduction
of monocyclic and bicyclic aromatic compounds was well toler-
ated, the former giving the more potent compounds, such as 21.
This is a clear indication of the conformational flexibility of the
protein in this region.

Fixing the 2-furyl substitution in the 6-position we continued with
the optimization of the lactic acid part. Of the substituents tested
the pyrazolylmethyl derivatives showed consistently high affin-
ity at or below the single digit nanomolar range, and the cellular
activities also dropped below 50 nM. These compounds (e.g. 25)
were potent enough to induce apoptosis in a xenografted mice
disease model (AMOL1), evidenced both by the appearance of the
apoptosis hallmarks such as Caspase-3 and PARP cleavage, and
by the induction of tumor regression following i.v. bolus treatment
on 5 consecutive days. The most active compound in this series
26 (a.k.a. S63845) was potent enough to address also some of the
biological concerns related to the inhibition of MCL-1.

Some of the unfavorable properties of the furyl-substituted
MCL-1 inhibitors prompted us to move away from this substituent
to the 4-fluorophenyl group. The optimal bridging motif towards
the S4 pocket in this subseries was the 4-pyrimidylmethyl (27-32).

The introduction of a diverse set of substituents onto the pyrimi-
dine ring was well tolerated resulting in compounds with high af-
finity (below 1 nM) and good cellular activity (IC,s in the 1.7-15
nM range). The potency of the compounds was successfully trans-
lated into the in vivo setting leading to a strong pharmacodynamic
response and subsequently to tumor regression. The relative ef-
ficiency of the different compounds was assessed by comparing
their tumor growth inhibition as well as the time it took for the
tumors to regrow following the last treatment. The most active
compounds were characterized in more detail and 31 emerged as
our candidate for preclinical development. This compound (a.k.a.
S64315/MIK665) was later progressed into clinical development.
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