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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
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FDA Egyesilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatdsaga

Fmoc 9-fluorenil-metiloxi-karbonil-csoport

GABA y-aminovajsav

GDP guanozin-difoszfat

GNTI 5’-guanidinonaltrindol

GPCR G-fehérje kapcsolt receptor

GTP guanozin-trifoszfat

HATU 1-[bisz(dimetilamino)metilén]-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]piridinium-3-oxid-
hexafluorfoszfat

HBTU N,N,N’,N'-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)urénium-hexafluorfoszfat

HEAL Segitség a fliggdség hosszu tavu megsziintetésében (NIH tarsadalmi
kezdeményezes)

HMBC heteronukledris tobbszoros kotés korrelacids spektroszkopia

HOBt 1-hidroxi-benzotriazol

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafia

Ki inhibicids allando6

KOKI Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet

KOR K-opioid receptor
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HPLC-MS  folyadékkromatografiaval 6sszekapcsolt tomegspektrometria

LH lateralis hipotalamusz

MAGL monoacilglicerin-lipaz

MD molekuladinamika

MesTREN  trisz-2-(dimetilamino)etilamin
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NAM negativ allosztérikus modulator
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NMM N-metilmorfolin
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NOP nociceptin opioid receptor

Ns nozil

ORL opioid-szerii receptor

OX orexin

PAL fotoaffinitas jeldlés

PAM pozitiv allosztérikus modulator

PPA polifoszforsav
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Tr tritil
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1. BEVEZETES

Az 1990-es évektdl kezdodden dramaian megnoétt az opioidokkal torténd visszaéléshez,
illetve tuladagolashoz kothetd korhazi kezelések ¢és halalesetek szama. Az Egyesult
Allamokban 2021-ben kozel 108 ezer ember halt meg vénykoteles vagy tiltott opioid
tuladagolds kovetkeztében. A szerhasznalati zavarokban szenved6k kezelésére eddig csak
néhany p-opioid receptort (MOR) célz6 hatéanyag bizonyult hatdsosnak, mint példaul a
buprenorfin, a metadon vagy a naltrexon.! Ezek képesek voltak csokkenteni az opioidok utani
sovargast, valamint a visszaesés kockazatat. A kezelések azonban jelentGs orvosi kapacitast
igényelnek, illetve korlatozott a gyogyszerek hozzaférhetésége a tlladagolas kockézata és a
hosszutavu terapias folyamat miatt. A kezelések hatékonysaganak ndvelése érdekében
napjainkban el6térbe keriiltek az 0 terapias célpontok azonositasara iranyuld Kkutatasok.
Antagonistakkal kivald gyogyszercélpontnak bizonyultak a G-fehérje kapcsolt receptorok
(GPCR) kozul az orexin, a Di1-dopamin és a k-opioid receptorok (KOR). K6zos jellemzdjiik,

hogy az agyi jutalmazd, illetve megerdsitd rendszer mitkddésében jtszanak fontos szerepet.?

A gyogyszerkutatas soran nemcsak a megfelelé hatdéanyagok fejlesztése, hanem a
fehérjék miikodésének megértése, valamint a szervezetben betdltott szerepiik meghatarozasa is
lényeges feladat. Kutatocsoportunk a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet (KOKI)
Molekularis  Neurobiologiai Laboratériumaval egyiittmiikodve kidolgozott egy uj,
szuperfelbontasu mikroszkopos eljarast, amelyben fluoreszcens festékkel jelolt molekulak
segitségével nanométeres pontossaggal lehet farmakoldgiai méréseket végezni receptorokon,
ioncsatornakon vagy akar enzimeken is. A PharmacoSTORM modszer segitségével a kutatok
felfedezték, hogy a Richter Gedeon gyogyszergyar Altal fejlesztett Kkariprazin
(Vraylar®/Reagila®) gyogyszer elsdsorban a Calleja-szigetek elnevezésii agyteriileten talalhato
szemcsesejtekhez kotddik.> Ez a modszertani attdrés 1j utakat nyithat meg kiilonbozd
betegségek neurobioldgiai alapjainak megértésében, igy hozzajarulhat az opioid-valsag okozta

tuladagolas és fliggdség kezelésére iranyuld megfeleld terdpids modszer kidolgozasahoz is.

Tudoméanyos didkkdri munkam soran célul tiiztem ki az orexin (1), a Di-dopamin (2),

valamint a k-opioid (3) GPCR célpontra fokuszalt, modositott ligandumok eléallitasat (1. dbra).
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1. dbra: A tudomanyos diakkdéri munkam sordn eldallitani kivant fluoreszcens ligandumok
A ligandumokat egy linkeren keresztll a szulfo-cianin-5 (Sulfo-Cy5) fluoreszcens
festékhez kapcsoltam, hogy lehetdvé valjon a vegyiiletek kotddésének mikroszkopos vizsgalata

biologiai rendszerekben (2. abra).
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2. &bra: Az orexin GPCR és az 1 fluoreszcens vegyiilet kotédésének sematikus dbréja

Annak erdekében, hogy a mikroszképos vizsgélatok hatékonysagat noveljiuk, elé
kivantam allitani az 1 és a 2 ligandumok fotoaktivalhatd linkerrel 6sszekotott, a fehérjéhez
immaron irreverzibilisen kot6d6é analogjait is. A Kivalasztott ligandumok pontos szerkezetét,
tovabba a ligandum és a fluoreszcens festék Gsszekapcsolasahoz sziikséges linkert elézetesen

in silico dokkolasi kisérletekkel hataroztam meg.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Tudoméanyos didkkdéri munkdm soran olyan GPCR célpontokra allitottam el6
fluoreszcens festékkel jelolt farmakofér vegylleteket, amelyek Uj terdpias célpontként
szolgalhatnak az opioid-fiiggdék hatékonyabb és biztonsagosabb kezelésében. A kovetkezd
fejezetben a témahoz kapcsolodo szakirodalomrol adok attekintést. Els6ként a dolgozat
farmakoldgiai vonatkozasu alapjait targyalom (2.1. fejezet), majd a szamitogépes
gyogyszertervezés szerkezetalapli megkdzelitését és az eldallitani kivant vegyiiletek alapjaul
szolgalo ligandumok szerkezet—hatas 0sszefliggéseit mutatom be (2.2. fejezet). Ezt kovetéen az
altalunk kivalasztott és késébb modositani kivant orexin, Di-dopamin és KOR ligandumok
szakirodalomban ismert szintéziseit foglalom 6ssze (2.3. fejezet). Bemutatom tovabba a
vegyiileteink kovalens kotédéséhez felhasznalhato fotoaffinitas jelolési technikat (2.4. fejezet),
valamint attekintem a kutatocsoportunk altal a PharmacoSTORM mddszerrel elért eddigi
eredményeket (2.5. fejezet).

2.1. Farmakoldgiai vonatkozasu irodalmi attekintés
2.1.1. Az opioidok és az opioid-valsag

Az opioid-vegyiletek, mint példaul a morfin (4), a kodein (5), az oxikodon (6,
OxyContin®) vagy a hidrokodon (7, Vicodin®) a ma elérhetd leghatékonyabb

fajdalomcsillapitok kozé tartoznak (3. abra).*

(0]
HO l Me,O l Me” O
90 90 S0

H N-Me  H N-me M N—Me

HO™ \F HO™ \F o

4 5 6, X=OH
7, X=H
3. adbra: A morfin (4), a kodein (5), az oxikodon (6) és a hidrokodon (7) szerkezeti képlete

Hasznalatuk évr6l évre tobb millid betegnek segit elviselhetové tenni a sulyos,
elsésorban daganatos betegségek altal eldidézett kronikus fajdalmakat.®> A nem szakszerii vagy
tulzott hasznalatuk viszont sulyos kovetkezményekkel jarhat. Az elsGsorban p-opioid
receptoron teljes agonistaként kifejtett fajdalomcsillapitd hatasuk mellett erés dromérzetet is
kivéltanak, igy sok beteg valik fiiggévé ezektél a szerektdl.® Az opioidok a fiiggéség Kialakitasa
mellett szamos mellékhatassal is rendelkeznek, mint zavartsag, szedacio, izzadas, hanyinger,

székrekedés, légszomj vagy légzésdepresszio.’
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Az opioid-szarmazékok okozta fliggdség veszélyességét jOl mutatja az Amerikai
Egyesiilt Allamokban egyre silyosabb kereteket olt6 kozegészségiigyi probléma, az
opioid-valsag (az angolszasz szakirodalomban opioid crisis). A legfrissebb adatok szerint csak
az Egyesiilt Allamokban 1999 és 2020 kozott tobb mint 564 000 ember halt meg opioidok
okozta tuladagolashan, beleértve a vénykoteles és tiltott szereket is.2 Tobben, mint fegyveres
er0szakban, autobalesetben vagy AIDS-ben. A krizis els6 hullima az opioidok orvosok altal
torténd fokozott felirisdval kezdddott az 1990-es években (4. abra).® Ekkor kritikus mértékben
megnétt a vénykoteles opioidok elfogadottsaga és hasznalatuk krénikus, nem rakos eredetii
fajdalmak, mint példaul hatfajas vagy izlleti porckopas kezelésében. A gydgyszerhasznalat

kockazatéat és addiktiv hatasat jelentésen alabecsiilték.

%

1990-es évek 2007—2013 2013 —
VENYKOTELES OPIOID HEROIN SZINTETIKUS OPIOID
tuladagolds okozta és tovdbbi illegdlis opioid (FENTANIL)
haldlozasok szamanak tuladagolds okozta tuladagolds okozta
novekedése. haldlozasok szamanak haldlozdsok szamanak
ndvekedése. novekedése.

4. abra: Az opioid-valsag harom hullama és kialakulasuk elsddleges okai

A gyodgyszereket forgalmazd cégeket a betegek félretajékoztatasa miatt 2007-ben
jelent6s Osszegli pénzbiintetés kifizetésére kotelezték, és szigoritottak az opioidok haziorvos
altal torténd felirasanak szabalyait is. Akik nem tudtak gydgyszerhez jutni, sokszor az olcsébb
és konnyebben hozzaférheté heroinhoz fordultak. A heroin hasznalat elterjedésével kezdetét
vette a krizis masodik hullama (2007-2013),° amelynek tovabbi kéaros kovetkezményeként
egyre tobb HIV/AIDS-es, valamint hepatitisz B és C fertdzott beteget regisztraltak.'* A valsag
kovetkez6, maig tartd harmadik hullama 2013-ban kezd6dott a fentanil megjelenésével, amely
a heroinnal dtvenszer erdsebb hatasu szintetikus opioid-szarmazék.'? Az illegalisan elééllitott
fentanil piaca tovabbra is boviil, mar megtalalhaté heroinnal, hamisitott tablettdkkal vagy akar

kokainnal kombinalva is a feketepiacon.3
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Habar az egyre aggasztobb kereteket olté opioid-valsagot igyekeznek jogi
intézkedésekkel korlatozni, a valsdg megfékezéséhez szilkség van (j tudomanyos
megoldasokra is.** Ennek érdekében az amerikai Nemzeti Egészségigyi Intézet (NIH)'
2018-ban elinditotta a HEAL" nevii kezdeményezését, amely soran az opioidokkal torténd
visszaélések megsziintetését két aspektusbdl kozelitik meg.’® Egyrészt szilkség van olyan
fajdalomcsillapitok kifejlesztésere, amelyek nem rendelkeznek a jellemzé sulyos és karos
mellékhatasokkal. Masrészt fontos az opioid szerhasznalati zavarokkal kiizd6 betegek
kezelésére iranyuld innovativ és hatékonyabb terapiak kidolgozasa is, amelynek els6 1épése U]
fehérjecélpontok azonositésa.

2.1.2. Az opioid-valsag megfekezésének gyogyszerkémiai lehetéségei
2.1.2.1. Uj fajdalomcsillapitok kifejlesztése

A morfin felfedezése utan a sulyos és kellemetlen mellékhatasok kikliszobolésére
szamos (j hatdanyagot igyekeztek kifejleszteni.'® A fajdalomcsillapitas legfontosabb célpontjat
a MOR jelenti, igy a kutatasok is elsésorban erre a fehérjere iranyultak. Sajnos az Gjonnan
eloallitott gyogyszerjeloltek sem rendelkeztek kedvezobb mellékhatasprofillal, mint az eddig

ismert opioidok.’

Az egy receptoron hato gyogyszerek mellett léteznek kevert hatasu vagy Ugynevezett
multifunkcios hatoanyagok is, amelyek egynél tébb receptoron fejtik ki hatasukat. Ding és
munkatarsai kifejlesztettek egy olyan MOR, valamint nociceptin receptoron (NOP) hatd, kettds
funkcidju agonistat (8), amely nociceptin/orfanin FQ peptid aktivalasan keresztiil fokozza a
MOR-agonista hatas altal indukalt analgéziat (fajdalomérzékelés hianya) anelkil, hogy salyos

fliggéséggel kapcsolatos mellékhatasokat okozna (5. abra).'®

5. dbra: Az AT121 nevii bifunkcionalis hatéanyag (8) szerkezeti képlete

' National Institutes of Health
" Helping to End Addiction Long-term (Segitség a fliggdség hosszl tavi megsziintetésében)

10
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Annak ellenére, hogy a forgalomban 1évé kevert hatasi opioidok mar kevesebb
mellékhatassal rendelkeznek, mint a szelektivn. MOR agonistak, addikciot Kkivalto

mellékhatéasaik miatt hasznalatuk még mindig nem tekinthetd teljesen biztonsagosnak.®

2.1.2.2. Uj terapias célpontok meghatarozasa a fiiggéség kezelésére
Az opioid hasznalati zavar gyogyszeres kezelésére a harom leggyakrabban alkalmazott
gyogyszer a buprenorfin (9, Suboxone®), a metadon (10, Dolophine®) és a naltrexon (11,

Revia®; 6. abra).!
O HO O
N\P : @ N\P
AN o

10 1"

6. abra: A buprenorfin (9), a metadon (10) és a naltrexon (11) szerkezeti képlete

A buprenorfin a p- és k-, mig a metadon a p-opioid receptoron haté agonistakent
szubsztiticids terapiaban alkalmazhato elényosen. A detoxifikalas a kereszttolerancia elvén
alapul, amely sorén az addiktiv opioidot egy masikkal helyettesitik, majd az utobbi adagolasat
fokozatosan elhagyjak. A detoxifikalasnal azonban hatranyt jelent, hogy a teljes terapia tovabbi
utokezelést igényel (adrenerg agonistak adagolasa: klonidin vagy lofexidin).!® A naltrexon a
MOR-on haté hossz( hatastartamu kompetitiv antagonista, amely az agonistdknal nagyobb
affinitasanak k6szonhet6en leszoritja azokat a fehérje kotéhelyérdl. Mivel a hatast mar néhany

perc alatt kivaltja, igy siirgés esetben, életveszélyes allapot esetén alkalmazzak.

A MOR agonistak és antagonistdk mellett az oo-adrenerg receptor agonistak (pl.
klonidin)!® és az NMDA receptor antagonistak (pl. ketamin) hasznalatosak egyes elvonasi
tinetek kezelésében.?® A farmakoterapias kezelés mellett elengedhetetlen a rendszeres
pszicholdgiai tanacsadas és a szocialis rehabilitacio a visszaesés elkerulése érdekében. Az
elmalt évtizedben az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosaga (FDA)' két
olyan buprenorfin-tartalma készitményt is elfogadott, amelyekkel az alland6 orvosi jelenlét és
a gyogyszer naponta torténé adagolasa elhagyhatd. Az egyik a Sublocade® injekcid, amely
havonta egyszer adhat6 be,?! a masik a Probuphine® szubdermalis implantatum, amely hat

honapon keresztiil képes allandd, alacsony ddzist buprenorfint adagolni a szervezetbe.??

" Food and Drug Administration
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Mindkét készitmény csak akkor alkalmazhat6, ha a kezelést mar el6zetesen nyalkahartyan

keresztul felszivodd buprenorfinnal megkezdtek.

Vilagszerte komoly igény mutatkozik arra, hogy a tudoméanyos kutatasok mihamarabb
megoldast talaljanak az opioid-valsdg enyhitésére. A kutatdsok gyorsitdsa érdekében az
amerikai Nemzeti Kabitdszer-visszaélés elleni Intézet (NIDA)Y a szakirodalomban publikalt
adatok és bels6 tanulmanyok alapjan meghatarozott tiz gydgyszerfejlesztési célpontot, amelyek
igéretesnek bizonyulhatnak az (j terapidk kidolgozasaban (1. tablazat).?® A kivalasztott
célpontok kozott kilenc GPCR és egy peptidhormon, a ghrelin szerepel. K6z6s tulajdonsaguk,
hogy az agyi jutalmazd folyamatok szabalyozasaban jatszanak kozvetett vagy kodzvetlen

Szerepet. 2,24,25,26,27

1. tAblazat: NIDA altal javasolt tiz legigéretesebb célpont az opioid-fiiggdség kezelésére

Sorszam Po_tenciéli_s Hatoanyag funkcionalitasa
gyogyszerfejlesztési celpontok
1. OX1 s OX12 antagonista, DORAY, NAM"'
2. D3z dopamin receptor parcialis agonista, antagonista, PAM"', NAM
3. KOR antagonista, NAM
4. mGlu; 3 agonista, NAM
5. CB: kannabinoid antagonista, NAM
6. GABAB agonista, PAM
7. Ms-muszkarin antagonista, NAM
8. AMPA antagonista, NAM, PAM
9. NOP/ORL agonista, antagonista, NAM, PAM
10. Ghrelin antagonista, NAM

Az 0j terapiak kifejlesztésének egyik f6 akadalya a nagy felbontasu fehérje szerkezetek
korlatozott elérhetésége, amely neheziti a relevans jelatviteli mechanizmusok atomi szintii
megismeréset. Az 1. tablazatban felsorolt tiz fehérje kdzil az orexin, a Dz dopamin, a k-opioid,
az mGluy,; és a CBi receptorok esetén a fehérjek szerkezetét tobb ligandummal is
meghataroztak. Ez Ilehet6vé teszi a fehérje—ligandum kolcsonhatasok szamitdgepes

modellezését, amely a raciondlis gydgyszertervezés alapjaul szolgal.

v National Institute on Drug Abuse

¥ Kettds orexin receptor antagonista (DORA, dual orexin receptor antagonist)
VI negativ allosztérikus moduléator

Vit pozitiv allosztérikus modulator
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Mindezek alapjan kutatocsoportunk a KOKI Molekulédris  Neurobiologiai
Laboratériumaval kdzdsen az 1. tblazat 1-5. sordban szerepl6 receptorokat valasztotta a
kutatds alapjaul. Ezen fehérjék esetén célul tiiztlik ki fluoreszcens festékkel maodositott,
reverzibilisen és irreverzibilisen is k6t6d6 ligandumok szamitdgépes tervezését, szintézisét és
mikroszkopos vizsgalatat biologiai rendszerekben. A kozponti idegrendszer (CNS) Vi
jutalmazasi rendszerének miikddése erdsen dsszefiigg a kiilonbozé dopaminerg funkcidkkal,?
valamint a D1 dopamin receptorra (D1DR) szelektiv SKF-83566 ligandumot (30) mar sikeresen
kapcsoltak BODIPY fluoreszcens festékhez.?® Emiatt célul tiiztiik ki a D1DR vizsgalatat is a
PharmacoSTORM maodszerrel. A tudomanyos didkkdri munkam elkészitése soran az orexin, a

D: dopamin, valamint a k-opioid GPCR-okkal foglalkoztam.

2.1.3. G-fehérje kapcsolt receptorok

A sejtmembranban talalhato6 GPCR-ok a gydgyszerkutatas és az uj terapias, valamint
farmakologiai eszkozok fejlesztésének legnépszeribb célpontjai koz¢ tartoznak. A
gyogyaszatban betoltott jelentésegiket tikrozi, hogy az FDA altal jelenleg jovahagyott
gyogyszerek mintegy egyharmada GPCR fehérjéket céloz.*® Dontd szerepet jatszanak mind a
kozponti, mind a periférias neuroldgiai és fizioldgiai folyamatok szabalyozasaban.®! A jelatvitel
feltétele, hogy a célsejtek érzékeljék a tobbi sejttél érkezé kémiai jeleket, mint példaul a
kiilonb6z6é neurotranszmittereket, hormonokat, biogen-aminokat, neuromodulatorokat. Ehhez
a célsejteknek rendelkezniiik kell a kémiai jeleket specifikusan felismerd kotdhelyekkel.
Gyogyszerfejlesztés soran a receptor funkcionalis aktivitasat jellemzéen az ortosztérikus
kotéhelyre, tehat a nativ ligandum helyére kotddé molekulakkal szoktak szabalyozni, azonban
a funkciondlis valasz moduldlasara a kevésbé konzervalt masodlagos/allosztérikus kétohelyek
is lehetéséget nyujtanak.®? Az alloszterikus modulatorok hatasukat tekintve lehetnek pozitiv
(PAM) vagy negativ (NAM) modulatorok, amelyek az ortosztérikus kotéhelytdl eltérd helyre

kotddve befolyasoljak a receptor aktivitdsat.3

A GPCR-ok 6 egysége a hét transzmembran domén (z6ld hurok, 7. abra), valamint a
harom extracellularis és harom intracellularis hurok. A receptorok a periférias és kdzponti
idegrendszerben (CNS) is expresszalodnak, funkcionalisan kapcsolddva a heterotrimer (a, B, v)
G-fehérjéhez (narancssarga és lila korok, 7. abra).>* A G-fehérjék specialis fehérjék, amelyek
képesek megkdtni a fehérje allapotatol figgden a guanozin-difoszfat (GDP, inaktiv allapot) és

a guanozin-trifoszfat (GTP, aktiv allapot) nukleotidokat.

viii

central nervous system
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agonista

7. abra: A GPCR jelatvitelének sematikus abraja

A GPCR-ok aktivalédasanak mechanizmusa rendkivil bonyolult és ma is intenziven
kutatott teriilet. A legegyszeribb magyarazat szerint egy kiilsé jelzémolekula (pl. agonista)
kotédése konformacio valtozast okoz a GPCR-ban, amely kdlcsdnhatast eredmenyez a receptor
és a kozeli G-fehérje kozott. Ennek eredményeként a G-fehérje alegységei ket részre
disszocialnak: a GTP-hez kotott o alegységre és egy Py dimerre. Mindkét rész a
plazmamembranon marad, de mar nem kotddnek a receptorhoz, igy lehetévé valik az
oldaliranyl diffazio és kolcsonhatasok kialakitdsa mas membranfehérjékkel. A G-fehérjék
mindaddig aktivak maradnak, amig o alegyseégeik GTP-vel kapcsolédnak. A GTP GDP-vé
torténd hidrolizise inaktivdlja a GPCR-t, amely soran az alegységek felveszik az eredeti
heterotrimer format. Ily mddon a sejtfelszinen 1év6 jel-receptor kolcsdnhatdsok be- vagy

kikapcsolhatjak a G-fehérjéket.

A GPCR-celpontok indikacidi kozé sorolhatdak a jelentdsebb kdzponti-idegrendszeri
betegségek (pl. Alzheimer-kor, skizofrénia, depresszid, kognitiv deficit, szorongas, stb.), és

egyéb betegségek, mint magas vérnyomas, cukorbetegség, vérmérgezés, rak, stb.*

2.1.4. Az orexin, a Di;-dopamin és a k-opioid receptor biokémiai miikodése
Ebben a fejezetben az orexin, a Di-dopamin és a k-opioid GPCR-okat mutatom be
elsésorban az opioid-fligg6ség kialakulasaban betdltott vagy éppen a kezelésében alkalmazhatd

szereplikre koncentralva.

2.1.4.1. Az orexin receptorok (OXi, OX>)

Az orexin-A és orexin-B, vagy mas néven hipokretin-1 és hipokretin-2 neuropeptideket
egymastol fuggetleniil két kutatdcsoport is felfedezte 1998-ban.*® Az OX; receptornak nagyobb
affinitasa van az orexin-A-hoz, mig az OX: receptor szinte ugyanolyan affinitassal rendelkezik
mindkét neuropeptidhez. Az orexin-receptorok (OXz1, OX>) az izgalmi és stresszel kapcsolatos

folyamatokban szerepet jatszé perifornikus és dorzomedialis hipotalamuszban,®’ valamint a
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jutalomkeresd magatartasért felelds lateralis hipotalamuszban (LH) talalhatéak meg.* Harris
és munkatérsai egereken végzett kisérletekkel igazoltdk, hogy az LH modulalasa kiemelt
szerepet jatszik a kabitoszer-keresd magatartas visszaesésében.®® A kabitdszerfiiggd egyén
szamara a visszaeses veszélye a gyogyulas legfobb akadalya. Szamos tanulmany bizonyitja,
hogy az orexin receptor antagonistdk sikeresen megsziintették a jutalomszerzésre iranyuld
viselkedést.*

Az eddigi kutatdsi eredmények alapjan az orexin-rendszert moduldlé agonistak
elsédlegesen a narkolepszia (neuroldgiai alvaszavar), mig az antagonistdk az inszomnia
(almatlansag) kezelésében bizonyultak kifejezetten eredményesnek. A preklinikai tanulmanyok
alapjan az alvas el6segitésében a szelektiv orexin receptor antagonistakkal szemben
hatékonyabbnak bizonyultak a kettés antagonistak (DORA).*° Az FDA eddig két DORA-t
hagyott jova a kronikus almatlansag kezelésére: a suvorexantot (12, Belsomra®) 2014-ben*! és
a lemborexantot (13, Dayvigo®) 2019-ben.*> A DORA-k kifejlesztése és tesztelése ma is
felkapott kutatasi tertiletnek szamit, szdmos vegyulet, mint peldaul az ACT-462206 (14) esetén
a klinikai vizsgalatok még zajlanak (8. abra).*®

MeO
cl O * HN
N
O v 0
\
o)\N/\ 0 N\%

A O

CF,4 0—

12 13 14

8. abra: A forgalomban lévé (12, 13), valamint a klinikai vizsgalatokon tesztelt (14) DORA-k

Az orexin-rendszer részt vesz tovabba koros neuroldgiai betegsegek folyamataiban is,
példaul a depresszio, az ischaemias stroke, a kabitdszer-fliggéség és az Alzheimer-kor

kialakulasaban.**

2.1.4.2. A D:-dopamin receptor (D:DR)

A Di-dopamin receptor (D1DR) a Ds-dopamin receptor mellett a D receptorcsalad
tagja. A dopamin (DA) az idegi jutalmazés elsddleges neurotranszmittere, amelyre az elsé
meggy6z6 bizonyitékot Wise és munkatarsai szolgaltattak.*> Az opioidok képesek fokozni a
jelatvitelt a kozéps6é agyban, az agytorzs tetején talalhato ventralis tegmentélis teruleten
(VTA).4e4 Az igy keletkezett magas szami DA a nucleus accumbens-be keriil, amely

jutalmazd élmények soran stimulalédik. Self és munkatarsai leirtdk, hogy a mezolimbikus
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D:DR aktivalasa egerekben gatolta a kabitdszer-keresé magatartast.?® Ezaltal a D1DR agonistak
potencialis gydgyszercélpontként szolgélnak az opioidok okozta fligg6ség kezelésében. A D1
receptorok szabalyozzdk tovabbd a memoriat, a tanulést és a neuronok ndvekedését, részt
vesznek a mozgasi aktivitasban, valamint moduléljdk a D.-dopamin receptor altal kozvetitett
eseményeket.

2.1.4.3. A x-opioid receptor (KOR)

Az opioid receptorok fontos célpontként szolgalnak a fajdalom kezelésében. Az
endogén opioid peptidek és az exogén opioid gyogyszerhatdéanyagok, illetve a kabitoszerek
hat4sat elsdsorban az alabbi harom kiilonboz6 opioid receptor kozvetiti: a u- (MOR), a -
(KOR) és a d-opioid receptor (DOR).*® A klinikailag hasznalt kabitd fajdalomcsillapitok
els6sorban a MOR-on keresztil fejtik ki hatasukat. Habar még mindig 6ket tartjak a sulyos
fajdalomcsillapitas  elsddleges eszkozeinek, sulyos mellékhatasprofiljuk (fliggdség,
légzésdepresszio, szedacio, stb) miatt alkalmazasukat egyre inkabb korlatozzak.*® A MOR
agonistak karos hatasainak Kikiiszobolése érdekében jelentds érdeklddés mutatkozott mas,
szelektiv opioid receptor ligandumok Kifejlesztésere. A DOR agonistak a sulyos gorcsoket

okozd mellékhatasaik miatt nem bizonyultak megfeleldnek.>

A KOR agonistak és antagonistak esetén uj terapias alkalmazasokat ismertek fel, igy
még nagyobb érdeklédést valtottak ki.>* Annak dacara, hogy az elmult években szamos KOR
agonistat irtak le,%2°% a szelektiv KOR antagonistak csak nagyon kevés figyelmet kaptak mint
potencialis terapias szerek. Az antagonistak a kabitdszer megvonas altal kivaltott negativ
hatasok blokkolasaval képesek csokkenteni a megnovekedett gyogyszerbevitelt.>* A két
legtdbbet vizsgalt hosszl hatdsi antagonista naltrexon-szarmazék a 15 nor-binaltorfimin
(nor-BNI) és az 16 5’-guanidinonaltrindol (GNTI; 9. &bra). Az els6 nem opioid, szelektiv és az
eddigieknél er6sebb KOR antagonista a 17 tetrahidroizokinolin egységet tartalmazo

piperidinszarmazék volt (JDTic).»®

9. dbra: A Nor-BNI (15), a GNTI (16) és a JDTic (17) szerkezeti képlete
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A tdbbi opioid receptor altipushoz képest a JDTic (17) molekula hosszi hatéssal, egy
nagysagrenddel nagyobb affinitassal és hozzavet6leg 1000-szeres szelektivitassal rendelkezik
a KOR-on (2. tablazat).

2. tblazat: A nor-BNI (15), a GNTI (16) és a JDTic (17) KOR iranti affinitasuk és
szelektivitasuk 6sszehasonlitasa

Sorszam Vegyulet roviditése Kiw [NM] Kigw/Kiao [-] Kiey/Kiw [-]

1. nor-BNI (15) 0,24 204 170
2. GNTI (16) 0,18 125 257
3. JDTic (17) 0,03 338 4935

A JDTic (17) csak a human Klinikai vizsgalatok 1. fazisaig jutott el a mellékhatasként
kialakulo kamrai tahikardia miatt, amely a szivritmuszavar egyik tipusa. Figyelemre mélto
farmakologiai tulajdonsagai miatt a JDTic (17) azonban tovabbra is fontos ligandum a KOR
kutatasaban.>®%” A KOR szelektiv antagonistai jelentés figyelmet kaptak tovabbi fiiggdségek
(alkohol, nikotin), depresszid, szorongasos zavarok vagy pszichdzisos rendellenessegek

kezelésében is.58

2.2. Insilico és in vitro vizsgalatok attekintése

2.2.1. Feherjék és kismolekulak kélcsénhatasainak in silico vizsgalata

A fehérjék és kismolekulak kodlcsonhatdsainak in silico vizsgalata a gyogyszerkutatas
keretében egyre fontosabb eszk6zzé valt, hiszen jelentés mennyiségii id6t és pénzt képes
megtakaritani a gydgyszerfejlesztési folyamatban.®® A hatvanas évek elején a szamitasok
elvégzésére alkalmas szamitogépek megjelenésével fejlédésnek indultak a kvantitativ
szerkezet—hatas 0sszefliggéseket vizsgald racionalis eljarasok. Modszertanilag ezeket a
megkdzelitéseket két nagy csoportba oszthatjuk. Ha a célfehérje haromdimenzids szerkezete
rendelkezésre all, akkor szerkezetalapu, egyébként ligandumalapa gyogyszertervezésrél
beszélhetink. A fehérjék  szerkezetének  kisérleti  meghatarozasa  elsGsorban
rontgenkrisztallografiaval, NMR-spektroszkopiaval vagy krio-elektronmikroszkdpiaval
(cryo-EM) lehetséges.%®! Ha a fehérje szerkezete nem ismert, akkor a célfehérjével
szekvencialisan homolog, ismert szerkezetii fehérjén alapulo homologia modell elkészitése
vagy az AlphaFold nevii mesterséges intelligencian alapuld program nyujthat segitséget a
fehérje szerkezetének felderitésében.®26% Ezek a modellek azonban esetleges pontatlansaguk

miatt kisebb biztonsaggal hasznalhatdak fel a gydgyszertervezés soran.
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A szerkezetalapl gyogyszertervezés soran egy molekula aktivitdsanak becslésére,
illetve kotdmodjanak leirdsara a dokkolds a legkézenfekvobb modszer.®* A dokkolassal
meghatarozhatd a ligandum preferélt térallasa a fehérjében (p6zok), valamint modellezhet6ek
az elektrosztatikus és a van der Waals-kdlcsonhatédsok, illetve a hidrogén-kotések is. A fehérje
¢és a vizsgalt ligandum kozott fellépd kolcsonhatds mindségét (kotédési szabadentalpia)
dokkolasi pontszammal lehet jellemezni. Megfelelé pontozofiiggvény hasznalataval nemcsak
az adott molekula kiilonbozé koté konformacioi hasonlithatéak 6ssze, hanem kiilonb6z6
molekulak vizsgalata is lehet6vé valik, tovabba kivalaszthatoak lesznek az adott célfehérjén
potencidlisan aktiv szerkezetek is. Az els6 dokkolasi modszerek a fehérjét a Fischer altal
javasolt ,kulcs—zar” modellnek megfelelden merev, statikus egységként kezelték, amely
messze all a természetben tapasztalhatd viselkedéstl.%® Koshland azt javasolta, hogy a
pontosabb kozelités érdekében a fehérjét és a ligandumot a dokkolas soran rugalmasnak kell
tekinteni, hiszen a fehérje aktiv helyének szerkezete a kismolekulaval 1étrejové kolcsonhatas
miatt folyamatosan valtozik.%® Tekintettel a szamitogépes eréforrasok korlatozottsagara, a ma
hasznalt dokkold algoritmusok tdbbsége a ligandumot rugalmasnak, a receptort merevnek
tekinti.?” A dokkolas utani tovabbi finomitashoz a rendszer idébeni valtozasat leird

molekuladinamikai (MD) szimulaciok alkalmazhatoak.®®

2.2.2. A kivalasztott ligandumok szerkezet—hatas osszefuiggéseinek (SAR)™
vizsgélata
Ebben a fejezetben bemutatom az altalunk fluoreszcens festékkel mddositani kivant
ACT-462206 (2.2.2.1. alfejezet) és JDTic (2.2.2.3. alfejezet) antagonista ligandumok in silico
vizsgalatokkal alatdmasztott szerkezet—hatas 6sszefliggeseit. Az SKF-83566 molekula esetében
az in vitro kisérletek eredményeir6l szamolok be, ugyanis a molekulaval eddig még nem

végeztek in silico vizsgalatokat (2.2.2.2. alfejezet).

2.2.2.1. Az ACT-462206 SAR elemzése

Rappas és munkatarsai meghataroztak tiz kiilonb6z6é antagonista orexin receptorokkal
(OX1; OX>) alkotott komplexének haromdimenzios szerkezetét egykristaly-rontgendiffrakcio
segitségével.® Az ACT-462206 (14) az OX; fehérjével alkotott komplexében egy patké alak

konforméciét vesz fel (10. abra).

™ Structure—Activity Relationship
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A 3,5-dimetilfenilamid rész az S1032%!, A102%2%0 V106294 112232 P12332° és

Q126332 aminosavak * (vilagoszold, 10. &bra) &ltal meghatarozott hidroféb zsebben

helyezkedik el.
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10. dbra: A DORA ACT-462206 kotédése a human OXi kristalyszerkezetben
a) modellezés soran késziilt dbra ®° b) sematikus abra

A dimetilfenil-egység a C102*%° aminosavval ¥ (vilagosbarna, 10. abra) valo
érintkezése miatt a vartnal kissé magasabbra tolja a gytirtirendszert a zsebben. A pirrolidingytirii
szulfonamidcsoportja az extracellularis oldal felé néz, ahol vizzel hidrogén-kotést hoz létre. A
pirrolidingytirtihéz kapcsolodé szulfonamid funkcids csoport egyik oxigénatomja az N318%5°
aminosavval (citromsarga, 10. abra) alakit ki hidrogén-kotést. A 4-metoxifenilgytirt kdzelében
kialakulo koélcsdnhatasokat nem tudtak pontosan meghatarozni. A ligandum k6t6désében részt

vevé fehérje egység, mas néven kotdzseb a két orexin receptor esetében megegyezik. ™

2.2.2.2. Benzazepin-szarmazékok SAR elemzése
Az SKF-83566 molekula esetében szerkezet—hatds 0sszefuiggések elemzését
valtozatosan szubsztitualt 1-fenil-3-benzazepinek (18) in vitro vizsgélataval végezték el,’

szamitdgepes modellezéssel alatdmasztott SAR elemzés nincs a szakirodalomban (11. abra).

A Alanin (Ala)
I lIzoleucin (lle)

P Prolin (Pro)
Q Glutamin (Gln)
S Szerin (Ser)
V  Valin (Val)
C Cisztein (Cys)
N  Aszparagin  (Asn)
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x': Br

X2 H, OH, Br, CI
R: H, CH3 allil
HZ: HCI, HBr

18

11. &bra: Véltozatosan szubsztitualt 1-fenil-3-benzazepin-szarmazékok (18)

A SAR-vizsgélatok kimutattdk, hogy a 7,8-dihidroxi-szarmazékok erds és szelektiv
agonista hatast fejtenek ki a D1 dopamin receptorokon. Az agonista hatas er6sodik, ha a 6-0s
helyzetben halogént épitiink be a molekulaba.”? A 7-OH csoport hianyaban a vegyiiletek
antagonista hatast fejtenek ki. A legnagyobb hatékonysaggal kot6dd, szelektiv antagonisték a
3-as helyzetben metilcsoportot, mig a 7-es helyzetben halogént (Br, CI) tartalmazé
szarmazekok. Ha a 3-as helyzetbe hosszabb telitett alifas oldallancot épitettek be, akkor a
vegyuletek kisebb affinitdst mutattak a receptor felé. Az N-allilcsoport az agonista jelleget
er6sen noveli, illetve hatasara lipofilebb lesz a molekula és kdnnyebben atjut a vér—agy gaton

keresztul a kbzponti idegrendszerbe.

2.2.2.3. A JIDTic SAR elemzése

A KOR és a JDTic kristalyszerkezete a ligandum rendkiviil szoros illeszkedéset mutatja
a receptor kotdhelyén.”® A molekula protonalt piperidin és tetrahidroizokinolin egységei a
D138%3 aminosavval (narancssarga) séhidakat (piros szaggatott vonal) alakit ki, amely V-
alakd konformacioba kényszeriti a molekulat (12. abra). Mig a piperidin szerkezeti elem ionos
kotése nélkuldzhetetlen volt az antagonista hatas Iétrejottében, addig a tetrahidroizokinolin
nitrogénjének szén-, oxigén- vagy kénatomra torténd cseréje az affinitas csupan tiz-Gtvenszeres
csokkenésevel jart. A SAR-vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy a molekula piperidin- és
izokinolin-részein egyarant fontosak a tavoli hidroxilcsoportok, amelyek eltavolitasa az
affinitas korulbelll szazszoros csokkenését eredményezte. Sokkal gyengébb hatast figyeltek
meg a hidroxilcsoportok a metilezése vagy mas polaris csoportokkal (pl. NO2, NH2, CONHy,
NHSO,CHGa, stb.) térténd helyettesitése soran.>® Ezek az eredmények a két hidroxilcsoport és a

receptor kozotti viz altal kdzvetitett hidrogén-kotések jelentéségére utalnak.

Xii

D Aszparaginsav  (Asp)
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12. abra: A nagy affinitasu, szelektiv JDTic antagonista kotodése a human KOR
kristalyszerkezetben
a) modellezés soran késziilt &bra” b) sematikus abra

A JDTic kivételes altipus szelektivitasanak szerkezeti alapja, hogy a kotézsebben négy
olyan aminosavval (12945%, Y312735 V1082% V1182%, vilagoszold, 12. &bra) XM Iép
kolcsénhatasba, amelyek a tébbi opioid receptorban nem talalhatéak meg. A nor-BNI (15) es a
GNTI (16; 9. abra; 17. oldal) N-ciklopropilmetil részéhez hasonldéan a JDTic izopropilcsoportja
szinten mélyen behatol az ortosztérikus zsebbe, ahol hidrofob kolcsénhatast hoz létre a
konzervalt W28754¢ aminosav*V oldallancaval (citromsarga, 12. abra). Ez a kélcsonhatas
blokkolja a receptor aktivalasaval kapcsolatos konforméacids valtozasokat, amely az antagonista
hatas kialakulasaért felelés. A JDTic-en és szarmazekain vegzett kiterjedt szerkezet—hatas
Osszefliggések felderitése fontos betekintést engedett a JDTic kotddésének jellemzésébe és

megértésébe.

xiii
I lIzoleucin  (lle)
Y Tirozin (Tyr)
V  Valin (Val)

W  Triptofan  (Trp)
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2.3. Szintetikus kémiai modszerek

Az alabbi fejezetben az ACT-462206 (OXi1, OXz) ligandum, az SKF-83566 (D:DR)
anilin, valamint a JDTic (KOR) ligandum szakirodalomban szerepl6 szintéziseit mutatom be.

23.1. Az ACT-462206 (OX1, OXy) szintézise

Az ACT-462206 nevii nem szelektiv orexin-antagonistat két ton is eléallithatjuk az
acilezés és a szulfonamid képzés sorrendjének tetszéleges megvélasztisival.”* Az egyik
esetben elészor a terc-butoxikarbonil-csoporttal (Boc) védett L-valint (19) és a
3,5-dimetilanilint (20) kapcsolték etil-klorformiat és trietil-amin (TEA) jelenléteében (13. &bra).

> N HN o
>=O P _g=0
o 1) CICOOEt, TEA cr DIPEA, 0=

DKM, szobah., 1 éra MeCN, szobah.,
>§ 2) 4 M HCl-dioxan 15 éra

szobah., 1 6ra
19 21 O0—

94%
14

79%

13. dbra: Az ACT-462206 linearis szintézise N-Boc-L-prolinbdl (19) kiindulva

Ezt kovetéen a Boc védécsoportot hidrogén-klorid 4 M-os dioxanos oldataval
eltavolitottak, és kinyerték a 21 sosavas sot. Végul 4-metoxibenzolszulfonil-kloriddal (22)
szulfonamidot (14) képeztek DIPEA jelenlétében. A nyersterméket normal fazisu

oszlopkromatogréfia segitsegével 79%-o0s termeléssel izolaltak.

A 14 vegyiilet eloallitasat a 13. abra szerinti szintézishez hasonld6 mddon egy-Ust
reakcioban is megvalositottdk (14. abra). Ekkor a Boc-véddcsoport eltavolitasara
trifluorecetsavat (TFA) hasznaltak, a végterméket pedig etanol/metilciklohexan

oldoszerelegybdl torténd atkristalyositassal kaptak meg 60%-0s hozammal.

1) CICOOEt, TEA

DKM, szobah., 1 éra O_(o 22
19 + 20 N HN > 1
2) TFA H DIPEA, DKM, 60%
23

DKM, forr., 2 6ra szobah., 1 6ra

14. dbra: Az ACT-462206 (14) egy-ust szintézise N-Boc-L-prolinbél (19) kiindulva
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A maésik esetben L-prolinbdl (24) elészor a 22 vegyllettel szulfonamidot képeztek
natrium-hidroxid jelenlétében (15. @&bra), majd egy-ust reakcidéban tionil-Klorid és
N-metilmorfolin (NMM) jelenlétében kapcsoltak a 20 anilinnel.

1) 22, 2 M NaOH, N 5

wo szobah.,1,5 6ra o)
0=5~

N OH 2) 20, SOCl,, NMM
DMF, szobah., 1 6ra

O0—

24 14

60%
15. abra: Az ACT-462206 (14) egy-ust szintézise L-prolinbol (24) kiindulva

A tiszta 14 szulfonamidot izopropil-acetat/metilciklohexan oldoszerelegybdl

atkristalyositva 60%-0s hozammal kaptak meg.

2.3.2. Az SKF-83566 (D:DR) anilin szarmazék szintézise

Ebben az alfejezetben az SKF-83566 anilin szarmazék ismert szintézisét mutatom be.
Az elso 1épésben 2-(4-nitrofenil)oxiranbol (25) és 2-(4-metoxifenil)etdnaminbol (26) kiindulva
allitottak eld a 27 vegyiiletet az oxirangytiri felnyilasaval jaré N-alkilezésben (16. dbra).” A
27  koztitermékbol  polifoszforsavval ~ (PPA) 100 °C-on  alakitottdk ki a

tetrahidrobenzazepin-gytriit tartalmazé 28 szarmazékot.

0 THF,
forr., 24 éra, NH PPA, NH
(o) 100°C,26ra O

+ nitrogén | |
_ _—
(l) NH, OH O
NO, NO;
NO,
25 26 27 28
65% 91%

16. abra: A 28 koztitermék eldallitasa az SKF-83566 anilin szarmazék (30) szintézise soran

A 28 szekunder aminocsoportjat szelektiven metilezték hangyasav és formaldehid
elegyében 24 oras forralassal (17. abra). A metoxicsoport melletti pozicidt szelektiven
brémoztak elemi brommal ecetsavban.?® Az igy keletkezett monobromozott szarmazék (29)

nitrocsoportjat katalitikus transzfer hidrogénezéssel redukaltak Raney-nikkel és hidrazin-hidrat
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jelenlétében etanolban. Végil a metoxicsoport demetilezését bor-tribromiddal végezték inert

korilmenyek kozott diklérmetanban, igy jutottak a 30 célvegyulethez.

1)36% HCHO/  BF 1) Raney-nikkel, Br

88% HCOOH, N—  NH,NH,"H,0, O N
forr., 24 6ra (0] etanol, 50 °C HO

28 | >

2) Bry, AcOH, 2) BBr3 DKM,
60 °C, 3 dra -78 °C — szobah.,

4 6ra, nitrogén

29 30
42% 43%

17. &bra: Az SKF-83566 amin szarmazék (30) szintézise a 28 koztitermékbdl kiindulva

2.3.3. AJDTic (KOR) szintézise

A JDTic a7 eléallitasahoz sziikséges kulcsintermedier
transz-3,4-dimetil-4-arilpiperidin szarmazék (32) szintézise szamos szintetikus kihivast hordoz
(18. abra). A szintézis egyik intermediere neurotoxicitast okoz, amely a Parkinson-korhoz
hasonlé tiinetekhez vezet.’® A C3-metilcsoport sztereokémigjanak szabalyozasaban csak
mérsékelt szelektivitas érhetd el, valamint a 32 eléallitasa jellemzéen hosszd, 7-8 lépéses
szintézisutat igényel. A 32 kulcsintermedier eléallitasara késobb tobb szintézisut is szlletett,
amely részben megoldotta ezeket a problémakat.”"® A neurotoxicitast kiilonbozo
véddcsoportok alkalmazasaval keriilték el,”® mig a tébbi problémat alternativ reakciolépésekkel

igyekeztek KkikiiszoboIni.®°

OH (0]
o
‘\\\\ L, ‘\\\
7-8 lépés 4-5 |lépés ‘
- - (3) _—
N N
H N H
X

|
CH,

H
OH
G

o
31 32 17

18. abra: A szintézis kiindulasi anyaga (31), a kulcsintermedier (32) és a JDTic (17)
célvegyulet

Thomas és munkatarsai a 32 kulcsintermedierbdl kiindulva 5 1épésben allitottak el a
JDTic (17) célvegyiiletet.8! El6szor a 32 molekulat a 33 Boc-L-valinnal acilezték BOP™ és TEA
jelenlétében, majd a 34 vegyllet Boc-védécesoportjat TFA-val eltavolitottak. Az igy kapott

* benzotriazol-1-iloxi[trisz(dimetil-amino)]foszfonium-hexafluorfoszfat (BOP)
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amidot boran-dimetil-szulfid komplex segitségével vizmentes kortlmények kozott
tetrahidrofurdnban redukaltdk, igy a 35 szarmazékhoz jutottak (19. abra). Egy szabadalom
alapjan az amidkotés redukcidja diborannal vizmentes tetrahidrofuranban két 6ran keresztil

forralva is megvalosithatd kvantitativ termeléssel.8?

(0]
Ho)j/\NHBoc OH OH
1) TFA, DKM,
33 o -20 —» 20 °C, 1 6ra o
32
BOP, TEA, 2) Me,S-BH3 vizm. THF,

N

THF, szobah., 1 6ra forr., 3 6ra
o)Il\lHBoc IJHZ

34 35
19. abra: A 32 kulcsintermedierbdl a 35 vegyiilet eléallitasa

Ezt kdvette a 35 amin kapcsolasa BOP és TEA jelenlétében a 36 tetrahidroizokinolin
karbonsavhoz (20. &bra). Ez az acilezés megvaldsithatd EDC és HOBt*V! kapcsoloszerek,
valamint TEA jelenlétében is.®® Végiil a Boc-véddcsoportot TFA segitségével eltavolitottak. A
publikalt receptekben termelés adatokat nem tiintettek fel.®

1) BOP, TEA, OH

THF, szobah., 2 6ra

vagy
EDC, HOBt, TEA,

Boc. OH R\
N THF, szobah., 12 ¢ra N
35 + HOY',,,

2) TFA, DKM OH
’ ’ N HN
0 220 - 20 °C, 1 ¢ra j/\'ﬁlf /:©/
o 17

36

20. &bra: A 35 vegyiiletbdl az 17 célvegylulet eldallitasa

Carroll és munkatarsai a kulcsintermedier racém O-izopropilezett szarmazékabdl (38)
indultak ki, és 4 lépésben nyerték ki a 40 vegyiiletet (21. abra).%® Elészér Weinreb-amidot
allitottak el6 Boc-L-valinbol (33) és N,O-dimetilhidroxil-aminbol 1,1°-karbonildiimidazol
(CDI) és TEA segitségével inert korilmények kozott,3* majd az igy kapott amidot
litium-aluminium-hidriddel redukaltak a 37 aldehiddé. A 38 amint a 37 aldehiddel egy reduktiv

X etijl-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC)
1-hidroxi-benzotriazol (HOBLt)
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amindlas sordn reagaltattdk NaBH3CN jelenlétében 2,2 2-trifluoretanolban (TFE).
A Boc-védéesoportot  TFA-val tavolitottdk el, és 56%-0s termeléssel izolaltdk a 39
szarmazékot. A 39 primer amint és a 36 karbonsavat HBTU kapcsoloszer ™ és TEA
jelenlétében reagéaltattdk, majd az izopropil- és Boc-védGcsoportot hidrogén-bromidos
ecetsavval eltavolitottak és a 40 tetrahidroizokinolinhoz jutottak 21%-o0s termeléssel.

(o)
HOJI\JHBOC
33

1) CDI, HN(OCH3)CH3 TEA,
vizm. DKM, 0 °C, 1 ¢éra, argon
2) LiAlH4 KHSO3,
vizm.THF, 0 °C, 15 perc, argon

(0]
NHBoc 1)
oiPr H OiPr BOC\N OH OH
o, .
37
o

91% 36

1) NaBH5CN, HBTU, TEA, OH
N N . N HN
H TFE, szobah., 15 perc DKM, szobah., 24 6ra H
2) TFA, NH, Nm)
DKM, szobah., 12 6ra 2) HBr/CH;COOH,
forr., 24 6ra (o]
38 39 40

56% 21%

21. abra: A 40 tetrahidroizokinolin eléallitasa a 38 piperidinbdél kiindulva

2.4. Fotoaffinitas jel6lési technika

A modern gydgyszerkutatasban elterjedt eszkdzként alkalmazzak a fotoaffinitas jelolést
(PAL), mivel egy hatékony mddszert kinal az Gj gyogyszercélpontok és a molekularis
kolcsonhatasok vizsgalatara, valamint segitségével azonosithatdak a fehérjék Uj vagy alternativ
kotdhelyei is.2° A modszer szamitdgépes molekulamodellezéssel kiegészitve felhasznalhatd

ligandum-receptor komplexek tervezésére is.

A PAL soran a vizsgalandd fehérjével specifikus és reverzibilis kdlcsonhatasokat
kialakito ligandumot egy fotoreaktiv elemmel latjak el, amely meghatarozott hullamhosszu
fénnyel torténd bevilagitas hatasara kovalens kotést Iétesit a kornyezetében 1évo fehérje
oldallancaival (22. &bra)..® A ligandumhoz egy detektalhatd csoportot (radioaktiv,
fluoreszcens, immunoreaktiv) is kapcsolhatunk, amellyel lehetévé valik a megjelolt fehérjék
azonositasa, valamint a kotéhely szerkezetének és elhelyezkedésének vizsgélata. Erre egy

robusztus lehetéséget kinal a napjainkban Nobel-dijjal elismert klikk-kémia,®" ezen bell is

it N N,N’,N'-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)urénium-hexafluorfoszfat (HBTU)
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leggyakrabban a réz(l)-sok altal katalizalt azid—-alkin 1,3-dipolaris cikloaddiciot (CuAAC)

alkalmazzak.88

Fotoreaktiv elem

, Fehérje oldalline s — 7/\

170 G &y A LE
NN Ligandum > M (fehérje —_— ‘fehérje
N—N . . Fény N—N . .

N—N
Ligandum specifikus
kotodése a fehérjén

Detektalhato csoport

22. abra: Fotoaffinitas jel6lési kisérlet sematikus abraja

A PAL-hez kdzkedvelt fotoreaktiv csoportok az (aril)azidok (41), a diazirinek (43) és a
benzofenonok (45), amelyek fotoaktivalasi mechanizmusat a 23. dbra szemlélteti.8%°

o hv hv
QN % < 300 nm N=N .-350-380nm | =3
N/ R : N : \\ // \\ //
__I_ -Nz _l_ * ’ -N;
41 42, nitrén 43 44, karbén
(o] hv (0]
A =350 - 360 nm O A O
\\\ \\\
45 46, kettés gy6k

23. abra: Fotoaffinitas jel6lési mechanizmusok

Az (aril)azidokbol (41) és a diazirinekb6l (43) fénnyel torténd besugarzas hatasara,
nitrogén eliminaciot kdvetden nitrén (42), illetve karbén (44) keletkezik. A benzofenonok (45)
esetén az aktivalas soran egy reaktiv kettds-gyok (46) alakul ki. A harom bemutatott fotoreaktiv
elem kozil a diazirinek (43) alkalmazésa a legelénytsebb, mivel kis mérettel, nagy stabilitassal
rendelkeznek és a kovalens kotés kialakitdsahoz sziikséges bevilagitas hullamhossza is
megfeleld tartomanyba esik. Az (aril)azid (41) szarmazékok hatranya, hogy a 300 nm
hullamhossz alatti besugarzas er6sen karosithatja a fehérjéket, mig a benzofenonok (45)
esetében a nagy térkitdltésii csoportok akadalyozhatjdk a fehérjéhez valo hozzaférésiiket,

valamint a hosszl besugarzasi idejiik miatt eléfordulhat nem specifikus jelolés is.
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A fotoaffinitas jelolésre alkalmas vegyiiletek elonye, hogy a kovalens kotést kontrollalt
korilmények kdzott, tehat adott idében, meghatarozott hullamhosszu fénnyel bevilagitva lehet
kialakitani. Emellett nem szlkseges specifikus aminosav jelenléte, hiszen az X-H tipusu
kotésekbe (ahol X = O, N, NH, S) képesek beékel6dni.

2.5. A kutatdcsoportunk eddigi eredményei, a PharmacoSTORM

Kutatdcsoportunk a KOKI  Molekuldris  Neurobiologiai  Laboratoriuméaval
egylittmiikédve kidolgozott egy Uj szuperfelbontasi mikroszk6pos maodszert, amellyel
nanométeres pontossdggal, egyenkent lehet detektdlni a kiilonbozé sejtekhez kotédo
gyogyszermolekulakat. A PharmacoSTORM nevii technoldgiat, valamint a segitségével elért
elsd eredményeket 2021-ben a Nature Communications folydirat kozoélte.®

A gyogyszerek kotddésének vizsgélatara a leggyakrabban alkalmazott modszer az
antitest alapt immunjeldlés,®* valamint a radioligand alapu autoradiografia.®? Az immunjeldlés
hatranya, hogy ritkan all rendelkezésre érzekeny és specifikus antitest, valamint a nagy meretik
miatt nehezen jutnak el a megfeleld helyre és talaljak meg a célfehérjét. A radioligand alapu
autoradiografiaval pedig csak korlatozott térbeli felbontas érhet6 el. Ezek a modszerek tehat
csak specidlis esetben adnak lehet6séget arra, hogy a gyogyszermolekuldak valos
hatdsmechanizmusa  feltérképezheté  legyen. A  fluoreszcens  festékkel  jeldlt
gyogyszermolekuldk és a STORM (Sztochasztikus Optikai Rekonstrukciés Mikroszkdpia)
szuperfelbontasu képalkotasanak egyuttes alkalmazasa révén viszont olyan vizsgalati médszer
valt elérhetévé, amely megkonnyiti és ezaltal () alapokra helyezheti a fehérjék miikodésének

vizsgalatat.

A modszer kifejlesztésé¢hez az agyban leggyakrabban eléforduld CB:1 kannabinoid
(CB1R) G-fehérje kapcsolt receptort hasznaltak fel. A hidroxi-kannabinol ligandumot egy alifas
linkeren keresztll szulfo-cianin-5 festékkel (Sulfo-Cy5) kapcsolva hoztdk létre a 47
fluoreszcens agonistat (24. abra). A 47 ligandum szerkezetét elézetesen in silico dokkolasi
Kisérletekkel tervezték meg. Ezt kovetéen a modositott 47 ligandummal kotodési és
funkciondlis méréseket végeztek a CB1R-on. A nagy affinitds mellett (Ki = 3,5 nM) a 47

vegyllet kivalo szelektivitast is mutatott a CB; fehérjére nézve.
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Egy masik Kisérletsorozatban a PharmacoSTORM alkalmazhatosagat tesztelték egy, a
Leideni Egyetemen el6allitott monoacilglicerin-lipaz (MAGL) inhibitor, valamint a skizofrénia
és az |. tipusu bipolaris zavar kezelésében sikeresen alkalmazott kariprazinnal. A ligandumokat

ezttal is szulfo-cianin-5-azid fluoreszcens festékhez (Sulfo-Cy5-azid; 48, 49)V kapcsoltak.

Sulfo-Cy5
-Sulfo-CyS
Sr

0 3 O "
:<o CH(CF3), @, /N f<:> NH

47 49
modositott CB4R agonista  maddositott MAGL inhibitor modositott kariprazin

Sulfo-Cy5

24. abra: A PharmacoSTORM modszerrel eddig vizsgélt fluoreszcens ligandumok

Az (] eljarés segitségevel felfedezték, hogy a kariprazin f6 kotéhelyeként szolgalé Ds
dopamin receptorok a Calleja-szigetek szemcsesejtjeinek axonjain talalhatok. Ez a felfedezés

Uj utakat nyithat meg a kariprazin hatasmechanizmusanak megeértésében.

Osszességében elmondhatd, hogy a PharmacoSTORM modszer széleskori
alkalmazhatdsagat bebizonyitottak GPCR-0k, ioncsatorndk és enzimek esetében is. Ezek az
eredmények egylittesen azt mutatjak, hogy az eljaras uj és hatékony lehet6séget kinal tovabbi
pszichiatriai betegségek, mint példaul a bipolaris zavar, a szenvedélybetegség kialakulasanak
vizsgalatdhoz, valamint az opioidok okozta fiiggéség el6fordulasanak hatterében allo

folyamatok megértéséhez és ezaltal a hatékony terapias célpontok felfedezéséhez.

it Sylfo-Cy5 szerkezeti képlete Isd. 7 vagy 90. oldal
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3. CELKITUZES

Tudoményos didkkori munkam célja a kutatocsoportunk és a KOKI Molekuléris
Neurobiolégiai Laboratériuma &ltal nemrégiben kidolgozott PharmacoSTORM modszer
felhasznalasa olyan fehérjecélpontok azonositdsara, amelyek 1j terdpias lehetOséget
kindlhatnak az opioid fiiggék hatékonyabb kezelésére. A vizsgalt receptorok kivalasztasanal
figyelembe vettlk a Kisérleti Gton meghatérozott haromdimenzids szerkezetek elérhetdségét,
amelyek sziikségesek voltak az elézetes in silico vizsgalatok elvégzéséhez. A megfeleld
farmakoldgiai funkcionalitds (agonista, antagonista), illetve a szintetikus megvaldsithatdsag
figyelembevételével minden receptorhoz kivalasztottunk egy-egy olyan ligandumot, amelyhez
egy linkeren keresztiil a mikroszképiai vizsgalatokhoz sziikséges szulfo-cianin-5 fluoreszcens
festéket hozzakapcsoltuk (25. &bra). Tovabbi célunk volt fotoaffinitas jelélésre alkalmas
szarmazekok (50, 51) eléallitasa is diazirin egyseg (43) beépitésével. Ezektdl a fotoaktivalhatod
vegyitiletekt6l nagyobb hatékonysagot varunk a mikroszkopos vizsgalatok soran, hiszen a
megfeleld hullamhosszu fénnyel torténd bevilagitas hatasara kovalensen képesek hozzakotddni
a vizsgaland6 fehérjéhez. Igy a mikroszkopos vizsgalatok mintael6készitése soran kevesebb

fluoreszcens ligandum mosodik le és a mérés hatékonyabba valik.

0-Hinker fsulfo-Cy5 HN~linker +-Sulfo-Cy5 oSquo-CyS

< »
NH on
N O —N O N
=570 3
0= Br C|.|
3

OMe

linker+Sulfo-Cy5

o un_ = Llinker{sulfo-Cys

50 51
OMe

25. abra: A tudomanyos diakkori munkédm soran modellezni, majd eléallitani kivant
vegylletek altalanos szerkezete
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4. SAJAT MUNKA

Ebben a fejezetben el6szor a szamitasos kémiai modellezésrél szamolok be (4.1.
fejezet), majd a dokkolas soran meghatarozott szerkezetli vegyiiletek eldallitasat mutatom be
(4.2. fejezet). Végul osszefoglalom az elballitott fluoreszcens ligandumokkal eddig
rendelkezésre all6 biologiai eredményeket (4.3. fejezet).

4.1. Szamitasos kémiai modellezés

Az orexin receptor, illetve D1DR szamitasos kémiai modellezését Dr. Abranyi-Balogh
Péter és Dr. Kiss Déra Judit segitségével végeztem el, mig a KOR esetén a pontos szerkezetet
Dr. Kiss Déra Judit hatarozta meg. A modellezés pontos menete, paraméterei, valamint az
alkalmazott programok leirdsa megtalalhat6 az 5.1. fejezetben.

El6szor a rendelkezésre allo szakirodalom alapjan megvizsgaltuk, hogy az adott
fehérjék esetén mely ligandumokkal kristalyositva érheté el a GPCRdb adatbazisban a
modellezéshez szilkséges haromdimenzios szerkezet. Ezek alapjan szintetikus szempontok
szerint Kkivalasztottunk egy-egy olyan kismolekulat, amelyek szerkezetét Ggy kivantuk
maodositani, hogy egy alifas linkeren keresztiil lehetévé valjon a szulfo-cianin-5 fluoreszcens
festék kapcsolasa. Ezt kovetden a ligandumot és a festéket 0sszekotd alifas linker hosszat
dokkolési kisérletekkel meghataroztuk. A linker megfelelé hossza kulcsfontossagi, ugyanis, ha
tal rovid, akkor a festék nagy méretéb6l adodoan akadalyozza a ligandum bejutasat a
kotézsebbe. Tul hossza linker alkalmazasa esetén pedig a hidrofob alifas lanc feltekeredhet,
nehezitve a ligandum specifikus kot6dését a receptorban. Mindkét eset a vegyllet adott
fehérjével szembeni affinitasanak szamottevé csokkenéséhez vezethet. A kapcsolast szintetikus

megfontolas alapjan CUAAC*™ klikk-reakcidval vagy acilezéssel terveztilk megvaldsitani.
4.1.1. A modositott ACT-462206 ligandumok dokkolasanak eredményei

Az ACT-462206 szarmazék tervezése soran elsOként meghatdroztuk a ligandummal
kristalyositott OXj receptor haromdimenzios szerkezetébdl (6TP4, aktiv szerkezet, 5.1. fejezet,
6. tblazat),®® hogy a molekula mely részén épithetd be linkeren keresztiil a festék anélkiil, hogy
a ligandum fehérjéhez vald affinitasa szamottevéen csokkenne. A linker beviteléhez a C23
atomon hidroxilcsoport kialakitasa célszerii, mivel egy aminocsoport jelenléte a C19 atomhoz
kapcsolédd aminocsoport acilezése soran szelektivitasi problémékhoz vezetne (52, 26. abra).
A hidroxilcsoportra a linkert alkilezéssel érdemes kapcsolnunk, hiszen igy egy stabilabb, éter

tipusi kotés jon létre az acilezéssel Kialakitott észter kotéshez képest (53). A linker

xx réz(1)-katalizalt azid—alkin cikloaddicio (copper-catalysed azide—alkyne cycloaddition)
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festékkapcsolashoz szilkséges funkcios csoportja lehet amin vagy termindlis acetilén (53),
amelyhez a szulfo-cianin-5 festéket a kereskedelemben elérheté NHS-észterként vagy azidként
kapcsolhatjuk (54).

0-[linker-Sulfo-Cy5
=4
N o0
0=5"
OMe
1
LIGANDUM moédositasa: LINKER kivalasztasa: SULFO-CY5 festék beépitése:
NH, /=$-C= 0
s OH/NHz X/ COOH M, 2 §-c=cH j\
19 X: halogén N-0-%$- /Ny~ "N “Sulfo-Cy5
HN : N
n:1-10
N o o
fo) 53 54

\ -
0=3

OMe
52

26. abra: Az 1 modositott ACT-462206 ligandum tervezése
A linker hosszanak tervezése soran megvizsgaltuk a szulfo-cianin-5 festék
klikk-reakcioval, illetve acilezéssel torténd kapcsolasanak a lehet6ségét is. Az alabbi két
szerkezettel kaptuk a legjobb eredményeket, mivel ekkor a festék nem akadalyozta a modositott
ligandum bejutasat a fehérje kotdzsebébe (8.1.1. alfejezet; 59. &bra; a) és b) haromdimenzids
szerkezet). Végul szintetikus megfontolasok alapjan valasztottuk ki az el6allitani kivant 55

célvegyuletet (27. abra).

o)
HN
0—hls i o 05 Sulfo-Cy5
HN N. N HN
m C<< N ~ Sulfo-Cy5 m
N o N o
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oﬁs 0;3,0
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55 56

27. abra: A dokkolas soran legjobbnak bizonyult fluoreszcens ACT-462206 ligandumok
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Ezt koveten elvégeztiik a dokkolast a fotoaktivalhatd diazirin-egységet tartalmazd
fluoreszcens ligandum esetén is (28. &bra), hogy meghatarozzuk a ligandumot és a diazirin
egységet Osszekotd linker hosszat. A fuggelékben az 8.1.1. alfejezetben szereplé 62-63.
abrékon is latszik, hogy a diazirin funkcios csoport csupan a harom szénatomos linker esetén
keriil kellden kozel a fehérjéhez. Ez a kdzelség szilkséges ahhoz, hogy adott hullamhosszu fény
hatasara kovalens kotést tudjon kialakitani egy erre megfelelé6 aminosav oldallancaval (8.1.1.
alfejezet; 59. abra; c) és d) haromdimenzids szerkezetek). Mindezek alapjan az 57 fotoaktiv

fluoreszcens ligandum eléallitasat tiiztiik ki célul.
(0]
/\/\N/U\Sulfo-CyS

N o©
S
° n= 3 57
4 58
OMe 5 59

28. abra: A fotoaktiv egységet tartalmazé ACT-462206 ligandumok szerkezete

A dokkolasokbol megallapitottuk, hogy az altalunk fluoreszcens festékkel modositott
ligandumok az irodalmi részben targyalt (2.2.2.1. alfejezet) hidrofob kétézsebben helyezkednek
el, valamint a szulfonamid-funkcids csoport egyik oxigénatomja szinten hidrogén-kdotest alakit
ki az Asp318°°° aminosavval (60-63. abrak). A dokkolt szerkezetek esetén a mddositott
ligandumok és a humén OX:; fehérje haromdimenzids szerkezeti abrai, valamint a

kolcsonhatastérképek a 8.1.1 alfejezetében megtalalhatoak.

4.1.2. A moédositott SKF-83566 ligandumok dokkolasanak eredményei

Az SKF-83566 ligandumot BODIPY festékkel kordbban mar dsszekapcsoltak, igy a
szakirodalomban leirt poziciéban méodositottuk a szerkezetet.? A BODIPY tipust festékek az
Alexa Fluor 647, a Sulfo-Cy5 vagy a Biotium CF660 festékekkel szemben azonban nem
képesek a STORM mérések alapjaul szolgalo, ugynevezett ,,blinking” jelenségre, igy sziikséges
volt egy U] fluoreszcens molekula eldallitasa.®® A felsorolt szamunkra alkalmas festékek kozil
a Sulfo-Cy5 fluoreszcens festék a legkonnyebben elérhet6 és a legolcsdbb, igy ezt alkalmaztuk
a késébbiekben. A fehérjével torténd tervezés soran (7CRH, aktiv szerkezet, 5.1. fejezet, 6.

tablazat)®* abban az esetben kaptuk a legjobb eredményeket, ha a fluoreszcens festéket
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acilezéssel épitettiik be a molekulaba. Ennek feltehetéen az az oka, hogy a linker CUAAC™
klikk-reakcioval torténd kapcsolasa soran Iétrejové 1,2,3-triazol-egység tal merevve tette a
szerkezetet. Megvizsgaltuk, hogy milyen hossz szénlancu linker beépitésére van szlikség, és
azt az esetet is, amikor nem épitiink be alifas linkert a molekulaba (62). A dokkolasok alapjan
a 61 molekula bizonyult a legjobbnak, mivel ekkor a festék optiméalis tavolsagban volt a
receptor felszinét6l (8.1.2. alfejezet; 64. dbra; a), b) és c) haromdimenzids szerkezet; illetve
65-67. abrak).

Br Br.
L > L+
HO HO

HN H HN_ _sulfo-cy5
W’N Sulfo-Cy5 77/
o e o
0

n= 2 60 62
4 61

29. abra: A dokkolt fluoreszcens SKF-83566 ligandumok szerkezeti képletei

Eddig még nem végezték el az SKF-83566 molekula in silico SAR-vizsgalatat, igy a
kovetkezOkben bemutatom a modellezésb61 megallapithatd kolesonhatasokat a 63 ligandum és
a D1DR fehérje kozott (30. bra). A 63 ligandum az Asp103%32, az 11e104%33, a Ser107°%, a
Trp285547, a Phe288%%0, a Phe2895°! és az Asn292°%5* aminosavak altal kialakitott kotdzsebben
talalhatd. A tetrahidrobenzazepin nitrogénatomja protonalt allapotban van jelen és képes
elsérendli ionos (piros-kék), valamint masodrendii hidrogén-kotést (rdézsaszin nyil) is
kialakitani az Asp103*3? aminosavval. A 63 molekula fenolos hidroxilcsoportja az Asn292°54
és Ser198°4? aminosavak oldallancaival hidrogén-kotést alakit ki. Ezek a kélcsonhatasok
erdsen rogzitik a molekulat a kotdzsebben. A tetrahidrobenzazepin aromas gytrtje, illetve a

Phe288°%°° aminosav aromas gytiriije kozott kialakul egy n-r kélcsonhatas is (zold vonal).

» réz(l)-katalizalt azid-alkin cikloaddicio (copper-catalysed azide—alkyne cycloaddition)

34



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

>0 -

= Y- 9 “
/8 I P /?‘ \ Phe288650 |
\ »u\x/ N \,\\\;“/, ~ ‘ \
e > ‘“’4 > / V4
\-. Ser198542 .‘\.’\ A
: A \‘_1_ g1 Asn654

&

30. abra: Az SKF-83566 ligandum (63) SAR-elemzése in silico szamitasok alapjan
a) kolcsonhatasterkép b) haromdimenzids abra.
A fotoaktivalhato diazirin egységet tartalmazo SKF-83566 ligandum tervezese soran a
64 molekula bizonyult a legmegfelelébbnek. Ebben az esetben is elvégeztik a dokkolast tébb
lehetséges szarmazékkal is, a reszletes bemutatasra a dolgozatban nem térek ki. A 64 modositott
ligandum haromdimenzids abraja, illetve kolcsdnhatastérképe a fuggelékben megtalalhato

(8.1.2. alfejezet; 64. dbra d) haromdimenzios szerkezet; illetve 68. abra kolcsonhatastérkép).

31. abra: A fotoreaktiv diazirin egységet tartalmaz6é SKF-83566 ligandum (64) képlete

4.2. A szintézisek részletes leirasa, szintézistervek

Ebben a fejezetben a fluoreszcens ACT-462206 ligandum (55; OX1, OXz2), valamint a
fluoreszcens SKF-83566 amin (61; D:DR) és annak fluoreszcens fotoaktivalhatd
szarmazékanak (64) szintézisét mutatom be. A fotoaktivalhato linkerrel rendelkez6 ACT-
462206 ligandum (57), valamint a fluoreszcens JDTic szarmazék (113, KOR) el6allitasa még

folyamatban van. Ezeknél a szarmazékoknal a mar megvaldsitott lépések utan réviden
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bemutatom a hatralévé szintetikus lépések tervét is. A reakciok el6rehaladasat HPLC-MS
segitségével kovettem. A tisztitott termékeket 'H, 3C NMR és HRMS segitségével
azonositottam, illetve a szilard anyagok esetén olvaddspont mérést is végeztem. Egyes
esetekben a ¥C NMR és HRMS mérések még folyamatban vannak. A kénnyebb
attekinthetdség érdekében a teljes szintézisutak vazlata megtalalhaté a 8. FUGGELEK 8.2.
fejezetében (90-92. oldal).

4.2.1. A moddositott ACT-462206 ligandumok szintézise
4.2.1.1. A fluoreszcens ACT-462206 ligandum (55) szintézise

A szulfo-cianin-5 fluoreszcens festékkel (Sulfo-Cy5) mdédositott ACT-462206
ligandum (55) szintézisének els6 1épéseként L-prolinbdl (24) és
4-metoxibenzolszulfonil-kloridbol (22) kiindulva O-acilezéssel allitottam ¢elé6 a 65
szulfonamidot 46%-0s termeléssel. Ezt kovetden a 65 szulfonamid és 3-amino-5-metilfenol
(66) N-acilezési reakciojaban jutottam az 67 koztitermékhez 49%-os termeléssel (32. abra). A
67 vegyulet eldallitasa soran HPLC-MS segitségevel megfigyeltem egy kétszeresen acilezett
melléktermék keletkezését, amely feltehetéen a szabad fenolos OH-csoport acilezése soran
képz6édik. A 65 karbonsavat forditott, mig a 67 amidot normal fazisu flash kromatografiaval
tisztitottam. Az 65 intermedier és a tovabbi szarmazékok (67, 69, 55) a szakirodalomban eddig

nem ismert, Uj vegyuletek.
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32. abra: A 67 fenol elddllitasa L-prolinbdl (24) kiindulva

A 67 fenol és a 8-bromokt-1-in (68) O-alkilezési reakcidjaval beépitettem a
festékkapcsolashoz sziikséges alifas linkert (33. &bra). Forditott fazisu flash kromatografias
tisztitast kovetéen a 69 terminalis acetilént 40%-o0s hozammal izolaltam. A 69 alkint
klikk-reakciéban  kapcsoltam a  szulfo-cianin-5-aziddal  (Sulfo-Cy5-azid; 70) *¢

réz-szulfat-pentahidrat és natrium-L-aszkorbat jelenlétében. Az igy kapott 55 fluoreszcens

»i Sulfo-Cyb szerkezeti képlete Isd. 7 vagy 90. oldal
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festékkel médositott ligandumot preparativ HPLC segitségével tisztitottam, majd liofilizalas
utdn 17%-o0s termeléssel nyertem Ki. Az alacsony termelés oka feltehetben az, hogy a
klikk-reakciot kis méretben valdsitottam meg a festék magas ara miatt, és preparativ HPLC-s
tisztitas soran nagy volt a fajlagos anyagveszteseg.

67

Br\M// 0
6

Ns/\/\HJ\Sulfo-CyS

68
K,COj3, DMF, 70
60 °C, 2 dra CuSO, - 5 H,0 (5 ekv.),
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DMF:viz 1:1, szobah., 24 ¢ra OJ'»'G_\ H  sulfo-Cy5
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33. abra: A 67 koztitermékbdl kiindulva a célvegyulet (55) eléallitasa

Az 1,2,3-triazol kialakitasahoz sziikséges réz(l)-katalizatort bevihetjik réz(l)-sok
formajaban,® illetve elterjedt mddszer, hogy a reakcié gyorsitasahoz kiilonbdzé tercier amin
tipust ligandumokat is hasznalnak (pl. MesTREN, THPTA, stb).%® Ennek megfeleléen elészor
réz(1)-jodid és trisz(benziltriazolilmetil)-amin (71, THPTA) segitsegével végeztem el a
klikk-reakciot. Ebben az esetben azonban feltehetéen a réz(I)-jodid a termindlis acetilén
terminalis C-H kotését jodozta, az igy keletkezett reaktiv intermedier pedig szamos
mellékreakciohoz vezetett.’” Emiatt a CUAAC™ Kkatalitikus ciklushoz sziikséges réz(l)-iont

réz(11)-szulfat-pentahidrat és natrium-L-aszkorbat in situ reakcidjaval képeztem.®

4.2.1.2. A fotoaktiv fluoreszcens ACT-462206 ligandum (57) szintézise

A fluoreszcens festékkel (Sulfo-Cy5) modositott fotoaktiv diazirin egységet is
tartalmazdé ACT-462206 ligandum (57) szintéziséhez els6ként eldallitottam a 67 Kiindulasi
anyagot a 32. dbran lathaté modon. Ezt kovetéen egy rovid, amin végii linker beépitése volt a
célom, amelyhez a fotoaktivalhaté csoportot N-acilezéssel terveztem kapcsolni. A diazirint
tartalmazo linker kozvetlen kapcsolasa nem lehetséges a 67 fenolhoz O-acilezéssel, ugyanis a

diazirin ekkor nem keriil megfelelé pozicioba ahhoz, hogy egy fehérje oldallanccal kovalens

i pé7(1)-katalizalt azid—alkin cikloaddicié (copper-catalysed azide—alkyne cycloaddition)

37



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

kotést tudjon kialakitani. Ezért megkiséreltem a 67 fenol O-alkilezeését 3-brompropionitrillel
(72), azonban 3 ekvivalens alkilez6szer és 6 ekvivalens KoCOsz alkalmazésa mellett 80 °C-on,
24 Ora utdn sem tapasztaltam a kiindulasi anyag (67) atalakulasat (34. abra). Az oldoszert
toluolra cseréltem, azonban 100 °C-on 24 0rés reakcioid6t kovetéen sem figyeltem meg

konverziot. A reakcidelegyhez 3 ekvivalens NaH-et adtam, de tovabbra sem tortént valtozas.

=N
K,CO3, DMF, /S —
80 °C, 24 ¢ra o
vagy
N HN
67 + Z X - m
B " - N o
*=0
72 K,COg3, tolupl, O;S’
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NaH, 4 6ra
OMe 73

34. abra: A 67 fenol 3-brémpropionitrillel (72) torténé O-alkilezésere tett Kisérletek

A sikertelen reakciok miatt a 3-brompropionitrilt (72) Finkelstein-reakcioban a
varhatdan reaktivabb 3-jodpropionitrillé (74) alakitottam,®® és azzal kiséreltem meg a 67 fenol
O-alkilezését (35. abra). A 67 fenol és a vart termék (73) retencids ideje a HPLC-MS
készliléekben megegyezett, igy a reakcid elérehaladasanak vizsgalatara a 67 fenol és 73 nitril
vegyuletek relativ MS jelintezitasat hasonlitottam 6ssze. Az O-alkilezes soran azonban erélyes
korulményeket alkalmazva is csak részleges konverziot sikerilt elérnem, igy ez a 1épés tovabbi

optimalizalast igényel.

—=N
o)

) HN

Nal (15 ekv.), aceton, 67, 'BuOK, DMF, m

N 100 °C, 2 6ra, MW _N 90 °C, 4 6ra, MW N (o}

Br/\// I/\// o;\Sﬁo
72 74
56%
OMe 73

35. abra: A 3-jod-propionitril (74) eléallitasa, majd a 67 fenol O-alkilezése
A szintézis kovetkez6 1épése a nitril-csoport (73) redukcioja, amelyet katalitikus
hidrogénezéssel kivanok megvalésitani Selcat-Q6 katalizator segitségével ammobnia
atmoszféraban (36. abra).!®® A 76 diazirin-egységet tartalmazé karbonsavval HATU

kapcsoldszer jelenlétében tervezem a 75 amint acilezni, majd a 70 szulfo-cianin-5
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(Sulfo-Cy5) ™ fluoreszcens molekula kapcsolasat az 55 orexin ligandumnal sikeresen

alkalmazott klikk-reakcié korulményei k6zott tervezem megvaldsitani (33. abra).

H,, Selcat-Qg, N=N
NH3, MeOH, HN HN
szobah. 76
73 O N (o] N (o]
_5=0 _5=0
o= HATU, DMFwviz 11 ©7
szobah., fénytél védve
OMe OMe
75 77

70, CuSO, - 5 H,0,

HN
natrium-L-aszkorbat, EH

N [0}
DMF:viz 1:1, szobah., ‘s//o
fénytsl védve o’
HN7]/Sulfo-Cy5
OMe (0}

36. abra: A fotoaktiv fluoreszcens ACT- 462206-szarmazék ligandum (57) szintézisterve

4.2.2. A modositott SKF-83566 ligandumok szintézise
4.2.2.1. Az SKF-83566 amin fluoreszcens szarmazekanak szintézise

Az SKF-83566 amint (30) BODIPY festekkel korabban mar 6sszekapcsoltak, viszont
BODIPY tipusu festékek nem alkalmasak STORM mérésekhez, igy szlikséges volt egy Uj
fluoreszcens molekula eldallitasa. Az SKF-83566 amin (30) eldallitasaig a szakirodalomban
ismert reakcioutat kivantam kovetni,”® azonban a leirt receptek reprodukcioja soran szamos
varatlan kihivassal taldlkoztam. Emiatt a 2.3.2. fejezetben leirt szintetikus Iépések némelyikeét
at kellett alakitanom, illetve az egyes atalakitasokra alternativ modszereket kellett keresnem. A
szakirodalomban nem jellemzett szdrmazékok esetén elvégeztem a vegyuletek teljes analitikai
jellemzését is (*H, *C NMR, HRMS).

A szintézis els6 harom Iépését a szakirodalomban ismertetett modon valositottam meg
(37. abra). A 78 brém-acetofenont natrium-borohidriddel alkoholla redukaltam, amelyet
egy-Ust reakciéban KoCOs segitségével egy intramolekularis nukleofil szubsztiticiéban a 25
oxiranna alakitottam. A 25 oxirant a feldolgozast kovetden tisztitas nélkiil hasznaltam fel a 26

amin alkilezésére oldoszermentes koriilmények kdzott 100 °C-on.

it Slfo-Cy5 szerkezeti képlete Isd. 7 vagy 90. oldal
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A keletkez6 27 koztiterméket dietil-éteres eldorzsoléssel dolgoztam fel és tisztitas
nélkiil vittem tovabb a kovetkezé lépésbe. A 27 vegyllet intramolekularis gytirizarasat
polifoszforsavval (PPA), vizkilépéssel jar6 reakcioban végeztem el. Teljes konverziot kdvetéen
a reakcidelegy pH-jat 40%-os NaOH-oldattal 10-11 kozé Aallitottam be, majd a 28
tetrahidrobenzazepin-szarmazékot diklormetanos extrakcioval nyertem ki és tovabbi tisztitas
nélkil hasznaltam fel a 80 N-metil szarmazék elballitasahoz. Amennyiben a gylir(izaras
homérséklete 90 °C folé emelkedett, melléktermékként megjelent a termék (28) foszfatja,

amelyet nem tudtam visszaalakitani a 28 szekunder aminna.

MeO
) o HO
Br 1) NaBH, MeOH, NH NH
szobah., 3 éra 26 NH, PPA MeO
—_— —_—
2) K,CO; 100 °C, 3 éra 90 °C, 2 ora O
NO, szobah., 24 éra NO, NO,
OMe O:N
78 25 27 28
92% 82% 70%

37. abra: A 28 tetrahidrobenzazepin-szdrmazék eldallitdsa

A kovetkez6 1épésben a szekunder aminocsoportot kivantam metilezni, amelyre el6szor
a szakirodalomban gyakran alkalmazott Eschweiler-Clarke-reakciét probaltam ki. A 38. abran
bemutatott reakcid soran elészor az amin (28) a formaldehiddel Schiff-bazist (79) képez, majd
a hidridforrasként hozzaadott hangyasavbol képz6d6 formiat az imint (79) tercier aminna (80)
redukalja.®1%? Ezzel a modszerrel kikeriilhetd a metil-halogenidek alkalmazasa esetén
jellemz6 tulalkilez6dési mellékreakcio, amely a nem kivant kvaterner ammodnium-sok
képz6déséhez vezet. A szakirodalomban leirt médszerrel azonban HPLC-MS alapjan teljes
konverzidval a 28 szekunder amin formilezett szarmazéka keletkezett (A Utvonal, 38. abra).
Emiatt a hangyasavat NaBH3CN-re cseréltem, igy szelektiven keletkezett a kivant N-metilezett
termeék (80, B utvonal, 38. abra). A feldolgozast kovetden a 80 tercier amint forditott fazisu

flash kromatografiaval 65%-0s termeléssel izolaltam.
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A uatvonal
HCHO, HCOOH,
forr., 24 6ra o _
H
/R O +N:< O N—
28 MeO H —> MeO
\/

HCOO-
B utvonal

HCHO, Na(CN)BHs,

MeOH, szobah., 2 6ra O,N O,N
- 79 - 80
A, -

B. 65%

38. abra: A 28 szekunder amin szelektiv metilezése

Ezt kbvette a 80 tercier amin bromozasa, amelyet a szakirodalomban elemi brémmal
végeztek el. A mérgezé ¢és stlyos égési sériiléseket okozO elemi bromot a kedvezobb
piridinium-perbromidra kivantam cserélni (39. bra). Ebben az esetben jelentés mennyiségii
dibromozott melléktermék keletkezett, azonban ezt normal fazisi flash kromatografia
segitségével sikerilt elvalasztanom a kivant terméktol (81). A 36%-0s termeléssel kapott 81
vegyulet nitrocsoportjanak redukcidjara az irodalomban alkalmazott mérgezé, valamint
rakkelt6 Raney-nikkelt és hidrazin-hidratot el6szor natrium-szulfidra kivantam cserélni (A
atvonal), azonban a kiindulasi anyag atalakulasa nem kovetkezett be. On(ll)-klorid-dihidrat
jelenléteben (B utvonal), azonban szelektiven keletkezett a kivant 82 anilin, amelyet a

feldolgozast és forditott fazisu flash kromatografiat kovetden 69%-0s termeléssel izolaltam.

A utvonal
Na,S, AcOH, EtOH,
60 °C, 24 ¢ra
Br Br.
ny~ HBr%4I\/I’eOH, O N— /X\ O N—
80 orr., ora _ MeO MeO
O,N B atvonal H,N
SnCl, EtOAc,
81 60 °C, 5 ¢6ra 82
36% A -

B. 69%
39. abra: A 82 anilin eldallitasa 80 nitroszarmazékbol kiindulva
Ezt kovetden a szakirodalomban leirt modszernek megfeleloen elvégeztem a 82
vegyllet szelektiv O-demetilezését bér-tribromiddal argon atmoszféra alatt DKM-ban, majd a
feldolgozast kovetden 71%-0s termeléssel kaptam meg a 30 SKF-83566 amint (40. abra). A 30
amint a 83 Fmoc-védett karbonsavval HATU kapcsoldszer jelenlétében reagaltatva épitettem

be az alifas linkert. A nyersterméket tovabbi feldolgozas nélkul, forditott fazisi flash
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kromatografiaval tisztitottam, igy jutottam 44%-os termeléssel a 84 savamidhoz. A 84

intermedier és a tovabbi szd&rmazékok (85, 61) Uj vegyuletek.

H
BBrs DKM, HoOC N

Br. . Br.
-78 °C (1 6ra) — szobah. (3 éra), O - 4 Fmoc O N
argon 83
82 > HO HO
HATU, DIPEA, DMF
O szobah., 2 6ra

HN H
HzN WN\
30 84 o 4 Fmoc
71% 44%

40. abra: A 84 savamid elbdllitasa

Az Fmoc-véddcsoportot piperidin  €s dimetilformamid 1:4 aranyu elegyében
szobahémérsékleten kevertetve tavolitottam el, majd preparativ HPLC segitségével tisztan
kaptam meg 26%-0s termeléssel a 85 primer amint (41. bra). A 85 vegyiilet esetén az H és
13C NMR mellett HMBC spektrumot is felvettiink, amely alatamasztotta, hogy az acilezés nem
a fenolos hidroxilcsoporton, hanem az anilines aminocsoporton tortént meg, valamint a
brémozéds és a demetilezés regioszelektivitadsat is bizonyitottuk. A 85 primer aminhoz
acilezéssel kapcsoltam hozza szulfo-cianin-5-NHS észterként (86)*" a fluoreszcens festéket.
Az elegyet feldolgozas nélkil, preparativ HPLC segitségével tisztitottam, majd liofilizalas utan
38%-0s termeléssel kaptam meg a 61 fluoreszcens ligandumot. Az alacsony termelések oka,
hogy a reakcidkat kis mennyiségben valositottam meg, igy nagy a preparativ HPLC okozta

fajlagos anyagveszteség.

o
Br q 0
-
0 Sulfo-Cys;
piperidin:DMF (1:4), HO o
szobah., 1 6ra 86

0O O
DIPEA, DMSO,

szobah., 2 6ra

HN
NH, W
I, 2y sue-cys

85
26% 8%

41. abra: A 84 vegyiiletbdl kiindulva a fluoreszcens D1DR ligandum (61) eléallitisa
A 39. &bran szereplé bromozas szelektivitasanak javitasa érdekében Uj szintézisutat
kivantam kidolgozni a 61 fluoreszcens ligandum eléallitasara. El6szor a 39. dbran elallitott

80 vegyiilet O-demetilezését valdsitottam meg bor-tribromiddal argon atmoszféra alatt

XV Sy lfo-Cy5 szerkezeti képlete Isd. 7 vagy 90. oldal
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vizmentes DKM-ban, majd igy jutottam az 87 fenol-szdrmazékhoz 62%-os termeléssel (42.
abra). A 87 fenol monobrémozasat N-brom-szukcinimiddel (NBS) kiséreltem meg (A Gtvonal,
42. 4bra), azonban a vart monobromozott termék mellett mar 0,5 ekvivalens NBS hozzdadésara
is 1:1 ardnyban keletkezett egy dibromozott melléktermék. Az NBS-et piridinium-perbromidra
(Py - HBr3) cseréeltem, amivel sokkal jobb szelektivitast siker(lt elérnem (B utvonal, 42. abra).
A B utvonal sorén keletkezett terméket (88) forditott fazisi flash kromatogréfias tisztitast

kovetden 87%-0s hozammal sikerilt izoldlnom. A 87 és 88 szarmazékok Uj vegyiletek.

A utvonal
NBS (0,5 ekv.),
BBr;, DKM, MeCN, 0 °C, 2 ¢éra

-78 °C (1 6ra) —» szobah. (20 6ra), /R~ Br.
argon O N— O N—
HO

80 > HO

\/

O B utvonal O

Py - HBr3 (1 ekv.),

O,N MeOH, 0 °C, 2 ¢ra O,N

87 88
62% A ———
B. 87%

42. abra: A 88 vegyiilet eléallitasa O-demetilezés és bromozas segitségevel

A bromozast kovetéen a nitrocsoport redukciojat elészor katalitikus hidrogénezéssel
kiséreltem meg 10% palladiumot tartalmazé Selcat-Q6 jelenlétében, autoklavban,
szobahémérsékleten, amely soran egy komplex termékelegy keletkezése mellett HPLC-MS
segitségével csupan nyomokban figyeltem meg a vart termeket (30, 3.tablazat, 1. sor).
Ugyanugy komplex termékelegy keletkezését tapasztaltam, ha on(l1)-klorid-dihidréattal
vegeztem a reakciot etil-acetatban 75 °C-on, vagy, ha vasat és ammadnium-kloridot alkalmaztam
vizben szobahémérsékleten (3. tablazat, 2-3. sor). Habar szerettem volna az irodalmi példaban
is szerepl6 mérgez6 és rakkeltd hidrazin-hidrat és Raney-nikkel alkalmazésat elkerilni, a
sikertelen redukcids probalkozasok miatt témavezetdm segitségével és fokozott odafigyeléssel
ezt a reakcidt is megkiséreltem (3. tablazat, 4. sor). A reakcidéban 50 °C-on 24 64ra alatt
szelektiven, 30%-0s konverzié mellett keletkezett egy ismeretlen, 262 Da molekulatomegii
melléktermék, amelynek szerkezetét eddig még nem sikeriilt megfejteniink. A legjobb
eredményt natrium-szulfid alkalmazésaval értem el, amely soran 80 °C-on 24 6ras kevertetést
kovetden teljes konverzioval, jelentds mennyiségii melléktermék megjelenése mellett ugyan,
de fétermékként a vart amin (30) keletkezéset figyeltem meg HPLC-MS-ben (3. tablazat, 5.
sor). A reakcidelegy feldolgozasat és forditott fazisu flash kromatografids tisztitasat kovetéen
azonban nem sikerdilt izolalni a 30 vegyuletet, igy a 37-41. dbran bemutatott szintézisutat

kdvettem.
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3. tAblazat: A 88 vegyilet nitrocsoportjanak redukcidja a 30 anilinné

Br. Br
L - L »
HO HO

_ =

NO, NH,
88 30
’ ’ Reakci6idd ~ HOmérséklet . )
Sorszam Reagens Oldoszer i Megjegyzes
[ora] [°C]
1. Icat- H MeOH 1 2 .
Selcat-Q6, He €0 ° komplex reakciGelegy,
2. SnCl; - 2 H.0 EtOAC 24 75 nyomokban megje|ent a
3. Fe, NH.CI H.0 24 25 termék
N,H. - H,0, 30% konverzioval
4. . EtOH 24 50 szelektiven a 262 Da
Raney-nikkel . .
tomegii anyag keletkezett
5, Na;S, ACOH  EtOH 24 80 komplex reakcidelegy,
fétermék 30
4.2.2.2. A fotoaktiv fluoreszcens SKF-83566 amin szarmazék szintézise

A fluoreszcens festékkel (Sulfo-Cy5) ellatott fotoaktiv diazirin egységet is tartalmazo
D:DR ligandum (64) szintéziséhez els6 1épésben eldallitottam az 4.2.2.1. pontban a 37-41.
abrékon bemutatott médon a 30 SKF-83566 amint. Ezt kovetéen a fotoaktivalhato diazirin
egységet es a fluoreszcens festék kapcsolasahoz szlikséges terminalis harmas kotést is
tartalmazo linkert (76) HATU segitségével, N-acilezési reakcioban kapcsoltam kdzvetlenil a
30 aminhoz (43. abra). A 89 intermediert preparativ HPLC segitségével, fényt6l védve
tisztitottam. Az 57%-0s termeléssel izolalt 89 acetiléent réz(l1l)-szulfat-pentahidrat és
natrium-L-aszkorbat jelenlétében Kklikk-reakciéban reagaltattam a 70 szulfo-cianin-5-aziddal
(Sulfo-Cy5-azid)*V. A klikk-reakciot el6szor a 4.2.1.1. pontban leirt recepthez hasonléan
valositottam  meg,  5ekvivalens  réz(ll)-szulfat-pentahidrat és 10  ekvivalens
natrium-L-aszkorbat jelenlétében 24 dras reakcioidovel, szobahémérsékleten. A reakcidban
azonban a diazirin egység nitrogén-eliminacioval torténé bomlasat figyeltem meg, a kiindulasi
anyag (89) és az eléallitani kivant termek (64) esetében is. A szakirodalomban ismert, hogy
bizonyos esetekben a réz(1)-sok,'® valamint a homérséklet emelkedése katalizalhatjak a

diazirin bomlasat.’% Problémat jelenthetett, hogy a reakcidedény érintkezett a mitkodés kdzben

» Sulfo-Cyb5 szerkezeti képlete Isd. 7 vagy 90. oldal
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felmeleged6 magneses keverével. A diazirin egységet nem tartalmazo fluoreszcens ligandumot
(90) feldolgozas nélkul preparativ HPLC segitségével tisztitottam, majd liofilizalassal izolaltam

40%-o0s termeléssel. A 89 és 90 szarmazékok Uj vegytiletek.
HATU, =N
DMF:viz 1:1 M
szobah., 2 6ra %

fénytdl védve
Br.
- CO-
70, CuSO,4 - 5 H,O (5 ekv.), HO

natrium-L-aszkorbat (10 ekv.),

O DMF:viz 1:1, O
o
szobah., 24 6ra HN HN—/<
fénytél védve Sulfo-Cy5
o -
N
89 90 N:N’

57% 40%

HO

43. &bra: A D1DR fluoreszcens ligandumanak (90) eléallitasa egy mellékreakcio soran

A diazirin bomlasanak visszaszoritasa miatt lecsokkentettem a
réz(11)-szulfat-pentahidrat feleslegét 1, a natrium-L-aszkorbat feleslegét 2 ekvivalensre és
ugyeltem arra, hogy az elegy ne melegedjen 20 °C fole (44. abra). A megvaltozott
reakciokorulmények kozott nem figyeltem meg a kiindulasi diazirin (89) atalakulasat, és a vart
termék (64) bomlédsa is csak elhanyagolhatd mertékben tortént meg. A reakcidelegyet
feldolgozas nélkul, preparativ HPLC-vel tisztitottam, majd liofilizalassal 40%-os termeléssel

izolaltam a 64 fotoaktiv fluoreszcens ligandumot, amely Gj vegyilet.

Br
L+
70, CUSO4 -5 H20 (1 ekV.), HO

natrium-L-aszkorbat (2 ekv.),

DMF:viz 1:1, O
0
20 °C, 4 6ra HN N=N HN—4
fénytdl védve Sulfo-Cy5
o —
N
N=p/

64
40%

89

44. abra: A D1DR fotoaktiv fluoreszcens ligandumanak (64) eléallitisa
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4.2.3. A modositott JDTic ligandum szintézise

A fluoreszcens festékkel mddositott JDTic ligandum (113) szintézisének els6
Iépéseként a 32 piperidint acileztem a 91 Fmoc-védett L-valinnal HATU és DIPEA jelenlétében
(45. &bra). A nyersterméket forditott fazisu flash kromatogréafiaval tisztitottam, igy jutottam
52%-os termeléssel a 92 amidhoz. A 92 amid és a tovabbi szarmazékok (97, 98, 100, 102, 109)
Uj vegylletek. A kozepes termelés oka egy HPLC-MS segitségével megfigyelt, jelentOs
mennyiségben képz6dé diacilezett mellektermék. A szintézisut végén a fluoreszcens festék
kapcsolasat a molekula szerkezetébdl adoédéan csupan CuAAC klikk-reakcioval tudjuk
szelektiven megval6sitani, amihez terminalis acetilén beépitésere van sziksegunk. Ennek
érdekében a 92 fenolt 8-bromokt-1-innel (68) alkileztem K>COs jelenlétében. A reakcidelegy
24 oras szobahOmérsékletli kevertetése soran azonban az Fmoc-véddcsoport tavozott a
molekularol, amelynek kovetkeztében a kialakuld szabad aminocsoport is alkilez6dott. Az
O-alkilezési reakcio sorén Ugyeltem arra, hogy tiszta kiindulasi anyaghol (92) dolgozzak,
hiszen a 92 piperidin-szarmazek mar nyomokban is el6segitheti az Fmoc-véddcsoport

eliminaciojat.

Hooc
OH Fmoc
, 91
HATU, DIPEA, DMF, 68, K,CO3 DMF, ):(

szobah., 2 6ra

Iz

szobah., 24 6ra
Fmoc
“Fmoc

32

52%
45. dbra: A 32 piperidin-szarmazek N-acilezése, majd az igy kialakul6 92 amid O-alkilezése
Ezt kovetden olyan reakciokoriilményt kerestem, amely mellett az Fmoc-véddcsoport
nem tavozik el a molekularol és szelektiven megvaldsithatd a 92 fenol O-alkilezése. A
véddcsoport eliminaciojat K>COs jelenlétében DMSO-ban, valamint NaH jelenlétében
THF-ban teljes mértékben, mig DIPEA alkalmazasaval MeCN-ben csak nyomokban figyeltem
meg 90 perc elteltével (4. tblazat, 1-3. sor).

xvi réz(1)-katalizalt azid-alkin cikloaddicio (copper-catalysed azide—alkyne cycloaddition)
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4. tablazat: Megfelel6 bazis keresése a 92 fenol 68 linkerrel torténd O-alkilezéséhez

Sorszdm® Bazis mindsége  Oldészer mingsége Fmoc-védécsoport eliminacidja

1. K2COs DMSO kvantitativ
2. DIPEA MeCN nyomokban
3. NaH THF kvantitativ

*Reakciokdrulmények: 93 (0,02 mmol; 11 mg); bazis (0,06 mmol); szobah.; 90 perc.

Ugyanakkor a kovetkez6 O-alkilezési 1épés feltehetéen 90 percnél hosszabb reakcioid6t
vagy magasabb homérsékletet is igényelhet, amely soran el6fordulhat, hogy az
Fmoc-védécesoport nagyobb mértékben eliminalddik DIPEA jelenlétében. Emiatt ugy
dontottem, hogy az Fmoc helyett masik védécsoportot alkalmazok. Véddcsoport alkalmazasa
mindenképpen sziikséges ahhoz, hogy késébb a 68 linkerrel torténd O-alkilezési reakcio
szelektiven jatszodjon le. A linker (68) kés6bbi bevitele sem johet szoba szelektivitasi
probléméak miatt. A kereskedelembdl beszerezhetd kiindulasi 32 amin a 2.3.3. alfejezetben (24.
oldal, 18. abra) bemutatott okok miatt draga alapanyag, ezért a 92 Fmoc-védett aminrol
eltavolitottam a véddcsoportot piperidin és DMF 1:4 aranyu elegyével. Az igy keletkez6 aminra
(35) egy masik védécsoportot terveztem beépiteni. (46. abra). El6szor a bazikus koriilmények
kozott is stabil tritil védécsoporttal (Tr) probalkoztam. A 35 amint tritil-kloriddal reagaltattam
trietil-amin  jelenlétében vizmentes DKM-ban. A reakcio kovetése sordn HPLC-MS
segitségével megfigyeltem két kiilonb6z6 monotritilezett, valamint egy ditritilezett
szarmazékot is. Ezeket forditott fazisu flash kromatogréfia segitségevel probaltam elvalasztani,

azonban nem siker(lt izolalnom a kivant 94 terméket.

OH
piperidin, DMF, TrCl, Et3N,
szobah., 1 6ra DKM, szobah.,4 6ra
92 %i E 1
N

56%

46. abra: A 92 Fmoc-védécsoportjanak eltavolitasa és a tritil-csoport bevitelének kisérlete

A tritil-csoport sikertelen bevitele utan a bazikus kortulmények kdzott szintén stabil
nozil-védécsoportot (Ns) alkalmazasat kiséreltem meg. Ebben az esetben elészor L-valinbol
(95) kiindulva nozil-kloriddal el6allitottam a Ns-védett L-valint (96), amelyet feldolgozés utan

tisztitas nélkil hasznéltam fel a kovetkezd 1épésben (47. &bra). Ezt kovetden a 32 amint a
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Ns-védett aminosavval (96) HATU és DIPEA jelenlétében N-acileztem. A 97 fenolt normal
fazisu flash kromatogréfias tisztitast kovetéen 61%-0s termeléssel izolaltam. A 97 fenol
8-brémokt-1-innel (68) torténd O-alkilezése soran viszont kétféle monoalkilezett, valamint egy
dialkilezett melléktermék is keletkezett HPLC-MS alapjan. A bazist DIPEA-ra, illetve piridinre
cseréltem, azonban egyik esetben sem keletkezett a kivant termék (98), a 97 kiindulasi anyag
nem alakult at. Az alkilez6szer (68) adagolaskontrolljaval sem sikerilt a termék aranyokon
javitani, igy feldolgozas nélkul forditott fazisu flash kromatografia segitségével valasztottam el
a kétféle mono-, illetve a dialkilezett mellékterméket, igy 19%-os termeléssel izolaltam a 98
alkint. A termék (98) pontos szerkezetét *H, 13C NMR-rel és HMBC méréssel ellendriztem.

HOOC_ __NH;  NsCI: 1,5 M NaOH-oldat:
l Et,0; szobah.; 24 6ra

95

/
HOOC N., o ”Z
OH .
21 % -

I

H
H HATU, DIPEA, DMF, 68, K,CO; DMF, N.
szobah., 2 6ra P (o) Ns
szobah., 9 6ra
32
98
61% 19%

47. &bra: A 98 Ns-védett szarmazék eléallitasa az 32 piperidinbdl kiindulva

Ezt kovetéen a 98 savamid redukcidjat vizmentes THF-ban, LiAlIH4 jelenlétében
Kiséreltem meg, azonban 0 °C-on, illetve 50 °C-on sem alakult at a kiindulasi anyag (98) 1 és
24 6ra utdn. A masodik esetben 1 M-os boran-THF-oldattal kiséreltem meg az amidcsoport
redukcidjat, azonban szelektiven teljes konverzidval egy ismeretlen, 617 Da molekulatomegii

anyag keletkezett, amelynek szerkezetét eddig még nem sikerult megfejteniink.

LiAlH,, absz. THF,

0 °C (1 éra) > 50 °C (24 ora)
98 \%/ ,’”’
N H
Y

1 M BH3; — THF,
szobah., 24 6ra

48. dbra: A 98 alkin amidcsoportjanak redukciojara tett kisérletek
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Mivel a Ns-védScsoport jelenlétében az alkilezést csak alacsony termeléssel, a redukciot
pedig egyaltalan nem sikerllt megvalésitanom, igy harmadik probalkozasként
Boc-véddcsoportot alkalmaztam. Elsdként a 32 amint acileztem N-Boc-L-valinnal (33) HATU
és DIPEA jelenléteben (49. abra). A 34 savamid mellett melléktermeékként megjelent egy
diacilezett-szarmazék, amelyet forditott fazisi flash kromatografia segitsegével el tudtam
vélasztani a termektol (34). Ezt kovetden a 34 fenolszdrmazékot 8-bromokt-1-innel (68)
reagéltattam K>COs jelenlétében. A nyersterméket feldolgozés nélkil, forditott fazisu flash
kromatografia segitségével tisztitottam, igy 70%-0s termeléssel jutottam a 100 terminalis

acetilénhez.
H
OH HoOC._ _N. OH O\H//
Boc 6
/\‘/\ 68, K,CO3 DMF,
" 33 R o, szobah., 24 6ra - "
HATU, DIPEA, DMF,
H szobah., 2 6ra N H N H
32 O%:( “Boc O%:( “Boc
34 100
73% 70%

49. abra: A 32 piperidinbdl a 34 amid elddllitasa, majd alkilezése a 100 vegyuletté

Ezt kévetden a 100 savamid amidcsoportjanak redukcidjat kivantam elvégezni, azonban
egyik esetben sem jartam sikerrel. A 50. abran szereplé korulmények kozott, LiAlHs-del
vegeztem el eldszor a redukciot, azonban komplex termékelegy keletkezett, amelyben
HPLC-MS alapjan csupan nyomokban volt jelen a kivant 101 termék. A masik esetben 2 M-0s
boran—dimetil-szulfid absz. THF-os oldataval kiséreltem meg az amidcsoport redukcidjat,

azonban a keletkezett komplex termékelegyben nem volt kimutathat6é a 101 termék (50. abra).

LiAIH4 absz. THF, P
0 °C (1 6ra) — 50 °C (24 6ra) O\H//

6

10 /%\ ",
Ny
BH; - Me,S komplex (2M), absz. THF N.Boc
szobah., 24 6ra
101

50. abra: A 100 savamid amidcsoportjanak redukciojara tett kisérletek

A redukciora tett sikertelen prébalkozasok miatt védocsoport alkalmazasa nélkil is

megkiséreltem az amidcsoport redukciojat. A 100 savamidbol kiindulva elészor eltavolitottam
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a Boc-véddcsoportot TFA-val DKM-ban 3,5 ora alatt, majd a feldolgozast kovet6en forditott
fazisu flash kromatogréafia utan 56%-o0s termeléssel kaptam meg a 102 primer amint (51. &bra).
Az amidcsoport redukcidja soran azonban egyik esetben sem keletkezett a vart termék (103).
LiAlH4-et alkalmazva a kiindulasi anyag bomlaséat, mig boran-dimetil-szulfid komplexszel
komplex termékelegy keletkezését tapasztaltam.

O\H/ LiAIH, absz. THF, )
6 0 °C (1 6ra) — 50 °C (24 6ra)
TFA, DKM, /%\
0°C, 3,5 ¢ra “,, ta,,
100 W
N
NH

A

BH3 - Me,S (2M), absz. THF, NE‘/\NH2
0 °C (1 6ra) - szobah. (24 6ra)
102 103
56%
51. abra: A 100 Boc-véddcsoportjanak eltavolitasa, majd az amidcsoport redukcidja
Az amidcsoport sikertelen redukcidja miatt U szintézistervet dolgoztam ki, amely soran
elészor az L-valint (33) redukalom alkoholld (105) es egy j6 tdvozd csoport kialakitasat
kovetden N-alkilezéssel kapcsolom a 32 aminhoz. Els6 lépésként
klorhangyasav-izopropilészterrel (104) NMM jelenlétében az L-valinbol izopropilésztert
képeztem, majd a feldolgozast kovetdéen natrium-borohidriddel az észtert a 105 alkoholla
redukaltam. Az alkoholbol (105) szén-tetrabromid vagy N-brémszukcinimid segitsegével sem
keletkezett az el6allitani kivant alkil-halogenid (106, 107; A, B utvonal; 52. &bra),
tozil-kloriddal azonban sikerilt kialakitani a megfelel6 tdvozd csoportot (108, C atvonal). Ez
a vegyllet (108) azonban a reakcid, illetve a feldolgozas soran is bomlasnak indult, igy csak
alacsony hozammal, minddssze 3%-o0s termeléssel sikeriilt kinyernem a tiszta terméket (108).

A vegylletet bomlékonysaga miatt nem hasznaltam fel N-alkilezési reakcidban.

1) O
)J\ A utvonal
o cI” o CBry, PPhj THF,
H H szobah., 6 6ra
N 104 N ’ H
Boc” \:)J\OH Boc™ Y “OH X Boc/N\/\X
- NMM, vizm. THF, AN B utvonal A
33 -10 °C, 10 perc 105 NBS, PPh,, THF vagy DKM,
2) NaBH4 100% szobah., 6 6ra
10 °C. X= Cl (106) ---
10 °C, 10 perc Br (107)
. r
C uatvonal o
TsCl, piridin, Ts (108) 3%

szobah., 24 6ra

52. abra: Az L-valinol (105) eldallitasa, majd jobb tavozocsoport (Cl, Br, Ts) kialakitasa
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Az amidcsoport redukcidjanak kikertlésere az N-alkilezés mellett a masik lehetéség a
37 aldehid elballitasa és felhasznalasa reduktiv aminalési reakciéban. A 105 N-Boc-védett
L-valinolb6l kiindulva Dess-Martin-reagenssel, illetve kén-trioxid piridinnel alkotott
komplexével sem keletkezett a vart 37 aldehid (A, B utvonal, 53. &bra), mig
piridinium-dikromat (PDC) alkalmazasaval inert korilmények kodzott sikerllt szelektiven,
62%-os termeléssel eléallitanom a 37 aldehidet (C utvonal, 53. abra).

A utvonal
Dess-Martin-reagens, vizm. DKM,
0 °C (2 6ra) —» szobah. (24 6ra), argon

B utvonal
SOj - piridin, TEA,
DKM, 20 °C, 24 éra, argon H H
N
/X\ Boc” \:/go
105 ~_ /:\
C atvonal 37 A -
PDC, vizm. DKM, B ---
szobah., 24 6ra, argon C 62%

53. &bra: A 37 L-valinal eldallitasara tett kisérletek

A reduktiv aminalast el6szor NaBH3CN jelenlétében kiséreltem meg, amely soran
10%-o0s konverzidval, szelektiven keletkezett a vart 109 intermedier, azonban forditott fazisu
flash kromatografidval nem sikeriilt kinyernem a reakcioelegybdl (A Utvonal, 54. abra).
Natrium-triacetoxi-borohidrid jelenlétében, DKM-ban szintén 10%-0s konverzidval komplex
termékelegyhez jutottam (B utvonal, 54. bra). Inert korilmények kozaétt, vizmentes THF-ban
teljes konverzié mellett a vart 109 tercier amin volt a fétermék (C Utvonal, 54. abra). A
reakcioelegyet feldolgozas nélkul preparativ  HPLC segitségével tisztitottam és 22%-0s
termelést értem el. Ezt kovetéen 8-bromokt-1-innel (68), K.COs jelenlétében, DMF-ban
85 °C-on szelektiv O-alkilezéssel jutottam a 101 termindlis acetilénhez. A reakcidelegy
feldolgozasa, valamint a reduktiv aminalas optimalizalasa meg folyamatban van.

A utvonal OH
Na(CN)BH3, TFE,
szobah., 24 6ra
68, K,CO5, DMF,

T~ o, 85 °C, 48 6ra
32 + 37 - ~ 101
B atvonal “Boc
NaBH(OAc);, DKM vagy DKE,
60 °C, 24 ¢6ra
C utvonal 109 A 0%
NaBH(OAc)s,vizm. THF, B 0%
60 °C, 24 ¢ra, inert C 22%

54. abra: A reduktiv aminalas, majd a 109 fenol O-alkilezésének megvaldsitasa
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A szintézis kovetkez6 1épésében trifluorecetsavval eltavolitom a Boc-védécesoportot, majd a
111 karbonsavval acilezem a 110 primer amint HATU segitségével (55. dbra). A szintézis
utolsd lépéseként a fluoreszcens festéket (70) épitem be a molekulaba CuAAC Vi
Klikk-reakcioban réz(Il)szulfat-pentahidrat, valamint natrium-L-aszkorbat jelenlétében.

Tovabbi terveink kdzott szerepel a 113 JDTic fotoaktiv analogjanak eléallitasa is.

=
z
ST W
6
Hof.,,,
TFA 4, o)
101 —

N H
EKN

HN OH
HATU, DMF:viz 1:1, /:O/
NH, szobah. WH
(0]

110

o

S

70, CuSOy4 - 5 H,0, Sulfo-Cy5
/,,I’

natrium-L-aszkorbat,

(®)

DMF:viz 1:1, szobah.,

55. abra: A fluoreszcens JDTic ligandum (113) szintézisének befejezé 1épései

4.3. Biologiai méresek eredményei

Az elkészilt és analitikai vizsgalatokkal jellemzett fluoreszcens ligandumokrél a
Eurofins vallalat radioligand-alapu kotédési vizsgalatokat végzett a kivant fehérjéken, és
meghatarozta a vegyiiletek kotédési allandoit. Az 55 fluoreszcens OX;: ligandum csupan
kozepes kotédési értékekkel rendelkezik az adott receptoron a 14 ACT-462206 referencia
vegyllethez képest (5. tblazat, 1-2.sor). Feltételezésiink szerint a linker optimalizalasa, azaz
egy hidrofilebb PEG-szarmazék linkerként torténé alkalmazasa javithat a K értéken. Ezenkivil
terveink kozott szerepel az eddig modositott 14 ligandumhoz képest jobb kotddési értékekkel
rendelkez6 suvorexant (12, 8. &bra, 15. oldal) fluoreszcens szarmazékanak elballitasa is (5.
tablazat, 3. sor). A D1 dopamin receptorhoz kotdd6 fluoreszcens ligandumok koziil rendkiviil
jo kotédési értékkel rendelkezik a 90 fluoreszcens szarmazék (5. tablazat, 4. sor), mig a 64
fotoaktiv fluoreszcens ligandum jo, a 61 fluoreszcens ligandum kdzepes erésségli kotodést

mutatott a 30 SKF-83959 referencia vegyilethez képest (5. tablazat, 5-7. sor).

il réz(1)-katalizalt azid—alkin cikloaddicio (copper-catalysed azide—alkyne cycloaddition)
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5. tablazat: Az Eurofins vallalat altal meghatarozott K; és ICso értékek

Sorszdm | Receptor | Vegyiulet szdma Faj Ki [nM] ICs0 [NM]
1. 95 267 292
2. OX1 14 (ref.) ember 60 30
3. 12 0,35 50
4. 90 8,3 21
5. 64 72 179
D:DR ember
6. 61 300 300
7. 30 (ref.) 0,3

A fluoreszcens 61 molekulardl a KOKI Molekularis Neurobiologiai Laboratoriuma
konfokalis fluoreszcens mikroszkopos felvételeket is készitett N-terminalison HA-taggel jelolt
D1 receptorral tranziensen transzfektalt HEK293 sejtvonalon. A felvételeken lathaté a HA-tagre
specifikus antitest zold jelolése, amely a D1 dopamin receptorokat mutatja. Ez egybeesik a
fluoreszcens ligandum sarga jelolésével az adott koncentracioban, amely alatamasztja a 61
specifikus D:DR jel6lését és a megmaradt affinitast. A 61 fluoreszcens ligandum mutatta a
legkisebb affinitast a radioligand alapu kotddési vizsgalatok soran (5. tablazat), igy a tovabbi

fluoreszcens D:DR ligandumoktol is hasonlé eredmeényt varunk.

a) Anti-HAimmunfestés b) 100 nM 61, 20 perc, 4°C c) Osszevont kép

56. abra: A KOKI Molekularis Neurobioldgiai Laboratoriuma altal készitett
konfokalis fluoreszcens mikroszkdpos felvételek
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5. KISERLETI RESZ
5.1. A dokkolas soran alkalmazott vizsgalati modszerek
A szerkezeti elemzéshez a GPCRdb (G protein-coupled receptor database) adatbazisban
rendelkezésre all6 szerkezeteket hasznaltuk fel (6. tablazat).
6. tablazat: A human OXz1, D:DR és KOR kristalyszerkezetei

PDB Felbontas

Sorszam Fehérje Ligandum Hivatkozas®®94105

kod [A]
Rappas, M.; Ali, A.A.E. et al,
1. OX1 ACT-462206 (14) 6TP4 3,010 J. Med. Chem., 2020, 63,
1528-1543.
Xiao, P.; Yan, W. et al, Cell,
2. D:DR SKF-83959 (30) 7CRH 3,300 2021 184, 943956,
3 KOR  JDTic(113)  6vi4 3300  one T. English, J. etal, Nat.

Commun., 2020, 11, 1145.

A D:DR és az altalunk vizsgalni kivant SKF-83566 ligandum (114) haromdimenzios
szerkezetét eddig még nem hataroztdk meg, igy szerkezeti hasonlosag alapjan a 7CRH fehérje

SKF83959 ligandummal (115) képzett komplexét vettiik a szamolasaink alapjaul (57. abra).
cl

S0 00
. .

114 115

57. abra: Az SKF-83959 (114) és az SKF-83566 (115) ligandum szerkezeti képlete

Egy szerkezet alapi modellezési feladat sikeres végrehajtasa nem csak megfeleld
szamitasi kapacitast és megbizhatdan miik6dd programot igényel, hanem pontos kiindulasi
molekulaszerkezeteket is. Még nagy felbontasu szerkezetek esetén is szilkség van a fehérje
elokészitésére: hidnyzo hidrogének potlasa, helytelen térszerkezetii oldallancok kiigazitasa
vagy bizonyos protondlt allapotok modositasa. Ennek érdekében elsdként elvégeztem a fehérje
szerkezetének el6készitését a Schrodinger Maestro Protein Preparation, majd a Minimization
Macromodel segédprogramjainak  segitségével. A ligandumok dokkoladsdhoz 3D
molekulaszerkezetekre volt sziikségem, amelyhez a Schrddinger Ligprep programjat
alkalmaztam (pH: 7+2). A LigPrep a 2D molekulaszerkezetekb61 gyors és hatékony eljaréssal
valodi 3D szerkezeteket épit fel, amely soran képes figyelembe venni a tautomerizaciobdl,
ionizaciobol ¢és sztereokémiai centrumokbdl szdrmazd varidcidkat is. Az eldkészitett

fehérjeszerkezetbol készitettem el a gridet (Schrodinger Maestro Receptor Grid Generation;
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grid box mérete: 36x36x36 A (6TP4); 20x20x20 A (7CRH)), majd ebbe a szerkezetbe

dokkoltam bele a vizsgalni kivant szerkezeteket.

5.2. A szintézisek soran alkalmazott vizsgalati mdédszerek

Kiindulasi anyagként kereskedelmi forgalombdl beszerezheté vagy a bemutatott
reakcidutak alapjan el6allitott anyagokat hasznaltam. A vékonyréteg-kromatografias
vizsgalatokhoz Merck Kieselgel 60 Fas4 lapot hasznaltam, a VRK lapok kiértékelését 254 nm
hulldmhossz( fény segitségével végeztem UV-lAmpa alkalmazasaval. A kromatografias
tisztitdsokat Teledyne ISCO CombiFlash Rf200 UV / VIS késziilékkel végeztem. A tisztitdshoz
eluensként hexan—etil-acetat, illetve acetonitril-viz eluenskeverékeket, all6fazisként 25-40 um
szemcseméretii flash szilikagélt alkalmaztam. A folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometrias (HPLC-MS) méréseket Shimadzu LCMS-2020 tipust készllekkel
vegeztem el 50-1000 m/z tartomanyban, amely Reprospher 100 C18-DE (5 um; 100 x 3mm)
oszlopot, pozitiv és negativ kettds ionforrast (DUIS+) és kvadrupol MS analizatort tartalmaz.
A gradiens elicio soran 0,01% hangyasavat tartalmaz6 HPLC viz: HPLC acetonitril elegyet
alkalmaztam mozgdfazisként. Az NMR méreseket Unity Inova 300 MHz tipusu késziléken
vettem fel vagy Varian 500 (500 MHz) spektrométerrel keszitették el a témavezetGim,
tetrametil-szilan bels6 standard alkalmazasaval deuterodimetil-szulfoxid, deuterokloroform
vagy deuteroacetonitril olddszerekben. A kémiai eltolodas értékeket (&) ppm-ben, mig a
csatolasi allandokat (J) Hz-ben tuntetem fel. A kémiai eltolddasokat a megfeleld deuteralt
olddszer, hidrogén jeléhez igazitottam. A *H NMR spektrumok leirasanal a kovetkezd
jeloléseket hasznaltam a multiplicitas jeldlésére: s: szingulett, d: dublett, t: triplett, g: kvartett,
m: multiplett, br: kiszélesedett jel. Bizonyos vegyuletek analitikai vizsgalata még folyamatban
van. A nagyfelbontast tomegspektrometrias méréseket Sciex TripleTOF 5600+ tipusu
DuoSpray ionforassal felszerelt nagyfelbontasd témegspektrométerrel (AB Sciex, CA, USA) a
TTK Szerkezetkutatdé Kdzpont MS Metabolomika Kutatélaboratoriumaban végezték el. A
mintakat acetonitrilben oldottak, majd a folyamatos eluensaramba direkt injektalassal juttattak
be. Az ionizacié pozitiv ESI (electrospray/elektroporlasztasos ionizacid) modban tortént, a
toltott részecskek szétvalasztasa kvadrupol — repiilési id6 hibrid analizatorral valosult meg. A
vizsgalatot és Kiértékelést TOF-MS modban végezték el, a detektdlas MCP (multi-channel
plate) detektorral tortént. Az ismert vegyiiletek esetén *H NMR adatokat kozIok. A még nem
publikalt vegyiiletek esetén *H és 13C NMR, illetve HRMS adatokat mutatok be.
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5.3. A szintetikus munkahoz tartozé receptek és analitikai vizsgalatok

5.3.1. A fluoreszcens ACT-462206 ligandum szintézise
5.3.1.1. ((4-Metoxifenil)szulfonil)- L-prolin (65)

COOH Az L-prolint (24; 3,5 mmol; 403 mg) feloldottam néatrium-karbonétot
Q (445 mg; 4,2 mmol) tartalmazo vizben (10 ml), majd az oldathoz jeges-

\

o)
o”sz vizes hiités kozben 4 részletben, 1 O6ra alatt hozzdadtam a 4-

metoxibenzolszulfonil-kloridot (22; 4,2 mmol; 868 mg). Az elegyet 24

o— Orén keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem, majd az igy kapott
szuszpenziot 10 ml 1 M-os sésavval tovabbi 24 6rét kevertettem. Ezt kovetden az
elegyet 4 x 5 ml etil-acetattal extrahaltam. A szerves fazist natrium-szulfaton
szaritottam, majd szlirés utdn beparoltam. A nyersterméket forditott fazisu flash

kromatogréafiaval tisztitottam (viz—MeCN; 0,01% hangyasav).
Termelés: 455 mg (46%), fehér olajos anyag.

'H NMR (300 MHz; CDCls) & 8,52 (s; 1H): 7,85 — 7,79 (m; 2H); 7,05 — 6,89 (tt; 2H);
4,61 (ddd; J = 11,3; 7,7; 3,5 Hz; 1H); 4,24 (dd; J = 8,2; 3,6 Hz, 1H); 3,83 — 3,76 (m,
1H); 3,61 (dt; J =9,9; 5,5 Hz; 1H); 3,50 (ddd; J = 9,8; 6,8; 4,2 Hz; 1H); 3,38 (dg; J =
6,6; 3,8; 3,2 Hz; 1H); 3,24 (m; 1H); 2,43 — 1,36 (m; 3H).1%

3C NMR (75 MHz; CDCly) & 175,4; 163,4; 129,8; 129,1; 114,5; 59,0; 55,7; 48,9; 30,7;
24,7.1%

HRMS[M + H]%.., = 286,0749; HRMS[M + H]? 4o = 286,0749.
C1,H;5NOsS

5.3.1.2. (S)-N-(3-Hidroxi-5-metilfenil)-1-((4-metoxifenil)szulfonil)pirrolidin-2-karbox-

amid (67)

oH A 3-amino-5-metilfenolt (66; 1,33 mmol; 164 mg), a ((4-
HN metoxifenil)szulfonil)-L-prolint (65; 1,596 mmol; 455 mg) és az
m EDC - HCI-t (1,729 mmol; 331 mg) feloldottam 10 ml
O:I‘S;O ° diklormetanban, majd 2 6rat szobahdmérsékleten kevertettem.
Ezt kovetéen 10 ml 1,5 M-0s s0savat adtam az elegyhez, és 3 x
10 ml etil-acetattal extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist

Oo—

natrium-szulfaton szaritottam, majd sztirés utan bepéaroltam. A

nyersterméket normal fazisu flash kromatogréafiaval tisztitottam (hexan—EtOAc).

Termelés: 252 mg (49 %), sarga kristalyok, op. 77-80 °C (hexan—EtOAc).
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'H NMR (300 MHz; CDCls) § 8,77 (s; 1H); 7,90 (br; 1H); 7,79 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 7,60
(s; 1H); 7,01 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 6,58 (s; 1H); 6,47 (s; 1H); 4,17 (m; 1H); 4,10 (q; J =
7,1 Hz; 1H); 3,87 (s; 3H); 3,60 (ddd; J = 10,4; 6,6; 3,7 Hz; 1H); 3,25 (dt; J =9,9; 7,5
Hz; 1H); 2,26 (s; 3H); 2,04 (s; 1H); 1,83 — 1,59 (m; 3H).

13C NMR (75 MHz; CDCls) § 171,0; 169,8; 163,4; 156,9; 139,7; 137,5; 129,8; 126,6;
114,40; 111,7; 104,1, 62,7, 55,4; 49,9; 29,8; 24,2; 21,0.

HRMS[M + H]# . = 391,1327; HRMS[M + H]? 4 crore = 391,1327.

mért

C19H22N, 055
5.3.1.3. (S)-1-((4-Metoxifenil)szulfonil)-N-(3-metil-5-(okt-7-in-1-iloxo)fenil)-pirrolidin-2-
karboxamid (69)

Osszemértem dimetilformamidban (4 ml) a 67 L-prolin
o +|/ szarmazékot (0,30 mmol, 117 mg), a kalium-karbonatot
6

o
m (0,90 mmol; 124 mg) és a 8-bromokt-1-int (68; 0,45 mmol,;

N HN
o _§=0 71 ul). Az elegyet 2 6ran keresztil 60 °C-on kevertettem.

Ezt kovetben hozzdadtam 15 ml vizet, és 3 x 15 ml etil-
acetattal extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist 15 mi
telitett natrium-klorid oldattal mostam, natrium-szulfaton
szaritottam, majd sziirés utan beparoltam. A nyersterméket forditott fazisu flash

kromatogréafiaval tisztitottam (viz—MeCN; 0,01% hangyasav).

Termelés: 60 mg (40%), sarga olaj.

!H NMR (300 MHz; CDCls) § 8,69 (s; 1H); 7,81 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 7,11 (s; 1H); 7,02
(d; 3 =8,9 Hz; 2H); 6,90 (s; 1H); 6,50 (s; 1H); 4,14 (dd; J = 8,7; 2,7 Hz; 1H); 3,94 (t; J
= 6,4 Hz; 2H); 3,88 (s; 3H); 3,60 (ddd; J = 10,3; 7,1; 3,3 Hz; 1H); 3,23 (td; J =9,7; 6,7
Hz; 1H); 2,34 (dd; J = 6,2; 3,1 Hz; 1H); 2,29 (s; 3H); 2,20 (td; J = 6,8; 2,6 Hz; 2H); 1,94
(t; J=2,6 Hz; 1H); 1,84 — 1,40 (m; 11H).

13C NMR (75 MHz; CDCls) § 169,1; 163,8; 159,7; 139,9; 138,4; 130,1; 127,3; 114,7;
112,9; 112,2; 103,2; 84,7, 68,3; 67,9; 63,1, 55,8; 50,2; 29,8; 29,3; 28,6, 28,5; 25,7, 24,6;
21,7; 18,5.

HRMS[M + H]? ¢, = 499,2260; HRMS[M + H]?, 4 core = 499,2266.
C27H34NZOSS
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5.3.1.4. (E)-2-((2E,4E)-5-(1-(6-((3-(4-(6-(3-((S)-1-((4-Metoxifenil)szulfonil)-pirrolidin-2-
karboxamido)-5-metilfenoxi)hexil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propil)-amino)-6-oxohe-
xil)-3,3-dimetil-5-szulfo-3H-indol-1-ium-2-il)penta-2,4-dien-1-ilidén)-1,3,3-trimetil-
indolin-5-szulfonat (55)

SO;H

Dimetilformamid és viz 1:1 aranyu elegyében (1 ml) 6sszemertem a 69 karboxamidot
(0,0265 mmol; 13 mg), a réz-szulfat-pentahidratot (0,1590 mmol; 33 mg), a natrium-L-
aszkorbatot (0,3180 mmol; 52 mg), valamint a szulfo-cianin-5-azid festéket (70; 0,0292
mmol; 22 mg), majd 24 Oran at kevertettem szobahémérsékleten. A reakcidelegyet
tovabbi feldolgozas nélkil tisztitottam preparativ HPLC segitsegével (viz—MeCN;

0,01% hangyasav). A megfeleld frakciokat liofilizalassal oldoszermentesitettem.

Termelés: 5,5 mg (17%), sotétkék kristalyok.

'H NMR (500 MHz; MeCN-d3) § 8,08 (t; J = 13,2 Hz; 2H); 7,81 (d; J = 1,6 Hz; 3H);
7,80 — 7,75 (m; 4H); 7,59 (s; 1H); 7,22 (dd; J = 8,3; 1,9 Hz; 2H); 7,10 — 7,06 (m; 2H);
6,99 (s; 1H); 6,89 (s; 1H); 6,53 (t; J = 12,4 Hz; 2H); 6,49 (s; 1H); 6,19 (t; J = 14,0 Hz;
2H); 5,35 — 5,33 (m; 1H); 4,27 (t; J = 7,0 Hz; 2H); 4,08 (dd; J = 8,4; 4,4 Hz; 2H); 3,97
(t; J=7,4 Hz; 2H); 3,90 (t; J = 6,6 Hz; 2H); 3,83 (s; 3H); 3,25 — 3,18 (m; 2H); 3,06 (t;
J=6,7 Hz; 2H); 2,62 (d; J = 7,6 Hz; 2H); 2,23 (s; 3H); 2,13 - 2,06 (m; 4H); 1,89 — 1,68
(m; 4H); 1,66 (s; 15H); 1,63 — 1,50 (s; 1H); 1,45 — 1,31 (m; 5H); 1,30 — 1,23 (m; 6H);
0,84 (t; J =6,5Hz; 1H).

HRMS[M + H]} ¢, = 1223,4974; HRMS[M + H]Z 4000 = 1223,4979.
M M
HRMS[— + Hlre = 612,2523; HRMS[— + H]dsmitone = 612,2568,  aholz = 2

C62 H78 N8012S3
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5.3.2. A fotoaktiv fluoreszcens ACT-462206 ligandum szintézise
5.3.2.1. 3-Jod-propionitril (74)
3-Brém-propionitrilt (72; 1,7 mmol; 141 pl) feloldottam acetonban (7
I ml), majd hozzdadtam a natrium-jodidot (25,5 mmol; 3,82 g). A
heterogén reakcioelegyet 2 6ran keresztll, 100 °C-on mikrohullamia korulmények

N

kozott kevertettem, majd leszlirtem és beparoltam. Ezt kdvetéen hozzaadtam 15 ml
vizet, és 3 x 15 ml dietil-éterrel extrahaltam. A szerves fazist 15 ml telitett natrium-

klorid oldattal mostam, natrium-szulfaton szaritottam, majd sziirés utan beparoltam.
Termelés: 173 mg (56%), s6tétbarna olaj.

'H NMR (300 MHz; CDCls) & 3,28 (t; J = 7,0 Hz; 2H); 3,01 (t; J = 7,0 Hz; 2H).1%’
C3H,NI

5.3.3. A fluoreszcens SKF-83566 ligandum szintézise
5.3.3.1. 2-(4-Nitrofenil)oxiran (25)

A 2-brom-1-(4-nitrofenil)etan-1-ont (78; 25,50 mmol; 5,003 g) feloldottam

o
metanolban (100 ml), és jeges hiités kozben tobb részletben hozzaadtam a
natrium-borohidridet (28,05 mmol; 0,853 g). A reakcidelegyet
szobahOmérsékleten 3 oraig kevertettem, majd hozzaadtam a kélium-
NO,

karbonatot (28,05 mmol; 3,117 g), és 24 oran keresztul szintén
szobahdmérsékleten kevertettem. Ezt kovetden hozzaadtam 100 ml vizet, és 3 x 50 ml
dietil-éterrel extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist 50 ml telitett natrium-karbonat

oldattal mostam, natrium-szulfaton szaritottam.
Termelés: 3,130 g (92%), tortfehér kristalyok, op. 73-74°C (dietil-éter).

'H NMR (500 MHz; CDCls) & 8,21 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 7,45 (d; J = 8,7 Hz; 2H); 3,96
(dd; J = 4,1; 2,5 Hz; 1H); 3,23 (dd; J = 5,5; 4,1 Hz; 1H); 2,78 (dd; J = 5,5; 2,5 Hz;
1H).108

13C NMR (75 MHz; CDCls) & 147,9; 145,4; 126,4; 123,9; 51,8; 51,6.8

HRMS[M + H]} .. = 166,0498; HRMS[M + H]} 4 iore = 166,0504
CgH, NSO,
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5.3.3.2. A 2-((4-Metoxifenetil)amino)-1-(4-nitrofenil)etan-1-ol (27)
oH A 25 oxiranhoz (18,85 mmol; 3,113 mg)
H hozzaadtam a 2-(4-metoxifenil)etanamint (26;
/©)\/ \/\©\ _ 28,28 mmol; 4,147 ml). Argon atmoszféra alatt
NO: © 100 °C-on kevertettem 3 ran &t. Ezt kovetéen

elddrzsdltem 30 ml dietil-éterben, majd jeges hiités mellett kevertettem 1 6réat. A kivalt

kristalyokat sziirtem, majd 4 x 20 ml dietil-éterrel mostam.
Termelés: 4,902 g (82%), fehér kristalyok, op. 107-108 °C (dietil-éter).

H NMR (500 MHz; CDCls) & 8,19 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 7,52 (d; J = 8,7 Hz; 2H); 7,11
(d; J = 8,6 Hz; 2H); 6,85 (d; J = 8,6 Hz; 2H); 4,73 (dd; J = 9,1; 3,7 Hz; 1H); 3,79 (s;
3H); 2,98 — 2,91 (m; 2H); 2,86 (dt; J = 11,6; 6,8 Hz; 1H); 2,75 (dd; J = 6,8; 3,4 Hz; 2H);
2,61 (dd; J =12,3; 9,2 Hz; 1H).

13C NMR (75 MHz; CDCls) § 158,3; 150,3; 147,4; 131,5; 129,7; 126,6; 123,7; 114,1;
70,7; 56,7; 55,4; 50,7; 35,6;

HRMS[M + H]e.. = 317,1495; HRMS[M + H]}4 o eore = 317,1501
C17H2oN204

5.3.3.3. 8-Metoxi-1-(4-nitrofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin (28)
A polifoszforsavat (3,50 g) felmelegitettem 90 °C-ra, majd ehhez
o O NH adagoltam hozza a 27 vegyiletet (11,3 mmol; 3,575 g) kis
I mennyiseégekben. Két oran keresztil kevertettem 90 °C-on, majd
O Ovatosan hozzacsepegtettem 50 ml vizet és 40 m/m%-os NaOH
NO, oldattal beallitottam a pH-t 10-11 kdzé. Az igy kapott vizes oldatot
3 x 30 ml diklérmetannal extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist
30 ml vizzel és 30 ml telitett NaCl oldattal mostam, majd natrium-szulfaton szaritottam,
szlirtem és beparoltam. A kovetkezo szintetikus 1épésben tisztitas nélkiil hasznaltam fel.

Termelés: 2,36 g (70%), sotétbarna olaj.

'H NMR (300 MHz; CDCls) & 8,18 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 7,34 (d; J = 4,1 Hz; 2H); 7,08
(d; J =8,2 Hz; 1H); 6,70 (dd; J = 8,2; 2,7 Hz; 1H); 6,29 (d; J = 2,6 Hz; 1H); 4,36 (d; J
= 7,6 Hz; 1H); 3,71 (s; 3H); 3,13 (dd; J =12,4; 7,8 Hz; 1H); 2,99 — 2,90 (m; 2H); 2,79
—2,73 (m; 1H); 2,71 — 2,62 (m; 1H); 2,53 (dd; J = 11,0; 8,8 Hz; 1H); 2,40 (s; 3H).
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13C NMR (75 MHz; CDCls) § 158,3; 150,5; 146,6; 143,8; 133,5; 131,1; 129,3; 123,8;
115,7; 110,9; 61,9; 57,8; 55,3; 50,4; 48,0; 35,4.

HRMS[M + H]. = 313,1546; HRMS[M + H]}, = 313,1552

szamitott
C18 I_120 N2 03

5.3.3.4. 8-Metoxi-3-metil-1-(4-nitrofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin (80)
A tetrahidro-1H-benzo[d]azepint (28; 6,5 mmol; 1,94 g)
O N— feloldottam metanolban (20 ml), majd hozzaadtam 0,620 ml 35
(|) m/m%-os formaldehid oldatot (7,8 mmol) és 2,459 g natrium-
O ciano-borohidridet (65 mmol). A reakcidelegyet 2 6ran keresztiil
NO, szobahdmérsékleten kevertettem, majd 20 ml vizet adtam hozza,
és 3 x 30 ml etil-acetattal extrahaltam. Az egyesitett szerves
fazist 20 ml telitett natrium-klorid oldattal mostam, natrium-szulfaton szaritottam,
sztirtem és beparoltam. A nyersterméket forditott fazisu flash kromatogréafia

segitségével tisztitottam (viz—MeCN; 0,01% hangyasav).
Termelés: 1,320 g (65%), stétbarna olaj.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,17 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 7,42 (d; J = 8,7 Hz; 2H);
7,10 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 6,74 (dd; J = 8,2; 2,7 Hz; 1H); 6,49 (s; 1H); 4,42 (d; J = 6;8
Hz; 1H); 3,67 (s; 3H); 3,28 (m; 1H); 2,74 (dd; J = 14,8; 7,8 Hz; 1H); 2,66 (d; J = 12,7
Hz; 1H); 2,60 — 2,52 (m; 2H); 2,38 — 2,29 (m; 1H); 2,27 (s; 3H).

HRMS[M + H] e = 299,1397; HRMS[M + H]} 4o = 299,1317

C171_1181\]203
5.3.3.5. 7-Brom-8-metoxi-3-metil-1-(4-nitrofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin
(81)
Br A tetrahidro-1H-benzo[d]azepint (80; 2,45 mmol; 765 mg)
o Q N feloldottam metanolban (25 ml), majd hozzaadtam a piridinium-
I perbromidot (6,13 mmol; 1,96 g), és forraltam 24 éran keresztul.
O Ezt kovetden az elegyhez hozzaadtam 15 ml vizet, majd 3 x 30
NO, ml etil-acetattal extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist 20 ml

telitett natrium-klorid oldattal és 20 ml vizzel mostam, natrium-
szulfaton széritottam, majd beparoltam. A nyersterméket normal fazisa flash

kromatogréafiaval tisztitottam (hexan-EtOAC).

Termelés: 345 mg (36%), barna olaj.
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'H NMR (300 MHz; CDCls) & 8,19 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 7,34 (s; 1H); 7,33 (d; J = 8,8
Hz; 2H); 6,35 (s; 1H); 4,34 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 3,72 (s; 3H); 3,19 (dd; J = 12,6; 7,4 Hz,
1H); 2,99 — 2,85 (m; 2H); 2,82 — 2,62 (m; 1H); 2,57 (t; J = 5,1 Hz; 2H); 2,39 (s; 3H).

13C NMR (75 MHz; CDCls) § 154,4; 150,0; 146,6; 142,8; 135,0; 134,7; 129,1; 123,8;
113,4: 109,5; 61,4; 57,4; 56,3; 50,5:; 48,0; 35,1.

HRMS[M + H]

e = 391,0651; HRMS[M + H]? 4itore = 391,0657

5.3.3.6. 4-(8-Metoxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-1-il)anilin (82)

H,N

A 81 tetrahidro-1H-benzo[d]azepint (0,53 mmol; 207 mg)
feloldottam 10 ml etil-acetatban, majd hozzaadtam az on(ll)-
klorid-dihidratot (2,65 mmol; 502 mg) és 5 draig 60 °C-on
kevertettem. Ezt kovetben az elegyet 2 X 5 ml 5 m/m%-os
natrium-karbonattal, az egyesitett vizes fazist 3 x 10 ml etil-

acetattal, az egyesitett szerves fazist pedig 10 ml telitett natrium-

kloriddal és 10 ml vizzel extrahdltam. A nyerstermék nem igényelt tovabbi tisztitast.

Termelés: 132 mg (69%), s6tétbarna olaj.

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 7,20 (s; 1H); 6,94 (d; J = 7,9 Hz; 2H); 6,68 (d; J = 8,0
Hz; 2H); 6,37 (s; 1H); 4,16 (d; J=8,9 Hz; 1H); 3,63 (br; 2H); 3,07 (d; J = 12,3 Hz; 2H);
2,88 (m; 1H); 2,73 (dd; J = 14,7; 7,2 Hz; 2H); 2,38 (s; 3H); 2,30 (t; J = 11,2 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 154,2; 145,5; 145,1; 134,3; 133,8; 132,1; 129,2; 115,5;
112,9; 108,5; 62,7; 56,8; 56,1; 48,1, 47,1; 34,3.

C,gH,,BrN,0

5.3.3.7. 5-(4-Aminofenil)-8-brom-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (30)

Br.

HO

®
CJ

NH,

N—

A 82 anilint (0,287 mmol; 104 mg) vizmentes diklGrmetanban
(2 ml) feloldottam, majd Ovatosan hozzéacsepegtettem a bor-
triboromid 1 M-os diklérmetanos oldatat (1,148 mmol; 1,15
ml) -78 °C-on argon atmoszféra alatt. Az elegyet 1 déra utan
felengedtem szobahémérsékletre és 3 oOran  keresztil

kevertettem. Ezt kovetden az elegyet jeges hiités mellett 15 ml

vizzel megbontottam, majd 20 ml telitett natrium-hidrogén-karbonat oldatot adtam
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hozza. Az elegyet 3 x 10 ml etil-acetéattal extrahaltam, majd az egyesitett szerves fazist
10 ml telitett natrium-klorid oldattal, és 10 ml vizzel mostam, natrium-szulfaton
szaritottam, sziirtem és beparoltam. A kovetkezé szintetikus 1épésben tovabbi tisztitas
nélkil hasznaltam fel.

Termelés: 70,8 mg (71%), vilagosbarna olaj.

'H NMR (300 MHz; DMSO-ds) & 7,20 (s; 1H); 6,94 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 6,68 (d; J =
8,0 Hz; 2H); 6,37 (s; 1H); 4,17 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 3,64 (br, 2H); 3,08 (d; J = 12,5 Hz;
2H); 2,91 (m; 1H); 2,81 — 2,63 (m; 2H); 2,38 (s; 3H); 2,34 (m, 1H).

13C NMR (75 MHz; DMSO-ds) 6 151,9; 146,9; 146,2; 133,3; 132,7; 129,9; 128,6; 116,4;
114,1: 105,6; 62,8; 56,9: 47,6; 47,0; 33,8.

HRMS[M + H]}c.c = 347,0753; HRMS[M + H]} (o = 347,0759
C,,H,oBrN,0

5.3.3.8. (9H-Fluorén-9-il)metil(6-((4-(7-brom-8-hidroxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-ben-

zo[d]azepin-1-il)fenil)amino)-6-oxohexil)karbamat (84)

Br A 83 karbonsavat (0,222 mmol; 79 mg), a HATU-t
O N— (0,222 mmol; 84 mg), valamint a DIPEA-t (0,606

HO mmol; 106 ul) feloldottam dimetilformamidban (5 ml),
O és 10 percig jeges hiités alatt kevertettem. Ezt kdvetéen

™ y a 30 anilin (0,202 mmol; 70 mg) dimetilformamidos
Z]/\H;N\Fmoc oldatahoz (5 ml) jeges hiités kozben lassan

hozzécsepegtettem a karbonsavat is tartalmazo oldatot.
A reakcioelegyet 2 oOran keresztiil szobahémérsékleten kevertettem, majd tovabbi
feldolgozas nélkul forditott fazis flash kromatogréafiaval tisztitottam (viz—MeCN;

0,01% hangyasav).
Termelés: 60 mg (44%), sarga olaj.

MS[M + H] se = 683; MS[M + H]{,mitore = 683
C3gH4oBrN;0,
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5.3.3.9. 6-Amino-N-(4-(7-brém-8-hidroxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]-azepin-1-
il)fenil)hexanamid (85)

Br Az Fmoc-védett amint (84; 0,084 mmol; 57 mg)

"o O N— feloldottam dimetilformamidban (1,5 ml), és piperidint

(365 pl) adtam hozza, majd szobahdmérsékleten 1 Oran at

O kevertettem. Ezt kovetéen tovabbi feldolgozas nélkiil

HN forditott fazisi flash kromatografiaval tisztitottam (viz—
WNHZ MeCN; 0,01% hangyasav).

o)

Termelés: 10 mg (26%), sarga olaj.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9,97 (br; 1H); 7,57 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,23 (s; 1H);
7,07 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,31 (s; 1H); 4,14 (t; J = 4,8 Hz; 1H); 2,87 — 2,78 (m, 4H);
2,65 (d; J = 11,5 Hz; 2H); 2,54 (s; 1H); 2,31 (t, J = 7,2 Hz; 2H); 2,26 (s; 3H); 1,65 —
1,51 (m; 5H); 1,34 (s; 3H).

HMBC (keresztcsucsok): 7,57—(137,9; 119,6); 7,23—(152,6; 145,6; 106,3; 34,5); 7,07—

(137,9; 128,7; 48,6); 6,31-(133,7; 106,3); 2,54-(42,4; 40,1); 2,31-(171,55); 2,26—
(57,43; 62,7).

5.3.3.10. (E)-2-((2E,4E)-5-(1-(6-((6-((4-(7-Brom-8-hidroxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-
benzo[d]azepin-1-il)fenil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)-3,3-dimetil-5-szul-
fo-3H-indol-1-ium-2-il)penta-2,4-dien-1-ilidén)-1,3,3-trimetilindolin-5-szulfonat
(61)
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Az amint (85; 0,02 mmol; 9 mg) feloldottam dimetilszulfoxidban (500 ul), majd
hozzaadtam a DIPEA-t (0,06 mmol; 10 ul) és a szulfo-cianin-5-NHS-észter festéket (86;
0,02 mmol; 16 mg). A reakcidelegyet 2 6ran keresztiil szobahémérsékleten kevertettem,
és tovabbi feldolgozas nélkil preparativ HPLC segitségével tisztitottam (viz—MeCN;
0,01% hangyasav).

Termelés: 8 mg (38 %), sotétkek kristalyok.

'H NMR (500 MHz, MeCN-ds) & 8,40 (s; 1H); 8,09 (t; J = 13,1 Hz; 2H); 7,82 (s; 2H);
7,79 (dd; J = 8,3; 3,1 Hz; 2H); 7,48 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,30 (s; 1H); 7,21 (s; 2H); 7,20
(s; 1H); 7,07 (d; J = 8,3 Hz; 2H), 6,54 (t; J = 12,5 Hz; 1H); 6,25 (s; 1H); 6,20 (dd; J =
13,8; 7,1 Hz; 2H); 5,33 (br; 1H); 4,79 (s; 1H); 4,71 (s; 1H); 4,16 (d; J = 5,9 Hz; 1H);
3,96 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 3,88 (s; 1H); 3,51 (s; 3H); 2,92 — 2,88 (m; 2H); 2,71 — 2,66 (m;
2H); 2,30 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,26 (s; 1H); 2,24 (s; 3H); 2,08 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 1,73
(t; J=7,7Hz; 1H); 1,67 (s; 12H); 1,60 (dt; J = 19,0; 7,5 Hz; 2H); 1,41 (d; J = 8,5 Hz;
2H), 1,37 — 1,26 (m; 4H), 1,25 (s; 2H).

HRMS[> + Hfere = 542,6815; HRMS[Z + H]dmivore = 542,6821,ahol z = 2
C55H66NSO9SZ

5.3.4. A fluoreszcens SKF-83566 ligandum szintézise soran az alternativ
utvonalakhoz tartozé vegyuletek

5.3.4.1. 3-Metil-5-(4-nitrofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (87)

A 80 metoxiszarmazékot (0,977 mmol; 305 mg) feloldottam

O N— vizmentes diklérmetanban (10 ml), majd dvatosan

HO hozzéacsepegtettem a bor-tribromid 1 M-os diklérmetanos

O oldatat (3,91 mmol; 4,9 ml) -78 °C-on argon atmoszféra alatt.

NO, Az elegyet 1 ora utan felengedtem szobahdmérsékletre, és meg

20 oran keresztiil kevertettem. Ezt kovetden az elegyet jeges

hiités mellett 15 ml vizzel megbontottam, majd 20 ml telitett natrium-hidrogén-karbonéat

oldatot adtam hozza. Az elegyet 3 x 10 ml etil-acetattal extrahaltam, majd az egyesitett

szerves fazist 2 x 10 ml telitett natrium-klorid oldattal és 10 ml vizzel mostam, natrium-

szulfaton széritottam, sztirtem, és beparoltam. A kovetkezo Iépésben tisztitas nélkiil

hasznaltam fel.

Termelés: 276 mg (62%), sarga olaj.
MS[M + H]} e = 299
C17H18N203
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5.3.4.2. 8-Brom-3-metil-5-(4-nitrofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (88)

Br A 87 tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-olt (0,62 mmol;
s O N— 185 mg) feloldottam metanolban (2 ml), és jeges hiités
mellett hozzaadtam a piridinium-perbromidot (0,62

O mmol; 198 mg), majd 4 o6ran keresztil kevertettem. A

NO; reakcioelegyhez 10 ml vizet adtam, és 3 x 10 ml etil-

acetéattal extrahaltam, majd az egyesitett szerves fazist 2
x 10 ml telitett natrium-klorid oldattal és 10 ml vizzel mostam, natrium-szulfaton
szaritottam, és bepéaroltam. A tisztitast forditott fazisu flash kromatografia segitségevel

végeztem el (viz—MeCN; 0,01% hangyasav).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9,96 (br; 1H); 8,32 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 8,14 (s; 1H);
7,53 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,42 (s; 1H); 7,35 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,13 — 6,89 (m; 1H);
6,12 (m, 1H); 4,87 (m; 1H); 3,58 (m; 2H); 2,92 (d; J = 8,5 Hz; 1H).

C17H17BrN;03

5.3.5. A fotoaktiv fluoreszcens SKF-83566 ligandum szintézise
5.3.5.1. N-(4-(8-Brom-7-hidroxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-1-il)fenil)-3-
(3-(but-3-in-1-il)-3H-diazirin-3-il)propanamid (90)

HO A diazirin egységet tartalmazo karbonsavat (89; 0,01
B O N— mmol; 17 mg) és a HATU-t (0,01 mmol; 38 mg)
feloldottam dimetilformamid és viz 1:1 aranyd

O elegyében (1,0 ml), majd 10 percig jeges hiités mellett

HN N=N kevertettem gondosan Ugyelve arra, hogy ne érje

W fény. Ezt kovetéen hozzaadtam a 30 anilint (0,05
o —

mmol; 17 mg), majd 2 oraig szobahdmérsekleten
kevertettem. A reakcidelegyet feldolgozas nélkil forditott fazisd flash kromatogréafia
segitsegével tisztitottam (viz—MeCN).
Termelés: 14 mg (57%), sarga olaj.
1H NMR (500 MHz, MeCN-ds) & 8,47 (s; 1H); 7,53 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,27 (s; 1H),
7,07 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,22 (s; 1H); 4,38 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 3,15 (t; J = 12,7 Hz;
2H); 3,07 — 2,94 (m; 2H); 2,75 (dd; J = 15,4; 7,1 Hz; 1H); 2,50 (t; J = 11,3 Hz; 1H);
2,43 (s; 3H); 2,19 — 2,14 (m; 4H); 1,66 — 1,59 (m; 5H).
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13C NMR (126 MHz, MeCN-ds) § 171,0; 153,0; 146,0; 138,5; 138,2; 134,4; 129,7;
120,7,117,4,107,3; 84,1, 70,4, 70,3; 62,4; 57,3; 47,6, 46,6; 33,6; 32,9; 31,6; 29,2; 29,0;
28,9; 13,7; 13,7.
C25H,7BrN, O,

5.3.5.2. (E)-2-((2E,4E)-5-(1-(6-((3-(4-(6-((4-(7-Brém-8-hidroxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-
1H-benzo[d]azepin-1-il)fenil)amino)-6-oxohexil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propil)-ami-
no)-6-oxohexil)-3,3-dimetil-5-szulfo-3H-indol-1-ium-2-il)penta-2,4-dién-1-ilidén)-
1,3,3-trimetilindolin-5-szulfonét (91)

A 90 vegyiiletet (0,010 mmol; 5 mg) feloldottam DMF és viz 1:1 aranyu elegyében (0,5
ml), majd hozzaadtam a réz-szulfat-pentahidratot (0,050 mmol; 12,5 mg), a natrium-L-
aszkorbatot (0,100 mmol; 40 mg), valamint szulfo-cianin-5-azid festéket (70; 0,010
mmol; 9 mg). A tisztitast preparativ HPLC segitsegével végeztem el (viz—MeCN; 0,01%

hangyasav). A megfelel6 frakciokat liofilizalassal oldoszermentesitettem.

HRMS[> + H] e = 597,2035; HRMS[> + H]Eqmicore = 542,2140,ahol z = 2
CeoH73BrNg0O4S,

5.3.5.3. (E)-2-((2E,4E)-5-(1-(6-((3-(4-(2-(3-(3-((4-(7-Brom-8-hidroxi-3-metil-2,3,4,5-tetra-
hidro-1H-benzo[d]azepin-1-il)fenil)amino)-3-oxopropil)-3H-diazirin-3-il)etil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)propil)amino)-6-oxohexil)-3,3-dimetil-5-szulfo-3H-indol-1-ium-2-
il)penta-2,4-dién-1-ilidén)-1,3,3-trimetilindolin-5-szulfonat (64)
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A 90 vegyuletet (0,010 mmol; 5 mg) feloldottam dimetilformamid és viz 1:1 arényu
elegyében (0,5 ml), majd hozzaadtam a réz-szulfat-pentahidratot (0,010 mmol; 2,5 mg),
a natrium-L-aszkorbatot (0,020 mmol; 4 mg), valamint szulfo-cianin-5-azid festéket (70;
0,010 mmol; 9 mg). A tisztitast preparativ HPLC segitségével végeztem el (viz—MeCN;

0,01% hangyasav). A megfelel6 frakciokat liofilizalassal oldoszermentesitettem.
M + M +
MS[; + H]mért = 610; MS[; + H]szémitott =610

CeoH71BrN;(04S,

5.3.6. A fluoreszcens JFTic ligandum szintézise
5.3.6.1. (9H-Fluorén-9-il)metil-((S)-1-((3R,4R)-4-(3-hidroxifenil)-3,4-dimetilpiperidin-1-
il)-3-metil-1-oxobutan-2-il)karbamat (92)

OH A karbonsavat (91; 1,8 mmol; 611 mg), a HATU-t (2,250 mmol;

856 mg), valamint a DIPEA-t (4,5 mmol; 784 ul) feloldottam

. dimetilformamidban (10 ml), és 10 percig jeges hiités kozben
' kevertettem. Ezt kdvetéen a 32 amin (1,500 mmol; 308 mg) 10 ml
N |\ dimetilformamidos oldatdhoz jeges hiités kozben, lassan
OAH\'!; hozzacsepegtettem a karbonsavat tartalmazé oldatot. A
“Fmoc reakcioelegyet 2 oran keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem,

majd az elegyhez adtam 25 ml diklormetant. Az elegyet 15 ml telitett natrium-karbonat
oldattal, majd 15 ml vizzel extrahaltam, natrium-szulfaton szaritottam, sziirtem, és
beparoltam. A nyersterméket normal fazisu flash kromatografia segitségével

tisztitottam (hexan—etil-acetat)
Termelés: 410 mg (52%), szintelen olaj.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 7,75 (dd; J = 10,7; 6,9 Hz; 2H); 7,62 (d; J = 7,6 Hz; 1H);
7,56 (t; J =6,9 Hz; 1H); 7,39 (dt; J =7,5; 1,5 Hz; 1H); 7,36 — 7,27 (m; 2H); 7,16 (q; J
= 8,3 Hz; 2H); 6,77 (q; J = 7,5; 7,1 Hz; 2H); 6,69 (dd; J = 7,9; 2,4 Hz; 1H); 5,74 (d; J =
9,1 Hz; 1H); 4,66 (dt; J = 14,5; 11,4 Hz; 2H); 4,36 (dq; J = 12,2; 4,7; 3,8 Hz; 2H); 4,30
—4,22 (m; 1H); 4,17 (q; J = 7,2; 6,2 Hz; 1H); 3,74 — 3,57 (m; 1H); 2,18 (dd; J =8,1; 5,2
Hz; 1H); 2,12 — 1,92 (m; 2H); 1,76 — 1,55 (m; 1H), 1,37 (d; J = 9,4 Hz; 3H); 1,01 (dd;
J=12,9; 6,7 Hz; 3H); 0,93 (d; J = 6,7 Hz; 3H); 0,62 (dd; J = 6,9; 4,0 Hz; 3H).

C33 H38N204
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5.3.6.2. (S)-2-Amino-1-((3R,4R)-4-(3-hidroxifenil)-3,4-dimetilpiperidin-1-il)-3-metilbutan-
1-on (35)

OH Az Fmoc-védett amint (93; 0,70 mmol; 369 mg) feloldottam
dimetilformamidban (4 ml), és 1,037 ml piperidint adtam hozza, majd

n,, szobahémérsékleten 1 oran at kevertettem. Ezt kdvetden tovabbi
feldolgozas nélkil forditott fazisu flash kromatogréafiaval tisztitottam

N
|\ (viz—MeCN; 0,01% hangyasav).
o

NH,

Termelés: 120 mg (56%), fehér olaj.
MS[M + H]{ .. = 305; MS[M + H]} =305

mért — szamitott

C18 H28N2 02

5.3.6.3. ((4-Nitrofenil)szulfonil)- L-valin (96)

Az L-valint (95; 4 mmol; 469 mg) bemértem dietil-éter (20 ml) és 1,5

o
OH M-os natrium-hidroxid-oldat (10 ml) elegyébe, majd jeges hiités
O)‘s’NH mellett Ovatosan beadagoltam a nozil-kloridot (6 mmol; 1,33 g), majd
o 24 Orét kevertettem szobahdmérsékleten. A reakcidelegyet 3 x 20 ml
dietil-éterrel extrahaltam, majd az egyesitett szerves fazist 3 x 20 ml
NO, vizzel extrahaltam. Az egyesitett vizes fazist pH-jat 0,5 M-o0s

sosavval pH = 2-3 kozé allitottam be, majd 3 x 15 ml etil-acetéttal
extrahdltam. Az egyesitett szerves fazist natrium-szulfaton szaritottam, sziirtem, és

beparoltam. Az igy kapott termék nem igényelt tovabbi tisztitast.
Termelés: 251 mg (21%), fehér olaj.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 12,66 (br; 1H); 8,39 (d; J = 8,8 Hz; 2H): 8,03 (d; J =
8,9 Hz; 2H); 3,64 — 3,58 (dd; J = 9,6 Hz; 6.0 1H); 1,96 (tt; J = 12;8; 6,4 Hz; 1H); 0,82
(dd; J = 10,4; 6,8 Hz; 6H).1%°

C11Hl4—NZO6S
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5.3.6.4. N-((S)-1-((3R,4R)-4-(3-Hidroxifenil)-3,4-dimetilpiperidin-1-il)-3-metil-1-oxo-bu-
t&n-2-il)-4-nitrobenzolszulfonamid (97)

oH Akarbonsavat (96; 0,825 mmol; 249 mg), a HATU-t (1,35 mmol; 514
mg), valamint a DIPEA-t (2,25 mmol; 392 ul) feloldottam
dimetilformamidban (5 ml), és 10 percig jeges hiités alatt kevertettem.
Ezt kovetéen a 32 amin (0,750 mmol; 154 mg) dimetilformamidos
\ \|\ oldatdhoz (5 ml) jeges hiités kozben, lassan hozzacsepegtettem a
° \ karbonsavat tartalmaz6 oldatot. A reakcielegyet 2 6ran keresztil
szobahOmérsekleten kevertettem, majd az elegyhez adtam 25 ml
diklormetant. Az elegyet 15 ml telitett natrium-karbonéat oldattal, majd 15 ml vizzel
extrahaltam, natrium-szulfaton széritottam, sziirtem, é€s beparoltam. A nyersterméket

normal fazisu flash kromatografia segitségével tisztitottam (hexan—etil-acetat).
Termelés: 224 mg (61%), sarga olaj.

H NMR (300 MHz, CDCls) & 8,33 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 8,22 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,99
(t; J=8,1 Hz; 2H); 7,17 (t; J = 7,9 Hz; 1H); 6,76 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,67 (d; J = 6,9
Hz; 2H); 6,58 (s; 1H); 6,06 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 5,85 (d; J = 9,3 Hz; 1H); 4,42 (d; J =
13,7 Hz; 1H); 3,58 (dd; J = 32,7; 13,9 Hz; 1H); 3,30 — 3,01 (m; 1H); 2,97 — 2,67 (m;
1H); 2,19 — 2,04 (m; 1H); 1,91 (s; 2H); 1,62 (td; J = 38,5; 37,8; 13,1 Hz; 1H); 1,32 (d;
J=10,1 Hz; 3H); 1,07 (s; 3H); 0,84 (d; J = 6,7; 3H); 0,31 (d; J = 6,9 Hz; 3H).

13C NMR (75 MHz; CDCls) § 168,9; 156,0; 150,41; 146,2; 129,8; 128,8; 124,1; 117,7;
113,3; 112,6; 58,4; 48,2; 44,3; 42,1, 38,8; 38,2; 31,73; 30,9; 30,4; 26,9; 26,4, 20,0; 16,6;
14,4.

C24—1_1311\1306S

5.3.6.5. N-((S)-1-((3R,4R)-3,4-Dimetil-4-(3-(okt-7-in-1-iloxi)fenil) piperidin-1-il)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)-4-nitrobenzolszulfonamid (98)
A 97 fenolszarmazékot (0,183 mmol; 90 mg) feloldottam
O\H/ I :
6 dimetilformamidban (2 ml), és Gvatosan becsepegtettem a
kalium-karbonat (0,132 mmol; 18 mg) és a 8-bromokt-1-in (68;

/":,

0,008 mmol; 12 ul) 1 ml dimetilformamidos szuszpenzidjat. Ezt

N |\ kovetden az elegyet 90 °C-ra melegitettem, és 6 Oraig
o)\l-“‘ kevertettem. A reakcidelegyet feldolgozas nélkul forditott fazisu
HN‘NS flash kromatogréfiaval tisztitottam (viz—MeCN; 0,01%

hangyasav).
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Termelés: 21 mg (19%), fehér olaj.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 8,33 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 8,22 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 7,99
(dd, J =8,9; 7,5 Hz; 2H); 7,17 (td; J = 7,9; 1,5 Hz; 1H); 6,68 (dt; J = 3,1; 1,7 Hz; 1H);
6,66 (d; J =2,3 Hz; 1H); 6,58 (t; J = 2,2 Hz; 1H); 5,94 (dd, J = 64,1; 9,1 Hz; 1H); 5,09
(br; 1H); 4,08 (dd; J =9,2; 4,1 Hz; 1H); 4,00 (d; J = 3,0 Hz; 1H); 3,98 — 3,94 (m; 1H);
3,63 (d; J = 13,8 Hz; 1H); 3,57 — 3,49 (m; 1H); 3,21 (d; J = 13,6 Hz; 1H); 3,16 — 3,04
(m; 1H); 2,87 (td; J = 13,3; 3,2 Hz; 1H); 2,76 (dd; J = 13,4, 3,1 Hz; 1H); 2,18 — 2,04
(m; 1H); 1,98 — 1,85 (m; 2H); 1,82 (m, 1H); 1,56 (dd; J = 37,9; 13,4 Hz; 1H); 1,33 (d;
J=10,1 Hz; 3H); 1,08 (dd; J = 6,8; 3,5 Hz; 3H); 0,84 (dd; J = 10,7; 6,8 Hz; 3H); 0,31
(dd; J =12,5; 7,0 Hz; 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 169,3, 156,0; 150,8; 146,4; 129,6; 128,6; 124,2; 117,6;
112,9: 112,6; 102,6; 84,7;: 68,4; 66,0; 63,9; 60,4; 45,84; 44,04: 43,1; 39,0; 38,5; 30,8 ,
30,6; 28,7; 28,5; 28,3; 27,0; 26,9; 20,0; 19,67; 18,42; 14,8.

C352H43N3065

5.3.6.6. terc-Butil-((S)-1-((3R,4R)-4-(3-hidroxifenil)-3,4-dimetilpiperidin-1-il)-3-metil-1-

oxobutan-2-il)karbamat (34)

A karbonsavat (33; 1,61 mmol; 349 mg), a HATU-t (1,606 mmol;
611 mg), valamint a DIPEA-t (4,38 mmol; 763 pl) feloldottam

dimetilformamidban (10 ml), és 10 percig jeges hiités alatt

OH

”I,'

kevertettem. Ezt kovetéen a 32 amin (1,46 mmol; 300 mg)
N |\ dimetilformamidos oldatahoz (10 ml) jeges hiités kozben, lassan
oZ

i hozzacsepegtettem a karbonsavat tartalmazé oldatot. A

Boc reakcidelegyet 2 Oran keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem,

majd az elegyet feldolgozas nélkul forditott fazisi flash kromatografia segitségével
tisztitottam (viz—MeCN; 0,01% hangyasav).

Termelés: 430 mg (73%), fehér kristalyok; op. 92-93 °C (viz—MeCN).

'H NMR (300 MHz; CDCl3) § 7,68 (br; 1H); 7,40 (br; 1H); 7,13 (td; J = 7,9; 5,4 Hz;
1H); 6,74 (s, 1H); 6,69 (t; J = 7,9 Hz; 2H); 5,42 (dd; J = 9,3; 2,9 Hz; 1H); 4.57 (dd; J =
9,5; 5,4 Hz; 1H); 4,31 (d; J = 13,4 Hz; 1H); 3,19 — 2,82 (m; 1H); 2,16 (g; J = 8,8 Hz;
2H); 1,94 (q; J = 6,6 Hz; 2H); 1,70 — 1,53 (m; 1H); 1,43 (s; 9H); 1,37 (s; 3H); 0,93 (d;
J=6,8Hz; 3H); 0,88 (d; J = 7,1 Hz; 3H); 0,59 (d; J = 6,8 Hz; 3H).
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13C NMR (75 MHz; CDCls) § 171,6; 156,8; 156,30; 150,7; 129,4; 117,0; 113,03; 79,9;
55,0; 48,4; 44,2; 42,3; 39,2; 39,1, 38,7; 38,3; 32,1; 30,4; 29,4, 27,0; 19,9; 17,5; 14,5.

C23 H36N204

5.3.6.7. terc-Butil-((S)-1-((3R,4R)-3,4-dimetil-4-(3-(okt-7-in-1-iloxi)fenil) piperidin-1-il)-3-

metil-1-oxobutdn-2-il)karbamat (100)

~ A 34 fenolszarmazékot (1 mmol; 405 mg) feloldottam

o

\He/ dimetilformamidban (10 ml), és hozzaadtam a kalium-
karbonéatot (3 mmol; 415 mg), valamint a 8-brémokt-1-int (68;

2,40 mmol; 378 ul). Ezt kovetéen az elegyet 80 °C-ra

N |\ melegitettem 24 0Oraig kevertettem, majd tivegszlirén kisziirtem
o N a kalium-karbonat jelentés részét. A dimetilformamidos
HN.5oc sztirletet 2-3 ml-re toményitettem, és tovabbi feldolgozas

nélkal, forditott fazisu flash kromatogréafiaval tisztitottam (viz—
MeCN; 0,01% hangyasav).

Termelés: 358 mg (70%), fehér olaj.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 7,21 (dd; J = 8,0; 3,3 Hz; 1H); 6,84 (d; J = 7,6 Hz; 1H);
6,78 (dd; J = 4,8; 2,7 Hz; 1H); 6,74 — 6,69 (m, 1H); 5,35 (dd; J = 19,4; 9,1 Hz; 1H);
4,12 (q; J = 7,2 Hz; 1H); 3,95 (td; J = 6,5; 2,9 Hz; 2H); 3,65 (t; J = 14,2 Hz; 1H); 3,16
(dd; J =13,5; 3,1 Hz; 1H); 2,99 — 2,89 (m; 3H); 2,20 (dt; J = 6,8; 3,4 Hz; 3H); 2,04 (s;
1H); 1,94 (t; J=2,6 Hz; 1H); 1,80 (t; J = 6,6 Hz; 2H); 1,61 — 1,45 (m; 4H); 1,40 (d; J =
4,3 Hz; 3H); 1,37 (s, 9H); 1,26 (t; J = 7,1 Hz; 1H); 1,02 (d; J = 6,7 Hz; 2H); 0,94 (d; J
= 6,7 Hz; 2H); 0,89 (t; J = 6,6 Hz; 3H); 0,63 (t; J = 7,5 Hz; 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 171,4; 156,7; 156,2; 150,6; 129,3; 116,9; 112,9; 112,6;
79,7, 54,9; 54,4, 48,2; 44,1; 42,2; 39,1; 38,9; 38,2; 32,0; 31,7; 30.3; 29,3; 28,3; 28.3;
26,9; 26,6; 19,7, 19,4, 17,4, 16,9; 14,4; 13,7.

C31H4—8NZO4-
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5.3.6.7. (S)-2-Amino-1-((3R,4R)-3,4-dimetil-4-(3-(okt-7-in-1-iloxi)fenil)piperidin-1-il)-3-

5.3.6.8.

metilbutan-1-on (102)

o / A 101 N-Bc-Jc-j/édett, szarmazékot (9,33 mtnol; 167 mg)

6 feloldottam diklérmetanban (10 ml), majd hozzéacsepegtettem a
trifluorecetsavat (8,25 mmol; 624 pul) 0 °C-on. A reakcidelegyet

3,5 0Orén keresztil kevertettem 0 °C-on, majd 3 x 10 ml vizzel

N extrahaltam. A nyersterméket forditott fazisu flash

o “\I\ kromatogréfia segitségével tisztitottam (viz—MeCN; 0,01%

NH; hangyasav).

Termelés: 75 mg (56%), sarga olaj.

H NMR (300 MHz, CDCls) & 8,28 (br; 2H); 7,20 (dd; J = 9,5; 7,9 Hz; 1H); 6,84 — 6,80
(m; 1H); 6,72 (dt; J =8,1; 2,4 Hz; 2H); 4,38 (dd; J = 19,2; 4,2 Hz; 1H); 4,26 (d; J = 13,5
Hz; 1H); 4,01 - 3,87 (m; 2H), 3,78 (d; J = 12,9 Hz; 1H); 3,46 (q; J = 13,0; 12,2 Hz; 1H);
3,20 (dd; J = 13,6; 3,0 Hz; 1H); 2,61 (s; 1H); 2,28 — 2,04 (m; 6H); 1,94 (t; J = 2,6 Hz;
1H); 1,84 — 1,42 (m; 6H); 1,39 (d; J = 5,6 Hz; 3H); 1,14 (dd; J =9,9; 6,9 Hz; 3H); 1,03
(t; J=7,7Hz; 3H); 0,66 (d; J = 6,9 Hz; 1H); 0,60 (d; J = 6,9 Hz; 3H).

C26H4oN0;

terc-Butil (S)-(1-hidroxi-3-metilbutan-2-il)karbamat (105)

H Az N-Boc védett L-valint (33; 5 mmol; 1,086 g) és az N-
Boc’N\z/\OH

PN

metilmorfolint (5 mmol; 550 ul) vizmentes tetrahidrofuranban (5
ml) feloldottam, majd s6s-jeges hiités kbzben hozzacsepegtettem
a klor-hangyasav-izobutil-észtert (104; 5 mmol; 649 ul ), és 10 percig kevertettem. Ezt
kovetden kisziirtem a keletkez6 csapadékot, majd 3 x 5 ml tetrahidrofurannal mostam
a csapadékot. Ezt az elegyet sOs-jeges vizzel lehiitottem, majd hozzaadtam a natrium-
borohidridet (7,50 mmol; 284 mg), és 10 percig kevertettem. A reakcidelegyhez
hozzaadtam 5 ml vizet, és 3 x 10 ml etil-acetattal extrahaltam, majd az egyesitett
szerves fazist 10 ml telitett natrium-klorid oldattal, és 10 ml vizzel extrahdltam. A
szerves fazist natrium-szulfaton szaritottam, majd beparoltam. A nyerstermék nem
igényelt tovabbi tisztitast.

Termelés: 1,020 g (100%), szintelen olaj.

H NMR (500 MHz, CDCls) § 4,63 (br; 1H); 3,70 (br; 1H); 3,61 (m; 1H); 3,42 (br; 1H);
2,27 (br; 1H); 1,88 — 1,77 (m; 1H); 1,45 (s; 9H); 0,95 (dd, J = 9,9; 6,8 Hz; 6H).11°
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5.3.6.9.

5.3.6.10.

C10 H21NOS
terc-Butil-(S)-(3-metil-1-oxobutan-2-il)karbamat (37)

y © Az N-Boc védett alkoholt (105; 1,00 mmol; 203 mg) feloldottam
BOC/N\_)]\H szaraz diklormetanban (5 ml), és hozzaadtam a piridinium-
/E\ dikromatot (1,50 mmol; 564 mg), és 24 oOrat kevertettem argon
atmoszféra alatt. Ezt kovetOen a fekete csapadékot tivegsziir6n szlirtem, €s 2 X 5 ml
dikléormetannal mostam. Az olddszer bepérlasa utan etil-acetatban felvettem az anyagot,
majd az igy kivalt csapadékot is lesziirtem egy tivegsziirén, s 2 X 5 ml etil-acetattal
mostam. Az olddszert 2—-3 ml-re bepéaroltam, és az igy kapott tomény oldatot atengedtem
egy szilikagéllel toltott oszlopon, majd etil-acetattal mostam.

Termelés: 124 mg (62%), szirkészold olajos anyag.

H NMR (300 MHz, CDCl3) § 9,64 (s; 1H); 5,07 (br; 1H); 1,45 (s; 9H); 4,28 — 4,19 (m;
1H); 2,35 — 2,22 (m; 1H); 1,03 (d; J = 6,9 Hz; 3H); 0,94 (d; J = 7,0 Hz; 3H).}!

C10H1oNO;

tert-Butil-((R)-1-((3R,4R)-4-(3-hidroxifenil)-3,4-dimetilpiperidin-1-il)-3-metilbu-
tan-2-il)karbamat (109)
OH A 32 amin (0,05 mmol; 10 mg), az aldehid (37; 0,11 mmol; 22 mg)
vizmentes tetrahidrofuranos (0,5 ml) oldatat 30 percig
, szobahémérsékleten kevertettem, majd hozzaadtam a natrium-
triacetoxi-borhidridet (0,15 mmol; 32 mg). Ezt kovetden
(N

N felemeltem a hémérsékletet 60 °C-ra és 24 6ran keresztil

"Boc  yevertettem. A reakcioelegyet feldolgozas nélkil, preparativ

HPLC segitségével tisztitottam (viz—MeCN; 0,01% hangyasav).
Termelés: 4 mg (22%), szintelen olaj.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 8,54 (s; 1H); 7,04 (t; J = 7,9 Hz; 1H); 6,83 (s; 1H); 6,67
(t; 3J=9,4 Hz; 2H); 3,94 — 3,83 (m; 1H); 3,69 — 3,59 (m; 1H); 3,52 — 3,35 (m; 2H); 3,05
(d; 3 =12,1 Hz; 1H); 2,79 (d; J = 11,2 Hz; 2H); 2,22 — 2,16 (m; 1H); 1,85 — 1,67 (m;
2H); 1,43 (s; 1H); 1,41 (s; 9H); 1,39 (s; 3H); 0,96 (d; J =6,8 Hz; 6H), 0,72 (d; J =7,1
Hz; 3H).

C23 H38N203
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6. OSSZEFOGLALAS

Az opioid-valsag napjaink egyik legsulyosabb kdzegészségligyi probléméjanak szamit
az Amerikai Egyesiilt Allamokban. A 2021-es évben kozel 108 ezer ember halt meg
vénykoteles vagy tiltott opioid tuladagolas kdvetkeztében. A szerhasznalati zavarokban
szenved6k kezelésére hatékonyan alkalmazhaté néhany p-opioid receptort célzd hatdanyag,
mint példaul a buprenorfin, a metadon vagy a naltrexon. A kezelések hatranya azonban, hogy
jelentés orvosi kapacitast igényelnek, illetve korlatozott a gyogyszerek hozzaférhet6sége a
tuladagolas kockézata és a hosszutavu terapias folyamat miatt. Az innovativ és hatékonyabb
terapidk Kkidolgozasanak érdekében Uj fehérjecélpontok azonositasa sziikséges, amelyre
lehetéséget kinalhat a kutatocsoportunk és a KOKI Molekuléris Neurobiolégiai Laboratériuma
altal nemrégiben kozosen kifejlesztett PharmacoSTORM modszer. Az 0j, szuperfelbontasu
mikroszkopos eljaras 6tvozi az immunjeldlés és a radioligand alapu autoradiografia elonyeit és
lehetové teszi, hogy fluoreszcens festékkel jelolt molekuldk segitségével nanométeres

pontossagu farmakoldgiai méréseket vegezziink receptorokon.

A tudomanyos diakkori munkam alapjaul szolgalé orexin, D1 dopamin, valamint
k-opioid  receptorok ligandumainak Kkivalasztasanal az elérheté haromdimenzios
fehérjeszerkezeteket vettem alapul (58. abra). A szintetizalni kivant fluoreszcens festekkel
maodositott ligandumok pontos szerkezetét in silico dokkolasi kisérletekkel hataroztam meg. A
ligandumok szerkezetét ugy modositottam, hogy lehetévé valjon egy alifas linkeren keresztil
a szulfo-cianin-5 fluoreszcens festék kapcsolasa. Elsdsorban a beépiteni tervezett linker hosszat
optimalizaltam, hogy a mddositott ligandum tovabbra is képes legyen bejutni a fehérje
kotézsebébe és létre tudja hozni a kotédéshez sziikséges specifikus kdlcsdonhatasokat. A
mikroszkopos vizsgalatok hatékonysaganak novelése érdekében célom volt fotoaktivalhato
diazirin egységet tartalmazo analogok elballitasa is, amelyek az adott hullamhosszu fénnyel

torténd bevilagitas utan képesek kovalens kotést 1étrehozni a megfeleld fehérje oldallancokkal.

Munkam soran sikeresen szintetizaltam az 55 fluoreszcens DORA szarmazékot (OX1,2)
4 |épésben. A D:DR-ra tervezett 61 fluoreszcens ligandumot 10 Iépésben, mig a 64
fotoaktivalhato elemet is tartalmazo szarmazékot 9 Iépésben dallitottam eld. A szintézis
optimalizélasa érdekében egy Uj strategiat kivantam kidolgozni a 64 vegyiilet el6allitasara,
amelyben elsGsorban a bromozast kivantam szelektivvé tenni, és ezaltal javitani a termelésen.
Ezt sikerllt elérni, azonban a nitrocsoport redukcidjat nem tudtam megvalositani egyik
szakirodalomban leirt médszerrel sem. A 113 fluoreszcens JDTic ligandum (KOR) el6allitasa

soran kilonb6z6 védécsoportokkal (Fmoc, Ns, Boc) rendelkezé szarmazékok esetén az
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amidcsoport sikertelen redukcioja miatt végul reduktiv aminalassal sikeriilt megvaldsitanom a
109 tercier amin eléallitasat. A 113, valamint a fotoaktivalhaté diazirin elemet tartalmazé 57
fluoreszcens ligandum szintézise még folyamatban van. A szintézisutakat részletesen bemutato
abrak megtalalhatoak a Fuggelék 8.2. fejezetében (90-92. oldal). A szintetikus munka soran 18
uj, az irodalomban eddig nem ismert vegyliletet allitottam ¢l6, amelyeket teljes analitikai

szerkezetigazolassal jellemeztem, illetve egyes esetekben a mérések még folyamatban vannak.

Az elkészilt 55, 61, 64 és 90 fluoreszcens ligandumrél a Eurofins vallalat
radioligand-alapu kot6dési vizsgalatokat végzett a megfelelé receptorokon, és meghatarozta a
vegyiiletek kotédési allandoit (Ki, 1Csp). Az 55 OX1 fluoreszcens ligandum kotédési értékei egy
nagysagrenddel elmaradnak az eredeti, médositatlan ligandumétol (14). Emiatt tovabbi terveink
kozott szerepel a linker optimalizélasa, az alifas linker hidrofilebb PEG-lancra vald cseréje,
amely javithat a K; értékeken, illetve a jobb kotddési értékekkel rendelkezé suvorexant (12)
fluoreszcens szarmazékanak eldallitasa is. A D1 dopamin receptorhoz kot6do vegyiiletek koziil
(61, 64, 90) kiemelkedo6 affinitassal rendelkezik a 90 fluoreszcens szarmazék. A 61 molekularol
a KOKI Molekularis Neurobiologiai Laboratoriuma konfokalis fluoreszcens mikroszkopos
felvételeket készitett, amelyeken lathatd a DiDR-ok specifikus jelolése. Terveink kozott
szerepel tovabbi konfokalis fluoreszcens mikroszkopos felvételek, valamint a
PharmacoSTORM mérések elvegzése, amelyet a KOKI Molekularis Neurobioldgiai

Laboratoriumanak munkatarsai fogjak elvégezni.

1. KIVALASZTAS 1l. MODELLEZES 11l SZINTEZIS IV. BIOLOGIAI TESZT
rjecél) k itd. A pontos szerkezetek meghatdrozdsa A fluoreszcens vegyiiletek elddllitdsa Farmakoldgiai vizsgdlatok

O %
Fi)/,.?a ,

58. abra: A tudomanyos diakkdéri munkam ésszefoglal6 abraja

76



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

7.

@)
)
©)

(4)
)
(6)
(")
(8)
)
(10)

(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)

(18)
(19)

(20)
(21)

(22)

(23)
(24)
(25)
(26)

(27)
(28)
(29)

(30)
(31)
(32)

IRODALOMJIEGY ZEK

Schuckit, M. A. N. Engl. J. Med. 2016, 375, 357-368.
Koob, G. F.; Le Moal, M. Annu. Rev. Psychol. 2008, 59, 29-53.

Prokop, S.; Abranyi-Balogh, P.; Barti, B.; Vamosi, M.; Z6ldi, M.; Barna, L.; Urban, G. M.; Téth,
A. D.; Dudok, B.; Egyed, A.; Deng, H.; Leggio, G. M.; Hunyady, L.; van der Stelt, M.; Keser,
G. M.; Katona, I. Nat. Commun. 2021, 12, 1-19.

Pascoe, P. J. Vet. Clin. North Am. Small Anim. Pract. 2000, 30, 757-772.

Ballantyne, J. C.; Mao, J. N. Engl. J. Med. 2003, 349, 1943-1953.

Hser, Y. |.; Evans, E.; Grella, C.; Ling, W.; Anglin, D. Harv. Rev. Psychiatry 2015, 23, 76-89.
Imam, M. Z.; Kuo, A.; Ghassabian, S.; Smith, M. T. Neuropharmacology 2018, 131, 238-255.
Széleskorii online adatok epidemioldgiai kutatasokhoz 2021, www.wonder.cdc.gov

Borsari, B.; Read, J. P. J. Consult. Clin. Psychol. 2019, 87, 845-848.

Rudd R. A., Paulozzi L. J., Bauer M. J., B. R. W. et al MMWR. Morb. Mortal. Wkly. Rep. 2014,
63, 867-72.

Lener, M. S. Physiol. Behav. 2016, 176, 139-148.

O'Donnell, J. K.; Halpin, J.; Mattson, C. L. Morb. Mortal. Wkly. Rep. 2008, 66, 43.
Mars, S. G.; Rosenblum, D.; Ciccarone, D. Addiction 2019, 114, 774-780.

Donroe, J. H.; Socias, M. E.; Marshall, B. D. L. Curr. Addict. Reports 2018, 5, 454-463.
NIH Office of the Director (OD) Natl. Institutes Heal. 2018, 2-3.

Stein, C. Expert Opin. Investig. Drugs 2018, 27, 765-775.

Busserolles, J.; Lolignier, S.; Kerckhove, N.; Bertin, C.; Authier, N.; Eschalier, A. Pharmacol.
Ther. 2020, 210, 107519.

Ding, H.; Kiguchi, N.; Yasuda, D.; Daga, P. R.; Polgar, W. E.; Lu, J. J.; Czoty, P. W.; Kishioka,
S.; Zaveri, N. T.; Ko, M. C. Sci. Transl. Med. 2018, 10, 1-12.

Gerra, G.; Marcato, A.; Caccavari, R.; Fontanesi, B.; Delsignore, R.; Fertonani, G.; Avanzini,
P.: Rustichelli, P.; Passeri, M. J. Subst. Abuse Treat. 1995, 12, 35-41.

Bisaga, A.; Popik, P. Drug Alcohol Depend. 2000, 59, 1-15.

Pineo, T.; Goldman, J. D.; Swartzentruber, G.; Kanderi, T.; Qurashi, H.; Dimech, C. Drug
Alcohol Depend. Rep. 2022, 2, 100020.

Barnwal, P.; Das, S.; Mondal, S.; Ramasamy, A.; Maiti, T.; Saha, A. Ther. Adv.
Psychopharmacol. 2017, 7, 119-134.

Rasmussen, K.; White, D. A.; Acri, J. B. Neuropsychopharmacology 2019, 44, 657—-659.
DiLeone, R. J.; Georgescu, D.; Nestler, E. J. Life Sci. 2003, 73, 759-768.
Raffa, R. B. J. Clin. Pharm. Ther. 2009, 34, 623-629.

Todtenkopf, M. S.; Parsegian, A.; Naydenov, A.; Neve, R. L.; Konradi, C.; Carlezon, W. A. J.
Neurosci. 2006, 26, 11665-11669.

Edwards, A.; Abizaid, A. Neurosci. Biobehav. Rev. 2016, 66, 33-53.
Self, D. W.; Barnhart, W. J.; Lehman, D. A.; Nestler, E. J. Science 1996, 271, 1586-1589.

Bakthavachalam, V.; Baindur, N.; Madras, B. K.; Neumeyer, J. L. J. Med. Chem. 1991, 34,
3235-3241.

Sriram, K.; Insel, P. A. Mol. Pharmacol. 2018, 93, 251-258.
Overington, J. P.; Al-Lazikani, B.; Hopkins, A. L. Nat. Rev. Drug Discov. 2006, 5, 993-996.
Christopoulos, A. Mol. Pharmacol. 2014, 86, 463-478.

77



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

(33)
(34)
(35)

(36)

(37)

(38)
(39)

(40)

(41)
(42)
(43)
(44)
(45)
(46)
(47)
(48)
(49)
(50)
(51)
(52)
(53)
(54)
(55)

(56)

(57)

(58)

(59)
(60)
(61)

(62)

Nickols, H. H.; Conn, J. P. Neurobiol. Dis. 2014, 61, 55-71.
Ladds, G.; Goddard, A.; Davey, J. Trends Biotechnol. 2005, 23, 367-373.

Hauser, A. S.; Attwood, M. M.; Rask-Andersen, M.; Schidth, H. B.; Gloriam, D. E. Nat. Rev.
Drug Discov. 2017, 16, 829-842.

Sakurai, T.; Amemiya, A.; Ishii, M.; Matsuzaki, I.; Chemelli, R. M.; Tanaka, H.; Williams, S.
C.; Richardson, J. A.; Kozlowski, G. P.; Wilson, S.; Arch, J. R. S.; Buckingham, R. E.; Haynes,
A. C.; Carr, S. A;; Annan, R. S.; McNulty, D. E.; Liu, W. S.; Terrett, J. A.; Elshourbagy, N. A.;
Bergsma, D. J.; Yanagisawa, M. Cell 1998, 92, 573-585.

Baldo, B. A.; Daniel, R. A.; Berridge, C. W.; Kelley, A. E. J. Comp. Neurol. 2003, 464, 220—
237.

Harris, G. C.; Wimmer, M.; Aston-Jones, G. Nature 2005, 437, 556-559.

Aston-Jones, G.; Smith, R. J.; Sartor, G. C.; Moorman, D. E.; Massi, L.; Tahsili-Fahadan, P.;
Richardson, K. A. Brain Res. 2010, 1314, 74-90.

Morairty, S. R.; Revel, F. G.; Malherbe, P.; Moreau, J. L.; Valladao, D.; Wettstein, J. G.; Kilduff,
T. S.; Borroni, E. PLoS One 2012, 7, 39131.

Rhyne, D. N.; Anderson, S. L. Ther. Adv. Drug Saf. 2015, 6, 189-195.

Scott, L. J. Drugs 2020, 80, 425-432.

Boss, C.; Roch, C. Bioorganic Med. Chem. Lett. 2015, 25, 2875-2887.

Burgess, C. R.; Scammell, T. E. J. Neurosci. 2012, 32, 12305-12311.

Wise, R. A.; Rompre, P. P. Annu. Rev. Psychol. 1989, 40, 191-225.

Moore, R. Y. J. Comp. Neurol. 1978, 177, 665-683.

Di Chiara, G.; Imperato, A. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 1988, 85, 5274-5278.

Kreek, M. J. Neurochem. Res. 1996, 21, 1469-1488.

Mayer, P.; Hollt, V. Pharmacol. Ther. 2001, 91, 167-177.

Vanderah, T. W. Clin. J. Pain 2010, 26, 10-15.

Aldrich, J. V.; McLaughlin, J. P. AAPS J. 2009, 11, 312-322.

Glick, S. D.; Maisonneuve, I. M.; Raucci, J.; Sydney, A. Brain Res. 1995, 681, 147-152.
Spealman, R. D.; Bergman, J. Behav. Pharmacol. 1994, 5, 21-31.

Karkhanis, A.; Holleran, K. M.; Jones, S. R. 1st ed.; Elsevier Inc., 2017, 136, ISSN 0074—7742.

Thomas, J. B.; Atkinson, R. N.; Rothman, R. B.; Fix, S. E.; Mascarella, S. W.; Vinson, N. A.;
Xu, H.; Dersch, C. M.; Lu, Y. F.; Cantrell, B. E.; Zimmerman, D. M.; Carroll, F. I. J. Med. Chem.
2001, 44, 2687—-2690.

Cai, T. B.; Zou, Z.; Thomas, J. B.; Brieaddy, L.; Navarro, H. A.; Carroll, F. I. J. Med. Chem.
2008, 51, 1849-1860.

Cueva, J. P.; Cai, T. B.; Mascarella, S. W.; Thomas, J. B.; Navarro, H. A.; Carroll, F. I. J. Med.
Chem. 2009, 52, 7463—-7472.

Beardsley, P. M.; Howard, J. L.; Shelton, K. L.; Carroll, F. I. Psychopharmacology 2005, 183,
118-126.

Gupta, M.; Sharma, R.; Kumar, A. Comput. Biol. Chem. 2018, 76, 210-217.
Krishnan, V.; Rupp, B. eLS 2012. www.els.net

Kang, Y.; Kuybeda, O.; de Waal, P. W.; Mukherjee, S.; Van Eps, N.; Dutka, P.; Zhou, X. E.;
Bartesaghi, A.; Erramilli, S.; Morizumi, T.; Gu, X.; Yin, Y.; Liu, P.; Jiang, Y.; Meng, X.; Zhao,
G.; Melcher, K.; Ernst, O. P.; Kossiakoff, A. A.; Subramaniam, S.; Xu, H. E. Nature 2018, 558,
553-558.

Hillisch, A.; Pineda, L. F.; Hilgenfeld, R. Drug Discov. Today 2004, 9, 659-669.

78



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

(63)

(64)
(65)
(66)
(67)

(68)
(69)

(70)

(71)
(72)

(73)

(74)
(75)

(76)
(77)

(78)
(79)
(80)
(81)
(82)
(83)

(84)

Jumper, J.; Evans, R.; Pritzel, A.; Green, T.; Figurnov, M.; Ronneberger, O.; Tunyasuvunakool,
K.; Bates, R.; Zidek, A.; Potapenko, A.; Bridgland, A.; Meyer, C.; Kohl, S. A. A.; Ballard, A. J.;
Cowie, A.; Romera-Paredes, B.; Nikolov, S.; Jain, R.; Adler, J.; Back, T.; Petersen, S.; Reiman,
D.; Clancy, E.; Zielinski, M.; Steinegger, M.; Pacholska, M.; Berghammer, T.; Bodenstein, S.;
Silver, D.; Vinyals, O.; Senior, A. W.; Kavukcuoglu, K.; Kohli, P.; Hassabis, D. Nature 2021,
596, 583-589.

Ortega, S. S.; Cara, L. C. L.; Salvador, M. K. Drug Metabol. Drug Interact. 2012, 27, 199-207.
Fischer, E. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1894, 27, 2985-2993.
Koshland, D. E. Science 1963, 142, 1533-1541.

Friesner, R. A.; Banks, J. L.; Murphy, R. B.; Halgren, T. A.; Klicic, J. J.; Mainz, D. T.; Repasky,
M. P.; Knoll, E. H.; Shelley, M.; Perry, J. K.; Shaw, D. E.; Francis, P.; Shenkin, P. S. J. Med.
Chem. 2004, 47, 1739-1749.

Choi, S. B.; Yap, B. K.; Choong, Y. S.; Wahab, H. BMC Biol.. 2011, 9, 71.

Rappas, M.; Ali, A. A. E.; Bennett, K. A.; Brown, J. D.; Bucknell, S. J.; Congreve, M.; Cooke,
R. M.; Cseke, G.; De Graaf, C.; Doré, A. S.; Errey, J. C.; Jazayeri, A.; Marshall, F. H.; Mason,
J. S.; Mould, R.; Patel, J. C.; Tehan, B. G.; Weir, M.; Christopher, J. A. J. Med. Chem. 2020, 63,
1528-1543.

Yin, J.; Babaoglu, K.; Brautigam, C. A.; Clark, L.; Shao, Z.; Scheuermann, T. H.; Harrell, C. M.;
Gotter, A. L.; Roecker, A. J.; Winrow, C. J.; Renger, J. J.; Coleman, P. J.; Rosenbaum, D. M.
Nat. Struct. Mol. Biol. 2016, 23, 293-299.

Baindur, N.; Tran, M.; Neumeyer, J. L.; Niznik, H. B.; Guan, H. C.; Neumeyer, J. L. J. Med.
Chem. 1992, 35, 67-72.

Neumeyer, J. L.; Baindur, N.; Bakthavachalam, V.; Yuan, J.; Madras, B. K.; Kula, N. S.;
Campbell, A.; Baldessarini, R. J. Neurochem. Int. 1992, 20, 63-68.

Wu, H.; Wacker, D.; Mileni, M.; Katritch, V.; Han, G. W.; Vardy, E.; Liu, W.; Thompson, A.
A.; Huang, X. P.; Carroll, F. I.; Mascarella, S. W.; Westkaemper, R. B.; Mosier, P. D.; Roth, B.
L.; Cherezov, V.; Stevens, R. C. Nature 2012, 485, 327-332.

Tortoioli, S.; Marchal, D.; Kesselgruber, M.; Pabst, T.; Skranc, W.; Abele, S. Org. Process Res.
Dev. 2014, 18, 1759-1762.

Neumeyer, J. L.; Baindur, N.; Yuan, J.; Booth, G.; Niznik, H. B.; Seeman, P. J. Med. Chem.
1990, 33, 521-526.

Markey, S. P.; Schmuff, N. R. Med. Res. Rev. 1986, 6, 389-429.

Werner, J. A.; Cerbone, L. R.; Frank, S. A.; Ward, J. A.; Labib, P.; Tharp-Taylor, R. W.; Ryan,
C. W. J. Org. Chem. 1996, 61, 587-597.

Mitch, C. H.; Leander, J. D.; Mendelsohn, L. G.; Shaw, W. N.; Wong, D. T.; Cantrell, B. E.;
Johnson, B. G.; Reel, J. K.; Snoddy, J. D.; Takemori, A. E.; Zimmerman, D. M.; Lilly, E. J. Med.
Chem. 1993, 36, 2842—2850.

Cao, Y.; Li, B.; Ismail, N.; Smith, K.; Li, T.; Dai, R.; Deng, Y. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 12805.
Barnett, C. J.; Copley-Merriman, C. R.; Maki, J. J. Org. Chem. 1989, 54, 4795-4800.

Thomas, J. B.; Atkinson, R. N.; Vinson, N. A.; Catanzaro, J. L.; Perretta, C. L.; Fix, S. E.;
Mascarella, S. W.; Rothman, R. B.; Xu, H.; Dersch, C. M.; Cantrell, B. E.; Zimmerman, D. M.;
Carroll, F. 1. J. Med. Chem. 2003, 46, 3127-3137.

Carroll, F. I.; Thomas, J. B.; Mascarella, W. S. Kappa opioid binding ligands. Pat. WO
2011/090473 A1, 2011.

Carroll, F. I.; Gichinga, M. G.; Kormos, C. M.; Maitra, R.; Runyon, S. P.; Thomas, J. B.;
Mascarella, S. W.; Decker, A. M.; Navarro, H. A. Bioorganic Med. Chem. 2015, 23, 6379-6388.

Skiles, J. W.; Miao, C.; Sorcek, R.; Jacaober, S.; Mui, P. W.; Rosenthal, A. S.; Chow, G.; Skoog,
M.; Keirns, J.; Weldon, S. M.; Possanza, G.; Letts, G.; Skiles, J. W.; Mui, P. W.; Skoog, M. J.

79



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

(85)
(86)
(87)
(88)
(89)
(90)
(91)
(92)
(93)

(94)

(95)
(96)

97)
(98)

(99)
(100)

(101)
(102)
(103)

(104)
(105)

(106)
(107)
(108)
(109)

(110)
(111)

Med. Chem. 1992, 35, 4795-4808.

Hashimoto, M.; Hatanaka, Y. European J. Org. Chem. 2008, 2513-2523.

Sadakane, Y.; Hatanaka, Y. Anal. Sci. 2006, 22, 209-218.

Castelvecchi, D.; Ledford, H. Nature 2022, 601, 16-17.

Sumranjit, J.; Chung, S. J. Molecules 2013, 18, 10425-10451.

Murale, D. P.; Hong, S. C.; Haque, M. M.; Lee, J. S. Proteome Sci. 2017, 15, 1-34.

Peng, T.; Yuan, X.; Hang, H. C. Curr. Opin. Chem. Biol. 2014, 21, 144-153.

Schnell, U.; Dijk, F.; Sjollema, K. A.; Giepmans, B. N. G. Nat. Methods 2012, 9, 152-158.
Griem-Krey, N.; Klein, A. B.; Herth, M.; Wellendorph, P. J. Vis. Exp. 2019, 1-11.

Remmel, M.; Scheiderer, L.; Butkevich, A. N.; Bossi, M. L.; Hell, S. W. bioRxiv 2022,
2022.08.29.505670.

Xiao, P.; Yan, W.; Gou, L.; Zhong, Y. N.; Kong, L.; Wu, C.; Wen, X.; Yuan, Y.; Cao, S.; Qu,
C.;Yang, X.; Yang, C. C.; Xia, A.; Hu, Z.; Zhang, Q.; He, Y. H.; Zhang, D. L.; Zhang, C.; Hou,
G. H.; Liu, H.; Zhu, L.; Fu, P.; Yang, S.; Rosenbaum, D. M.; Sun, J. P.; Du, Y.; Zhang, L.; Yu,
X.; Shao, Z. Cell 2021, 184, 943-956.

Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41,
2596-2599.

Candelon, N.; Lastécouéres, D.; Diallo, A. K.; Ruiz Aranzaes, J.; Astruc, D.; Vincent, J. M.
Chem. Commun. 2008, 1, 741-743.

Goyard, D.; Praly, J. P.; Vidal, S. Carbohydr. Res. 2012, 362, 79-83.

Rodionov, V. O.; Presolski, S. I.; Diaz, D. D.; Fokin, V. V.; Finn, M. G. J. Am. Chem. Soc. 2007,
129, 12705-12712.

Finkelstein, H. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1910, 43, 1528-1532.

Okaniwa, M.; Hirose, M.; Arita, T.; Yabuki, M.; Nakamura, A.; Takagi, T.; Kawamoto, T.;
Uchiyama, N.; Sumita, A.; Tsutsumi, S.; Tottori, T.; Inui, Y.; Sang, B. C.; Yano, J.; Aertgeerts,
K.; Yoshida, S.; Ishikawa, T. J. Med. Chem. 2013, 56, 6478—6494.

Eschweiler, W. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1905, 38, 880-882.
Clarke, H. T.; Gillespie, B.; Weisshaus, S. Z. J. Am. Chem. Soc. 1933, 55, 4571-4587.
Ollevier, T.; Carreras, V. ACS Org. Inorg. Au 2022, 2, 83-98.

Liu, M. T. H. Chem. Soc. Rev. 1982, 11, 127-140.

Che, T.; English, J.; Krumm, B. E.; Kim, K.; Pardon, E.; Olsen, R. H. J.; Wang, S.; Zhang, S.;
Diberto, J. F.; Sciaky, N.; Carroll, F. I.; Steyaert, J.; Wacker, D.; Roth, B. L. Nat. Commun. 2020,
11.

Itoh, T.; Matsuya, Y.; Enomoto, Y.; Ohsawa, A. Tetrahedron 2001, 57, 7277-7289.
Wang, M. M.; Waser, J. Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58, 13880-13884.
Huang, C.; Ma, W.; Zheng, X.; Xu, M.; Qi, X.; Lu, Q. J. Am. Chem. Soc. 2022, 144, 1389-1395.

Ugwu, D. I.; Okoro, U. C.; Ukoha, P. O.; Okafor, S.; Ibezim, A.; Kumar, N. M. Eur. J. Med.
Chem. 2017, 135, 349-369.

Deb, B.; Debnath, S.; Deb, A.; Maiti, D. K.; Majumdar, S. Tetrahedron Lett. 2017, 58, 629-633.

Kitahata, S.; Chiba, T.; Yoshida, T.; Ri, M.; lida, S.; Matsuda, A.; Ichikawa, S. Org. Lett. 2016,
18, 2312—-2315.

80



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

8. FUGGELEK
8.1. Dokkolés soran kapott 3D abrak és kdlcsdnhatasterképek
8.1.1. A modositott ACT-462206 ligandum dokkolasa

59. abra: A médositott ACT-462206 ligandum dokkolasa soran kapott haromdimenzios abrak
a) 55; b) 56 c) 57; d) 58 mddositott fluoreszcens ligandumok és az OX; fehérje (6TP4, aktiv
szerkezet, 5.1. fejezet, 6. tablazat)®® szerkezete

81



36. Orszdgos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023

AN
318

60. abra: Az 55 dokkolasa soran kapott kolcsdnhatastérkép
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61. abra: Az 56 dokkolasa soran kapott kdlcsonhatastérkép

G
179

62. abra: Az 57 dokkolasa soran kapott kolcsdnhatastérkép
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63. abra: Az 58 dokkolasa soran kapott kdlcsonhatastérkep
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8.1.2. A mddositott SKF-83566 ligandum dokkolasa

64. abra: A médositott SKF-83566 ligandum dokkolasa soran kapott haromdimenzios abrak

a) 62; b) 60 c) 61; d) 64 mddositott fluoreszcens ligandumok és az D1DR fehérje (aktiv
szerkezet, 5.1. fejezet, 6. tablazat)®® szerkezete
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65. abra: A 60 dokkolasa soran kapott kdlcsonhatastérkép
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66. abra: A 61 dokkolasa soran kapott kdlcsonhatastérkép
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67. abra: A 62 dokkolasa soran kapott kdlcsonhatastérkép
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68. abra: A 64 dokkolasa soran kapott kdlcsonhatastérkép
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8.2.

Szintézisek dsszefoglalo abrai

8.2.1. A modositott ACT-462206 ligandumok szintézise
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8.2.2. A mébdositott SKF-83566 szintézise
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8.2.3. A médositott IDTic szintézise
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