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1. Bevezetés

Az 1j gyogyszerek fejlesztése soran a modern gydgyszerkutatas tobbféle megkdzelitést
is alkalmaz kiindulopontok azonositasara. A hagyomanyos HTS-sziirési modszerek mellett, az
elmult évtizedekben a fragmensalapti gyogyszerkutatds kiemelkedd jelentdséglivé valt, mint
relevans kémiai kiindulopont keresésére alkalmas modszer.! Az eljaréas soran a konvencionalis
nagyméretli gyogyszerszerii molekuldk sziirése helyett kisebb, ugynevezett fragmensek kémiai
terét térképezziik fel annak érdekében, hogy relevans kiindulopontot taldljunk a

gyogyszerfejlesztéshez. A két megkdzelités rovid dsszehasonlitasa az I. tablazatban 1athato.

1. tablazat A HTS és a fragmens vegyiilettar rovid osszehasonlitdsa

HTS vegyiilettar | Fragmens vegyiilettar

Molekulaméret MW>300 MW<300
Koényvtarméret 10° 10°
Talalatok szama kevés sok

A gyogyszermolekulak szervezetiinkben bizonyos fehérjék iiregeibe vagy felszinére
kotddnek, a hagyomanyos megkozelités alapjan a molekula és a fehérje kozott masodrendii
kolcsonhatasok alakulnak ki, mely valamilyen mdédon megvaltoztatja az adott fehérje
miikodését. Az elmult idészakban azonban egyre gyakoribb az olyan gyogyszerek sikeres
fejlesztése, melyek a fehérjével nem csak masodlagos kotderdket, hanem kovalens kotést is

képesek kialakitani egy kotéelem (warhead) segitségével.

Mig a kovalens fehérjemodositas szamos hatuliitovel rendelkezhet (pl.: immunogenitasi
problémak), addig tobb rendkiviil elényds tulajdonsaga is van (pl.: nagy hatékonysag), igy a
megfeleld eldvigyazatossaggal értékes hatoanyagok fejleszthetéek ki, mint példaul az
antibiotikum hatasu foszfomicin vagy a szivelégtelenségek kezelésére és stroke megeldzésére

alkalmas clopidogrel (1. abra).?
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1. abra A foszfomicin és a clopidogrel szerkezete
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Kutatocsoportunk egyik érdeklddési teriilete a kovalens fragmensek sziirése, és azokbol
inhibitorok fejlesztése. A kozelmultban tobb publikacié is késziilt kutatocsoportunkban a
témaval kapcsolatban, melyekben nagyszamu, diverz szerkezetli heterociklusos elektrofil
kovalens fragmens vegyiilettdrak tagjainak szintetizalasat, illetve sziirését végezték el

kiilonbozd fehérjecélpontokon nemzetkdzi egyiittmiikodd partnerek segitségével.

Kutatomunkam soran csatlakoztam ezekhez a kutatdsokhoz, és OTDK dolgozatomban

egy kovalens fragmenskonyvtar szlirését, illetve a fragmens talalat fejlesztését mutatom be.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Fragmensalapu gyogyszerkutatas

A gyogyszerek hatdsukat a szervezetiinkben talalhaté fehérjékkel 1étrejott
kolesonhatasokkal fejtik ki, a fehérjék ugynevezett kdtdzsebeiben kotdédnek (2. dbra), ami a

gyogyszerkutatas egyik alapja, melyet még Emil Fischer és Paul Ehrlich fogalmazott meg.*

L e (@

2. dbra Fehérje-ligandum egyensuly

Komoly kihivast jelent egy kotdzsebbe pontosan illeszkedd gydgyszerszeri molekulat
talalni, jelentds er6forrasokat forditanak az alapkutatas soran a kotdzsebek €s az oda illeszkedd
molekulak azonositasara. A megfeleld kotozsebbe illeszkedd molekula megtalalasat bonyolitja,
hogy a gyogyszerszerli molekuldk kémiai tere hatalmas (kb. 10°), melynek tilnyomo része
felderitetlen. Eleinte mar 1étez6, azonban mas célra hasznalt molekuldk tesztelésével probaltak
gyogyszereket fejleszteni, azonban egy id6 utdn ez a modszer nem bizonyult tal hatékonynak.
A 20. szadzad végére jelentdsen lecsokkent a piacra keriild gyogyszerek szdma, Uj

megkozelitésekre volt sziikség a gydgyszerkutatasban.

A molekularis biologia fejlodése (DNS klonozas, fehérje expresszio) lehetové tette az
in vitro HTS (nagy ateresztoképességili szlirés) modszerek kifejlesztését, igy elérhetdve valt egy
olyan modszer, mellyel lehetséges volt sok molekula gyors bioldgiai sziirése. Az eljaras
Iényege, hogy egy robusztus bioldgiai teszt segitségével sok, viszonylag nagyméretii (>300 Da)
molekulat vizsgalunk meg rovid id6 alatt, majd az eredmények alapjan azonositjuk a relevans

kémiai kiindulépontként szolgald molekulakat (3. dbra).

' e
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3. dbra Sematikus példa HTS-sziirés eredményeképpen kapott gyogyszerszerii molekulara
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A kémiai tér e moédon vald megismerésének egyik legnagyobb akadalya, hogy a
gyogyszerszeri vegyiiletek szdma rendkiviil nagy, igy nehéz a megfeleld célpont megtalalasa.
A HTS-szlirések soran kapott taldlatok tesztelése esetén sok esetben a gydgyszerszerii molekula
nem tokéletesen illeszkedik be szervezetiinkben taldlhato fehérje kotézsebébe, igy, ha ki is tudja
fejteni hatasat, sok esetben nem tokéletes. Egy ilyen, mar megtalalt 'nem tokéletes’ molekula
modositasa a pontosabb kotdzsebbe valo illeszkedés érdekében, még ha lehetséges is, rendkiviil
koriilményes munkat igényel. Egy, az elmult évtizedekben elterjedt ujfajta megkozelités, a
fragmensalapt gyogyszerfejlesztés ezt a problémat oly moédon kiiszoboli ki, hogy kisméretii,
alacsony affinitassal rendelkezd részecskékbdl épitjik fel a tényleges gyogyszerszerii
molekulat, igy az kevésbé tartalmaz olyan részeket, melyekre nincs sziikség, €s a kdtdzsebbe

valé illeszkedés konnyebben finomhangolhaté. °

A fragmensalapti gyogyszerkutatds sordn tehat nem kész gyogyszermolekuldkat

keresiink ¢és teszteliink, hanem tgynevezett fragmenseket, melyek kiindulépontként
szolgéalhatnak a gyodgyszerfejlesztésben (4. dbra).

ot oa
A Ra «<Ra

Kis affinitast Nagy affinitasu, fragmensekbdl felépitett gyogyszerszerii
fragmensek molekula

4. abra A fragmensalapu megkozelités soran kapott talalatok, és a beldliik novesztett
gyogyszerszerii molekula

A fragmensek kis molekulatomegili anyagok, kis méretiilknek kdszonhetden szamos
kedvezd tulajdonsaggal rendelkeznek a nagyobb molekulakhoz képest.*’A fragmensekre
altalanosan érvényesiil a 3-as szabaly, mely azt jelenti, hogy olyan kismolekulak (< 300 Da),

melyek az aldbbi paraméterekkel rendelkeznek:

1) logP <3 (polaros molekuldk)
2) forgathato kotések szama < 3

3) H-kotés donor €s akceptorok szama < 3.
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A felsoroltak alapjan tehat a fragmensek kis molekulatomegii €s csekély komplexitassal
rendelkezd vegyiiletek.® A fragmensekre vonatkoz6 feltételek mellett egy fragmens vegyiilettar
készitése soran gondos figyelmet kell forditani arra, hogy a vegyiilettar tagjai nagymértékii

diverzitast mutassanak mind méret, alak, flexibilitds és komplexitas terén.’

A fragmensek a fehérjékhez gyengén kotddnek, affinitasuk onmagukban joval kisebb,
mint a HTS szlrések soran kapott gyogyszerszerli molekulaké, azonban a fragmensek
megtalalasat kovetden azokat tovabb noveszthetjiik, és igy a kapott molekula egy HTS-
szliréshez képest nagysagrendekkel jobb affinitasu is lehet. A fragmensek megfeleld biologiai
kornyezetben torténd tesztelése gyenge affinitasuk révén problémaba iitkézik, a HTS-
szliréseknél altalanosan hasznalt biokémiai assaynél érzékenyebb modszerek alkalmazéasara
van sziikség. Az irodalomban tobbféle biofizikai mddszer is ismert a fragmensek sziirésére,
ilyenek példaul az NMR-n, a rontgenkrisztallografian vagy az SPR-spektroszkopian alapuld
mddszerek.!® Az NMR-spektroszkopian alapuld moédszerek alkalmazadsa sordn a fragmens
kotodését vagy kémiai eltoloddsok valtozasanak felismerésével, vagy pedig izotop-jelolt

fehérjék vizsgalataval hatdrozzak meg.

A HTS-szliréshez képest a fragmensalapti megkozelités sok teriileten eldnydsebbnek
bizonyul, melyek koziil kiemelendd, hogy a fragmensek ,,univerzuma” sok nagysagrenddel
kevesebb szamu tagbdl all, mint a gydgyszerszerli molekuldké, igy a kémiai teret jobban be

lehet jarni, a fragmensek esetén jobb mintavételezést tudunk elérni (5. dbra).

HTS-szlirés
lehetséges molekulatéra

Fragmens-sz(irés
lehetséges
molekulatéra

Egy fragmens-kényvtar
Egy HTS-kdnyvtaraltal altal
lefedett kémiai tér lefedett kémiai tér

5. abra A gyogyszerszerii-, illetve a fragmens méretii molekuldak kémiai tere kozti kiilonbség
szemléltetése

A fragmensek tovabbi elonye azok kedvezd fizikai-kémiai paraméterei (méret, lipofilitas,

oldhatosag), illetve, hogy a fragmensek a fehérjék ugynevezett ,,hot-spot” régidiba kotddnek. A

7
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hot-spotok a fehérjék olyan teriiletei, amelyeken a legfontosabb fehérje-ligandum
kdlcsonhatasok alakulnak ki, és nagyobb méretli molekulak sziirése esetén nem mindegyik

talalhato meg. '%!1

A fragmensalapt gyodgyszerkutatds sikerei kozé tartozik a Vemurafenib (3), a

Venetoclax (4) és az Erdafitinib (5) gyogyszerek fejlesztése (6. dbra), melyek sikere egyre tobb

kutatét batorit a fragmensalapt megkdzelités alkalmazasara.!'

Cl !

N NS
() N
N y N
H O NN
Ns 1
o (0] 7 )\N/\/N O<
L e
0=8=0 5

2N

vemurafenib erdafitinib
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6. dbra A fragmensalapu gyogyszerkutatas sikerei

2.2. Kovalens fehérjejelolés

A gyogyszerkutatds kezdeti szakaszaiban kifejezetten kerlilendé volt az olyan
vegyiiletek fejlesztése, melyek a szervezetiinkben talalhat6 fehérjékkel kovalens kotést
alakitanak ki, hiszen a nagy reaktivitasu, kovalens fehérjejeldlésre hajlamos molekuldk szamos
kedvezdtlen, veszélyes tulajdonsaggal rendelkezhetnek az emberi szervezetre nézve.'>!415 Az
elmult idészakban azonban a technoldgiai fejlédés lehetdvé tette a kovalens gatloszerek
elényeinek hatékonyabb kihasznalasat, igy kedvezd tulajdonsigaik miatt egyre novekvo
szamban talalhatak meg a kovalens fehérjemddositasra képes hatdanyagok.'®!":!8 A kovalens
jelolésre alkalmas hatéanyagok is masodlagos kotderdkkel ismerik fel a ktéhelyeket, azonban
miutdn a hatéanyag a kothelyre keriilt, a hozza kozel levd nukleofil aminosav-oldallancokkal

kovalens kotést képes 1étrehozni a molekuldban talalhato elektrofil reaktiv rész, a kétéelem

8
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(warhead).!” Tehat a hagyomanyos, reverzibilis inhibitorokhoz képest a kovalens inhibitorok
irreverzibilis kotést hoznak 1étre szelektiven egy aminosavval, ami egy bioldgiai valaszt valt ki
a fehérjébol. igy a fehérje-ligandum egyensulyi folyamat eltolodik a komplex képzédésének
iranyaba (7. dbra), és egy nem-egyensulyi kotddés jon létre.° Ez példaul az onkoldgiai
terapiaban vagy orvosi diagnosztikdban Iényeges eldny a nem kovalens reverzibilis

hatéanyagokkal szemben.

— —

4 . ¢ = reaktiv kétéelem 3 z

7. abra Kovalens kotodes létrejottének menete a fehérje és liganduma kozott

A kovalens kotddés kialakulasa a fehérje és a ligandum kozott a ligandum affinitdsanak
novekedését, szelektivitasat, illetve legfdképp a ligandum tartdzkodasi idejének
meghosszabbodasat eredményezheti, mely eldnyos tulajdonsdgoknak koszonhetden a kovalens
inhibitorok egyre népszeriibbek.?! Megemlitendd azonban, hogy a megndvelt reaktivits
kovetkeztében a veszély fennall, hogy a molekula nem a kivant helyre kotddik. Az elmult
iddszakban tobb publikacid is megmutatta, hogy a megfeleld kotdelem megvalasztasa
minimalizalhatja a nem kivanatos mellékreakciokat, és a szelektivitast alapvetden a nagy
affinitasti nem kovalens szerkezeti vaz hatarozza meg. Tobb tanulmany is alatamasztotta mar,
hogy nincsen 4ltalanosan j6 warhead, hanem azt mindig az adott célpontra specifikusan

érdemes kivalasztani.>?

A kovalens inhibitorok felfedezése €s fejlesztése tobb modszerrel is megvalosithato. A
leggyakoribb megkozelités szerint egy nem-kovalens bioaktiv anyag alapvazabdl (scaffold)
indul ki, és azt elektrofil szerkezeti egységekkel (warhead, kotdelem, pl.: epoxidok, akril-
amidok) latja el, méghozza olyan pozicioban, hogy az a lehetd legkdzelebb legyen majd a
tamadni kivant fehérje nukleofil szerkezeti egységéhez, hogy a kivant kovalens kotdédés ki
tudjon alakulni. A kémiai kiindulopont keresése a hagyomanyos, mar roviden bemutatott HTS-
szlirések alkalmazasaval gyakran sikerteleniil zarul. Jobb sikerrata érhetd el a fragmensalapu

1.2* A kovalens fragmensek esetén a fragmensek alacsony affinitasabol fakado

megkozelitésse
nehézségeket ellensulyozza, hogy a kovalens jellegnek koszonhetden a fragmensek affinitasa

megnovekszik.
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2.3. Heterociklusos vegyiiletek a gyogyszerkutatasban

A heteroatomok gyakran eléfordulnak bioaktiv anyagokban és heterociklusos gyiiriikben.?
A gyogyszerfejlesztés sordn a heterociklusok mint farmakoforok alkalmazisa sok esetben
elény0s, ugyanis lehetdséget ad tobb tulajdonsag optimalizalasara is, mint példaul a hatdoanyag
oldhatosaga, lipofilitdsa, polaritdsa, vagy H-kotés kialakitdsra vald hajlama. Ezenfeliil a
szintetikus hozzaférhetdség fejlodésének koszonhetden a heterociklusos gytriik ¢és
gytrirendszerek ma mar kulcsfontossagu épitdelemei a gyogyszerszerii molekuldknak. A
gyogyszerkutatdsban talalhat6 heterociklusos alapvazak tulnyomé tobbsége masodlagos

kolesonhatdsok kialakitasara képes a célfehérjékkel.

Az elmult években egyre jelentdsebb a torekvés olyan kovalens inhibitorok
fejlesztésére, melyek valamilyen heterociklusos alapvazat tartalmaznak. A heterociklusokban
talalhatd heteroatomok elektronszivo tulajdonsidganak koszonhetéen olyan elektrofil
kotéelemek is alkalmasak lehetnek kovalens kotés kialakitasara fehérjével, melyek, ha egy nem
heteroaromas gylirin lennének, nem mutatnanak kell¢ reaktivitast. Ennek koszonhetéen a
heterociklusok esetén az altalanosan hasznalt, tobb atombol all6 kdtdelemek helyett (pl. epoxid
(6), maleimid (9); akrilamid (12)), megfeleld kotéelem lehet példaul egy halogénatom is,
melynek reaktivitasat aromas nukleofil szubsztiticiora a heterociklusok aktivaljak. A kisebb
méretll, akar egy atomos kotéelemek (CI (7), Br (10), I (13)) elénye abban rejlik, hogy ha azt
egy mar nem-kovalens bioaktiv alapvazra épitjiik ra, akkor feltehetden a bioaktiv anyag
szerkezete kisebb mértékben valtozik meg, és igy nem veszit (annyit) bioaktivitasabol a
vegylilet. Az emlitett egyatomos elektrofil kotdelemek aromés nukleofil szubsztiticios
reakcioban képesek a ciszteinhez kotddni. A halogén kotéelemeken kiviil a klasszikus
kisméretli warhead-ek koziil alkalmas lehet még nitril (8), vinil (11) vagy acetilén (14) csoport
is a kovalens kotddés kialakitasara, ezek a funkcios csoportok nukleofil addicios reakcidban
képesek a ciszteinhez kotédni.? . Erdemes megemliteni, hogy az elmilt években a ciszteinen
kiviil tobb mas aminosavegység is gyakori célpont lett kovalens fehérjejeldlések soran.?

Néhany elterjedten alkalmazott elektrofil kotdelem a 8. abran lathato.

10
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8. abra Néhany elektrofil warhead szerkezete

Kutatécsoportunk kordbban 5- és 6-tagu nitrogéntartalmu heterociklusokbol allo
elektrofil fragmens vegyiilettarat készitett és vizsgalt kiillonbozé fehérjecélpontokon (MurA,
trombin, HDACS, immunoproteaszoma, Sars-Cov2 MPro). A vegyiilettar szdmos értékes
fragmenst tartalmaz a bioldgiai vizsgalatok alapjan, j6 néhany fragmens megfeleld stabilitast
és reaktivitast mutatott a célfehérjékkel szemben a sziirések soran, és tobbek kozott 0j alacsony
mikromolos MurA inhibitorokat vagy a célfehérjéken 1) kotohelyeket sikertilt talalni, melyek
értékes kiindulopontok €s célteriiletek lehetnek a gyogyszerfejlesztés tovabbi szakaszaiban. A
késobbiekben kutatocsoportunk az emlitett vegyiilettar tagjait metil csoporttal latta el a nitrogén
atom(ok)on, és az Ujonnan kapott kvaterner nitrogént tartalmazod metilezett fragmens
vegyiilettar vizsgalatat is tobb fehérjecélponton elvégezte.’®?’ Az elvégzett biologiai
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a kvaternerezés altalanossagban megnoveli az egyes fragmensek
reaktivitasat és a biologiai aktivitasat is. Ennek oka az lehet, hogy a heterociklusok nitrogén
atomjainak elektronszivd képessége megnd, mivel az N-kvaternerezés miatt pozitiv toltés

jelenik meg a heterociklusos gytiriin, ami még inkabb aktivélja az elektrofil kotéelemet.

2.4. A hisztamin és a Hs receptor

A hisztamin (9. abra) egy, a szervezetiinkben talalhat6 fontos neurotranszmitter

(ingeriiletatvivd anyag), szamos immunvalasz kialakitdsaban részt vesz.
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/=N

HNWNH

15
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9. abra A hisztamin szerkezete

Hirvivéként fontos szerepet tolt be tobbek kozott az allergias reakcidk kialakulasaban, illetve
az immunrendszer szabalyozasaban. A hisztamin (15) feladata receptorainak aktivalasa,
amelyekbdl 4 altipus ismert. Kutatomunkam soran a Hs-receptor, keriilt fokuszba, ezért ezt

fogom bdévebben ismertetni.

A Hj-receptort eldszor 1983-ban azonositottdk Arrang és munkatarsai.?® A receptor a G-
proteinhez kapcsolt fehérjék csaladjaba tartozik, szerepe a hisztamin kibocsatas szabalyozésa a
kozponti idegrendszerben. Ezen kivil a H; receptorok megtaladlhatoak a sziv
idegvégzddéseinél, illetve az agyban is, ahol kiilonb6z0 neurotranszmitter rendszereket

szabalyoznak. %

Midta 1999-ben Lovenberg ¢és munkatarsai sikeresen klonoztak a hisztamin Hj
receptort, a gyogyszervallalatok nagy érdeklddéssel fordultak felé, mint potencidlis
gyogyszercélpont kiilonb6z6 rendellenességek kezelésére, mint példaul az elhizés, skizofrénia

vagy migrén.*°

A hisztamin nagy affinitdssal kotddik a Hiz receptorhoz (pKi = 7,8), és jelentds
mennyiségben van jelen a szervezetben, igy kompetitiv a fejlesztett vegytiletekkel szemben. A
receptor szerkezete miatt gyogyszerfejlesztés soran a szerkezeti diverzitds nagymértékben
korlatozott, a jelenleg elérhetd Hs receptor agonistak szerkezete legtobb esetben kdzel azonos a
hisztaminéval, csak kisebb-nagyobb moddositasokat tartalmaznak, melyeknek kovetkeztében a
molekula bioaktivitdsa és szelektivitasa kedvezobbnek bizonyul, mint a hisztaminé. A /0. abrdn

néhany H3 receptor agonista lathato.
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16
(R)-a-Metilhisztamin
pKi = 8,4

10. abra Ismert H; receptor agonistdk szerkezete

A rendelkezésre all6 Hs receptorokra hatdé bioaktiv anyagok tobbségével fennall a

/=N
HNWN/
H
17
N-a-Metilhisztamin
pKi = 8,6

7
FN
HN_ =
Immetridin
19 pKi = 9,1

NH
/=N
HN_
18
Immepip
pKi = 8,8

probléma, hogy csekély szelektivitast mutatnak a tobbi hisztamin receptorral, példaul a Hs

receptorral szemben, igy a mai napig kihivas olyan nagy affinitassal rendelkezé bioaktiv

anyagok fejlesztése, melyek a hisztamin valamely receptorahoz szelektiven kotddnek.®!

Emellett emlitést érdemel, hogy jelen ismereteink szerint kovalens H3 modulator nem ismert az

irodalomban annak ellenére, hogy a Hj kristalyszerkezet alapjan az aktiv centrumban talalhato

egy cisztein aminosav, mint a kovalens modositok leggyakoribb célpontja
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3. Célkitiizés

Dolgozatom témaja a kutatocsoport szamara elérhetd heterociklusos kovalens fragmens
vegyiilettarak szlirése a hisztamin Hz és Ha receptorain nemzetkozi partnereink segitségével,
majd a szlirés soran kapott fragmens taldlatok irodalmi megfontolasok alapjan torténd
ndvesztése, a raciondlisan tervezett kovalens vezérmolekuldk eldallitdsa, majd nemzetkozi
partnereinkkel egyiittmiikodve az 0j vegytiletek tesztelése a hisztamin H3 és H4 receptorain (/1.

dbra).

Vezérmolekulak
tesztelése a
kivalasztott

fehérjecélponton

Kémiai Fragmenstalalatok
kiindulépont novesztése
azonositasa vezérmolekulakka

Célpont
kivalasztasa

11. abra A kutatas munkafolyamatat leiro folyamatabra
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4.Sajat munka

Az elmult években kutatocsoportunkban figyelmet forditottak a Hsz és Hs receptorok
mukodésének modositasara, és tobbek kozott a kovalens inhibicid lehetdségét vizsgaltak. A
hisztamin ezen receptorai fontos szerepet toltenek be az immunrendszer és az idegrendszer
szabalyozasaban, a kovalens inhibicid pedig lehetévé tenné a precizebb, és tartdsabb
szabalyozast. Mivel a receptorok kotézsebében talalhatd egy cisztein aminosav, igy ugy
gondoltuk érdemes Iehet elektrofil fragmens vegylilettdr tesztelése az emlitett két
hisztaminreceptoron. Tovabba emlitést érdemes, hogy a heterociklusos fragmens vegyiilettar
igen sok, a hisztaminban is megtalalhato imidazol-, vagy ahhoz hasonl6 szerkezeti egységeket

tartalmaz.

Munkém soran a kutatdcsoport szamdara rendelkezésre allo heterociklusos kovalens
fragmens vegyiilettarakat terveztiik nemzetkozi egyiittmiikodo partnereink segitségével a H3R
¢s H4R receptorokon tesztelni. Ezutdn a bioldgiai eredmények fiiggvényében fragmensekbdl

novesztett 11j gydgyszerszerll anyagok szintézisét, és ezek tesztelését terveztiik végrehajtani.

A fragmens vegyiilettar, és az abbol szarmaztatott metilezett fragmens vegyiilettar
szlirését a H3 és H4 receptorokon amszterdami egylittmiikodd partnereink végezték el. A
biologiai eldsziirés soran a fragmens 10 uM koncentracidoban volt jelen a fehérje mellett. A
fragmens vegyiilettar tagjai, és a veliikk végzett biologiai kisérletek eredményei az aldbbi
abrakon lathatéak (/2-15. dabra). A fragmensek a kékkel jelolt poziciokban -elektrofil

kotéelemeket (CI, Br, I, CN, vinil, acetilén) tartalmaznak.

A B o D E F G H J K L

H O
N EATENEA S]] S ) |
N/ N/ N/ N N/) N/ \N [Ng' [N/> [N/> /.N L//N

A fragmens jelenlétében a fehérje megmaradt aktivitasa %-ban kifejezve

i cl >75% >75% >75% >75% >75% >75% >75% >75% - >75% - >75%
¥ Br >75% >75% >75% >75% - >75% >75% >75% - >75% >75% >75%
i | >75% >75% >75% >75% - >75% >75% >75% - >75% >75% >75%
T CN >75% >75% >75% >75% >75% >75% >75% >75% - >75% - >75%
e Vinil >75% >75% >75% >75% - >75% >75% - >75% - >75% >75%
"6 Etinil >75% >75% >75% >75% - >75% >75% >75% >75% - >75% >75%

12. abra H; receptoron vizsgalt fragmensek. A ,,-,, jelolt vegyiiletek nem voltak elérhetok a
vegyiilettar osszeallitasakor.
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A fragmens jelenlétében a fehérje megmaradt aktivitasa %-ban kifejezve
! cl >75% - - >75% >75% -
T2 Br - >75% >75% | >75% >75% >75%
E I >75% - >75% - >75%
T oa CN - >75% | >75% >75% >75% | >75% -
" s Vinil >75% >75% >75% | >75% >75%
"6 Etinil | >75% >75% >75% | >75%
13. abra H; receptoron vizsgalt fragmensek. A ,,-,, jelolt vegyiiletek nem voltak elérhetok a
vegyiilettar osszeallitasakor:
A B c D E F G H ] K L
H ]
= = =N SN g H H H
izl =i®hsisi= 1N
N N N N N N £ 4
A fragmens jelenlétében a fehérje megmaradt aktivitdsa %-ban kifejezve
i cl >75% | >75% | >75% | >75% | >75% | >75% | >75% | >75% >75% - >75%
T2 Br >75% | >75% | >75% | >75% >75% | >75% | >75% >75% | >75% | >75%
E 1 >75% | >75% | >75% | >75% - >75% | >75% | >75% >75% | >75% | >75%
"4 CN >75% | >75% | >75% | >75% | >75% | >75% | >75% | >75% - >75% - >75%
e Vinil | =75% | =75% | /5% | >75% =75% | >75% ] >75% =75% | >75%
" 6 Etinil | >75% | >75% | >75% | >75% >75% | >75% | >75% | >75% >75% | >75%
14. abra Hyreceptoron vizsgalt fragmensek. A ,,-,, jelolt vegyiiletek nem voltak elérhetok a
vegyiilettar osszeallitasakor.
M N 0 p Q R s T u
o
® 5 o 0. 8 S S 0 N
M. \r M 7 \r =
< N i 7 \ \ {_r o
) \ N &N \i_-« .<'N \ N .<\N N
A fragmens jelenlétében a fehérje megmaradt aktivitasa %-ban kifejezve
T cl >75% - - >75% >75% -
T2 Br - >75% >75% | >75% >75% 10%
E 1 >75% - >75% - >75% -
"o CN - >75% | >75% >75% >75% | >75% -
" s Vinil >75% - ] >75% >75% | >75% >75%
i Etinil | >75% >75% >75% | >75%

15. abra Hyreceptoron vizsgalt fragmensek. A ,,-,, jelolt vegyiiletek nem voltak elérhetok a
vegyiilettar osszeallitasakor.

A fragmenssziirés sordn azt tapasztaltuk, hogy a heterociklusos fragmens vegytilettar

tagjai sem a H3R, egy vegylilet kivételével pedig a HsR receptoron sem mutattak megfeleld

aktivitast. Mivel igy elegendd taldlatot nem sikeriilt azonositani, a fragmenssziirést a

vegyllettar masodik generacidjaval is elvégeztilk, amely vegyiilettdr a kereskedelmi

forgalomban

1S

elérhetd heterociklusok nitrogénatomon kvaternerezett

szarmazékait

tartalmazta. Az N-metilezés annak érdekében tortént, hogy a fragmensek reaktivitasat noveljik.

A metilezett vegyiiletek és bioldgiai eredményeik a /6. és 17 dbran lathatoak.
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A fragmens jelenlétében a fehérje megmaradt aktivitdsa %-ban kiefejezve
1+| Cl <25% >95% >95% >95% >95% >95% <30% <15% >95% - >95% - -
2+ Br <25% >95% >95% >95% - >90% <15% <15% >95% >70% >60% - - >60% <40%
3+ | <25% >95% <50% >95% - >60% <15% <20% >70% >95% >95% >95% >95% -
4+| CN >75% >95% >95% - >95% >95% >95% >95% >70% - >95% - - >90%
5+| Vinil >75% >95% <25% - - >70% >75% - - >95% - -
6+| Etinil <25% >95% <50% >60% >95% >50% >95% >95%
16. abra H; receptoron vizsgalt masodik generacios fragmensek. A ,,-,, jelolt vegyiiletek nem
voltak elérhetdk a vegyiilettar dsszeallitasakor.
A B Cc D E ‘ F G H J K L N P Q R
oS > N SN oSN N [ 1 / / o 0 S s
SlwlslwiemErl s v
A G G ) S e | ] e 0] ([
| | | ‘ ‘ I\‘J N\ N\ Y / N \ \
A fragmens jelenlétében a fehérje megmaradt aktivitdsa %-ban kiefejezve
1+ <50% >75% >95% >75% >95% >85% <40% >60% >90% - >95% - - -
2+| Br <50% >95% >95% >85% - >95% <40% >55% >95% >85% >75% - - >75% >70%
3+ | <40% >95% >75% >95% - >95% <40% >95% >85% >85% >85% >85% >95% -
4+| CN >90% >95% >75% - >95% >75% >80% >90% >90% - >95% - - - >75%
5+| Vinil >90% >95% <50% - - >60% >95% - >95% - - - -
6+| Etinil >60% >95% >50% >60% - >75% >75% - >95% >95% - - -

17. abra Hy receptoron vizsgalt masodik generacios fragmensek. A ,,-,, jelolt vegyiiletek nem
voltak elérhetok a vegyiilettar dsszeallitasakor.

A metilezett fragmens vegytilettar esetén 61 fragmensbdl a H3R receptoron 14, a H4R

receptoron pedig 7 fragmens mutatott legaldbb 50%-os jelcsokkenést. A metilezés, mint mar

kutatocsoportunk korabbi eredményeibdl is kideriilt, a fragmensek reaktivitdsat megnoveli, ez

a hisztamin receptorain végzett szlirések soran is lathat6. Erdemes megemliteni, hogy a Ha

receptoron aktivitdst mutatd fragmensek koziil mindegyik aktivitdst mutatott a Hz receptoron

is. Kutatdsunk szempontjdbdl nem csak a receptorokon vald affinitds lényeges, hanem a

szelektivitas is, igy a tovabb vizsgalni érdemes vegyiiletek szamat négyre sziikitettiik, amelyek

a legnagyobb Hi/H4 szelektivitast mutattak (/8. dbra).
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/
Br /N] | N XN N
N\ + +/ | +/ [ />_|
- N N Br N* “CI N* .
I lr | T \ !
G2+ A2+ A1+ H3+
pKi (H3R) 6,44 +/-0,21 6,34 +/-0,37 6,22 +/-0,08 6,03 +/- 0,09
H3R jelcsdkkenés 89% 84% 82% 83%
pKi (H4R) 4,88 +/-0,15 5,38 +/-0,31 5,29 +/-0.29 <4,5
H,4R jelcsokkenés 60% 57% 59% 0%
d(pKi) 1,55 0,96 0,92 1,81

18. abra A fragmenssziirések soran kapott talalatok sziikitett kére a tovabbi megfontolasok
alapjan

A fragmenssziirés soran az 2-j0d-1,3-dimetilimidazélium jodid fragmens (H3+) mig a
H3R receptor aktivitasat 83 %-kal lecsokkentette, addig a H4R receptor aktivitasan nem
valtoztatott, igy ezt valasztottuk optimalis talalatnak szelektivitds szempontjabol. A
szelektivitas a gyodgyszerfejlesztés soran igen jelentés szempont, ugyanis egyrészt lehetové

teszi a mellékhatdsok minimalizalasat, igy biztonsagosabbak lehetnek.

A talalatok azonositdsat kovetden a fragmensek méretének novelése a cél, mely
alapvetéen 3 megkdzelités alapjan torténhet: egy fragmens ndvesztése (growing), tobb
fragmens Osszeolvasztasa (merging) vagy pedig tobb fragmens 6sszekapcsolasa (linking). Az
irodalomban ismert immepip (18) egy 0,4 nM-os affinitassal rendelkezd H; agonista, mely
tartalmazza az imidazol szerkezeti egységet, igy célul tliztiik ki az immepip (18) kovalens
inhibitorra torténd atalakitasat. Ebbol a célbol a 19. dbran lathatd molekulak szintézisét
terveztiik meg irodalmi megfontolasok alapjan.>* Kézenfekvé valasztasnak tiint az immepip
(18) imidazol gytrtijét metilezni és jodozni, hogy a kovalens analoghoz (21) jussunk. Annak
érdekében, hogy a kovalens kolcsonhatas szerepét igazoljuk, a jod nélkiili nem kovalens, de
metilezett szarmazeékot (20) is terveztiik eldallitani. Ezen feliil kivancsiak voltunk arra, hogy ha
meghosszabbitjuk a két gylirli kozotti 1ancot, és az alifas, haromdimenzids térkitdltésti gytiriit

egy sik aromas gytiriire (23) cseréljiik, milyen valtozast ériink el.
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| X
N P
N 18 H 20 N 21 NT 23
Immepip Nem-kovalens Potencialis kovalens POte“CIéhSl kovalens
Ismert agonista (0,4 nM) kontroll vegyiilet analog analog

(aromas gyirti, hosszabb linker)

19. abra Az irodalomban ismert immepip agonista, és a fragmenssziirés eredményeibol
tervezett vegyliletek

4.1. Szintézisterv

Ebben a fejezetben a tervezett potencialis kovalens inhibitorokhoz vezetd szintézisutak

kidolgozasat, majd végrehajtasat mutatom be részletesen.

A szintézisterv kidolgozasa sordn felhasznaltuk az irodalomban ismert immepiphez
vezetd szintézisek bizonyos 1épéseit, melyek a 20. dbrdn lathatoak.* A megfeleld alkoholbol
(24, 29) kiindulva egy véddcsoport beépitést kovetden egy oxidacios reakcid soran jutunk el az
aldehid intermedierhez (26, 30), melyet egy gylirlizarasi reakcidoba visziink, és kapott

intermediert imidazolszarmazékka alakitjuk (28, 32).

OH o o /NH
OH | N9 N,
—
X X 7
N
N N . N N
H Boc Boc Boc Boc
24 25 26 27 28
/f‘_N /—;N
OH 0 o] Ts HN__~
=
Ny éj alie Il
N
\N \N \N N
29 30 31 32

20. abra Az irodalomban ismert molekulak szintezise
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Az imidazolszarmazék-intermedierekbdl a 2/. abra szerint terveztiink tovabb haladni.
Az irodalomban ismert intermediert a szabad nitrogén atomon metilcsoporttal szereljiik fel,
majd ezt kovetéen a két nitrogénatom kozott jodozzuk az imidazol gytrtit. A masodik
metilcsoport bevitelét €s az imidazol kvaternerezését ezt kdvetden valositjuk meg, és a

piperidinszarmazék esetén a Boc-véddcsoportot az utolséd 1épésben tavolitjuk el.

s e
NN NN
— —
—_—
/~NH 7N ?j
— | 34 | 20
Boc H
—_—
\ I | |
e
N '\ll N/ N 4 N/ 2/\ g
Boc Boc _ —NC —N
—_— —_—
28 33
N N .
|
Boc 35 Boc 36 H 21

32 37 38 23

21. abra A célmolekulakhoz vezetd szintézistervek

4.2. Szintézisek megvalositasa

Az immepipszarmazék szintézisének elsé 1épéseként 4-piperidin etanolbol (24)
kiindulva eldszor di-terc-butil dikarbonat (39) alkalmazésaval egy N-acilezési reakcioban Boc
védbdesoportot épitettem be a piperidin heterociklus N-atomjanak megvédésére, hogy a késobbi

reakcidlépésekben ne okozzon mellékreakciokat. A reakcid egy ora alatt lejatszodott, majd
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feldolgozas utan (22. abra) 94 %-os hozammal izolaltam az alkoholt, ami az irodalmi

termeléshez (98 %) kozeli eredmény.

OH OH
o O 1)0 °C; TEA: 1 6ra, Kloroform
. A >
o O ©O 2) Szobah&ém.; 24 6ra
3) + Telitett Na,COg - oldat
N 4) Extrakcio kloroformmal '\,l

5) Szerves fazis szaritasa Na,SOy4-al, Boc

24 39 szlrés, beparlas 25

94%

22. abra Boc-védocsoport beépitése a piperidinszarmazékba

A 3-(piridin-4-il)propan-1-ol (29) esetén véddcsoport beépitésére nem volt sziikség,

hiszen az aromas nitrogén nem reaktiv a kovetkezd reakciolépések soran.

A terminalis hidroxicsoportot Swern-oxidacioval aldehid funkcids csoportta
alakitottam. Az oxidaciot oxalil-klorid és dimetil-szulfoxid jelenlétében hajtottam végre széraz
diklormetanban, majd a reakcidt trietil-amin hozzdadasaval kvencseltem (23. dbra). A
reakcioelegyek extrakciojat kovetden a szerves fazist szilikagélre paroltam, majd normal fazisu
flash-kromatografiaval tisztitottam a nyerstermékeket, igy a két aldehidet (26 ¢€s 30) 71%-os,
¢és 100%-o0s hozammal izolaltam. A piperidinszarmazéknak nem volt UV elnyelése sem 254 nm
sem 366 nm-en, igy a VRK-lapokat joddal hivtuk eld. A piridingyfir{it tartalmaz6 molekulaval
vald munka soran az aromas gytirlinek kdszonhetden a reakcid kiindulasi anyaga és termeéke is

UV-aktiv volt.
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23. abra Swern-oxidacio kivitelezése a ket intermedierrel

Az izolalt aldehideket ezt kovetden katalitikus mennyiségii natrium-cianid jelenlétében
Van Leusen-reakcioban alakitottam tovabb. Ez a reakcio ketonok nitrillé valod atalakitsara
alkalmas TosMIC (45; (p-toluolszulfonil)metil izocianid) reagens jelenlétében, de amennyiben
ketonok helyett aldehideket alkalmazunk, a reakcid oxazolin-szdrmazékokat eredményez. A
reakcid egyszerli feldolgozasaval (melléktermékek kiszlirése az oldodd termék melldl)
sikeresen izolaltam kvantitativ termeléssel az oxazolin-szarmazékokat (24. abra), majd azokat

tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltam fel a szintézissor kdvetkezd 1épésében.
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Css
j N Ts
CHO 0=8=0 4
O
N 45 '\Il
| Boc
Boc
26 1) NaCN; EtOH; 27
szobah6m.; 1 6ra 100%
>
2) Beparlas /cN
CHO 3) Oldas kloroformban 0 Ts
4) Szlirés, szaritas, beparlas
® 7
—
N \N
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100%

24. abra Van Leusen reakciok egyenlete

Az oxazolin-szarmazékok imidazol-forrasként szolgdlhatnak egy oxigén-nitrogén
cserén keresztiil lejatszodo reakcioban.®® Ezt kihaszndlva az oxazolin-szarmazékok kinyerését
kdvetden tehat egy bombacsdben vagy autoklavban ammoniaval telitett metanolban oldottam
az oxazolinokat (27 és 31), majd 110 °C-on kevertettem, €és a reakcioelegyek feldolgozasat
kovetden a nyersterméket normal fazisu flash kromatografidval tisztitottam. Igy jutottam rendre
41%-o0s és 63%-0s hozammal az alifas és aromas 28 és 32 imidazol-szarmazékokhoz (25. abra).
A feldolgozas soran végzett extrakcional a fazisok rosszul valtak el egymastol, igy kihivast
jelentett azok elvalasztasa. Mivel a reakcidelegy a feldolgozas kezdetkor mar kiindulasi anyagot
nem tartalmazott, €s jelentds melléktermék képzodeését sem tapasztaltuk HPLC-MS alapjan. A
kozepes termelés egyrészt az extrakcionak tudhatd be, ugyanis az imidazol rész amfoter
jellegének koszonhetden kis mennyiségben a termékek a vizes fdzisban maradtak. Ezen kiviil a

nyerstermék kromatografids tisztitasa is tovabbi anyagveszteséggel jarhatott.
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25. abra Imidazolgyiirii kialakitasa

Ezt kovetden az imidazol-szarmazékok N-metilezését natrium-hidrid és metil-jodid
alkalmazasaval hajtottam végre. A piperidinszarmazékkal végzett reakcid soran az imidazol
gyliri mindkét egyszeresen metilezett izomerjét azonositottam, dimetilezett szdrmazék
képzddését nem tapasztaltam. A reakcidelegy feldolgozasat kovetden a 33 és 46 intermediereket
100%-0s egyesitett hozammal kaptam meg. A piridin-szarmazékkal végzett metilezés soran
hasonloan a 28-al végzett reakcidhoz, mindkét N-metilimidazolt azonositottam, azonban egy
dimetilez6dott melléktermék is megjelent a reakcidelegyben, amit el kellett tavolitani a 37 és
47 intermedierektdl. Az alacsonyabb termelés (29%) az emlitett melléktermék képzddésének,
illetve a kromatografias tisztitas soran fellépd anyagveszteségnek tudhato be. A piridin-, illetve
a piperidingytirin valdo metilezddés ebben a reakciolépésben a szintézissor késdbbi 1épései
alapjan kizarhato volt. A reakcidk sordn tigyelni kellett a metil-jodid alacsony hdmérsékleten
torténd lassu adagolasara, hogy elkeriilhetd legyen a nem kivant tovabb metilezddés. A reakciok

egyenletei a 26. abran lathatoak.
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26. abra Imidazolszarmazékok N-metilezési reakcioi

A metilezést kovetden az intermedierek jodozasat hajtottam végre. A jod beépitése azért
sziikséges, hogy a H3z receptor ciszteinjével aromés nukleofil szubsztiticidba Iépjen, €s
kovalens kotéelemként szolgéaljon. A jodozési reakciokat inert koriilmények kozott, alacsony
hémérsékleten végeztem. El6szor litidltam az imidazolszarmazékokat n-butil litium
segitségével iigyelve az alacsony homérséklet fenntartdsira. Ezutan elemi jod adagolésaval a
féemorganikus vegytileten egy litium-jod cserét kivantam végrehajtani. A litidlas utan a jodozas
kovetése kivitelezhetd volt, de azt tapasztaltuk, hogy a jédozas terméke mellett pedig nagy
mennyiségll kiindulasi anyag volt még jelen, a reakcidé nem haladt elre a reakcididd tovabbi
novelésével, tehat a litidlas nem volt teljes. A reakcidelegyek kvencselését kdvetden azokat
normadl fazisu flash kromatografiaval tisztitottam. A reakciok alacsony termelése egyrészt a nem

teljes konverzidonak, masrészt pedig a kromatografiaval jar6 anyagveszteségeknek tudhato be.
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27. abra Jodozasi reakciok

Az izolalt jodvegylileteket (35 és 38) tovabbi N-metilezési reakcidba vittem, hogy
kvaternerezett  heterociklusokhoz  jussak. A  reakcidkat acetonitrilben végeztem,
metilezdszerként metil-jodidot alkalmaztam, de ebben az esetben, mivel nem volt sziikség
deprotonéldsra, natrium-hidridet nem hasznaltam (28. dabra). A kvaternerezés teljes
konverzidval lejatszodott, de a piperidin-szarmazék preparativ HPLC-n valo tisztitdsa sordn az
anyag bomlast szenvedett, igy azt tovabbi tisztitdsok nélkiil vittiik tovabb a szintézissor utolso
1épésére. A piridinszdrmazékot 6% termeléssel izolaltam, mely ugyancsak a kromatografia

soran szenvedett anyagveszteségnek tudhato be.
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28. abra N-kvaternerezési reakciok

A piperidinszarmazék szintézissoranak utolso 1épése a Boc-véddcsoport eltavolitasa
volt, melyet BF3-Et;O-val valositottam meg, széraz diklérmetanban (29. dabra). A reakcid
alacsony termelését a nyerstermék preparativ HPLC-n torténd tisztitasa okozhatta. A reakcid
feldolgozasa soran beparlds helyett az oldoszer eltavolitdsat Ar-gazzal valo leflvatassal

végeztem el, ugyanis azt tapasztaltuk, hogy az anyag melegités hatasara bomlast szenved.

| |
y 7N
)\N/ +>\ s
_N+ —N
— —

1) BF3"Et,0; DKM
Szobahdém.; 2 éra
2) Oldoszer lefuvatasa
N 3) Kromatografia l\ll
26 Boc 4) Liofilizalas 21 H
30%

29. abra A piperidin-szarmazék Boc-véddcsoportjanak eltavolitasa
Annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy a jodimidazdlium és a jod kovalens kotdelem
szerepet jatszik a Hs receptor mikodésének befolyasolasaban, eldallitottunk egy jodot nem
tartalmazo imidazolium-szarmazékot is, amely varhatoan gyengébben, ¢€s reverzibilisen

kotédik a receptorhoz. A nem kovalens kontrollvegyiilet eldallitasat a 33 monometilzett
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intermedier kvaternerezésével valdsitottam meg. Az N-metilezési reakcio soran metil-jodidot
alkalmaztam acetonitril olddszerben 90 °C-on, majd a reakcid beparladsat kovetden a
nyersterméket preparativ HPLC segitségével tisztitva jutottam 34 védett intermedierhez. Ezt
kovetden a véddcsoport eltdvolitdsaval eljutottam a nem kovalens inhibitor végtermékig (20),
amit ismételten preparativ HPLC segitségével tisztitottam, majd a frakcidkat liofilizaltam (30.
dabra). A kozepes és alacsony termelés nagyrészt a preparativ HPLC sordn elszenvedett

anyagveszteségnek tudhato be.

1) BF3*Et,0; szaraz DKM,;

~ _ o om N 0 °C; 30 perc N
N/\\N R Mel,eraCN, 90°C; 2 nap N/\\N"— 2) szobah.; 1 6ra N/\\N+_
~ 2) Beparlas 3 ~ 3) Beparlas S
3) Kromatografia 4) Kromatografia
'
\ N N
Boc Boc H
33 34 20
50% 22%

30. abra A nem kovalens szarmazék szintézise
4.3. Bioldgiai mérések eredményei

A harom molekulat, melyek koziil a két jodimidazolium szarmazék kovalens
inhibitorként miikodhet, a harmadik pedig egy nem-kovalens analdg, bioldgiai vizsgalatnak
vetettiik ald amszterdami egylittm{ikodd partnereink segitségével. Partnereink radioligand-
alapt kotédési teszteket végeztek a H3R és H4R receptorokon, és meghataroztdk az altalunk
eldallitott vegyliletek kotodési allandoit. A vizsgalt vegyiiletek és a kapcsolddd biologiai

eredmények Osszefoglalva a 31. dbrdn lathatoak.

v + —N*
! 7 NH NN | /</N \ ;7—' P
}\N/ _ — N —
N N a
N H H ~
H3+ 18 H 20 21 23 N
Fragmens Immepip nem-kovalens kovalens analég  kovalens analdg
analog
pKi (H3)= 6,0 pKi (H3) = 9,6 pKi (H3)= 5,3 pKi (H3)=7,2 PKi (H3) =53
pKi (H4) < 4,5 pKi (H4) =77 pKi (H4) < 4,1 pKi (H4) < 5,6 pKi (H4) < 4,7

31. abra A biologiai vizsgalatok eredményei
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Az eredmények bar elmaradnak az irodalomban ismert immepiphez tartozo kotddési
allandoktol, azonban a piperidines kovalens analdog kotddési allanddja a H3R receptoron sokkal
jobbnak bizonyult, mint a fragmens talalaté, ami alatdmasztja, hogy joé iranyba indultunk a
szerkezet modositasaval. Tovabba érdemes kiemelni, hogy a H4 receptorhoz sokkal kevésbé
kotédik a fragmens, mint az immepip, ami a szelektivitashoz hozzajarulhat. Ugyanakkor az is
latszik, hogy tovabbi optimalizalas sziikséges, amely kutatdbmunka jelenleg is zajlik. Fontos
kiemelni, hogy a nem kovalens kontroll vegyiilet, amely csak a jod kotéelemben és igy
feltételezhetden a kotddési mechanizmusban tér el a 21 kovalens immepip analogtol, még az
eredeti fragmensnél is rosszabb eredményt adott. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a H3 receptor

kovalens jeldlése is miikodésének irreverzibilis modositasa jo kutatasi irany.

A legjobbnak bizonyult 21 funkciondlis aktivitasat is vizsgaltuk abbol a célbol, hogy
meghatarozzuk, agonista vagy antagonista modon viselkedik (32. abra). Ez a vizsgalat egy
fluoreszcencia alapti FRET-assay alkalmazasaval tortént. Az dbrdkon az x tengelyen a ligandum

koncentracioja, az y tengelyen pedig a FRET jel aranya lathato.
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0.2 o 1.1 .
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32. dbra A legjobb bioldgiai eredményeket mutato anyag agonista (bal abra), illetve
antagonista (jobb abra) létének vizsgalata

A bioldgiai eredmények alapjan 21 esetén az agonistakra jellemz6 gorbét nem sikertlt
reprodukélni, azonban az antagonistdkra hasonld gorbe a vizsgalatok soran kirajzolddott, igy a
21 feltehetden antagonista tulajdonsaggal bir a H3 receptoron. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk
le, hogy az immepip metilezése és jodozasa megvaltoztatja a funkcionalis aktivitast serkentdrol
gatloszerré. Ennek a jelenségnek a részletes vizsgalata és tovabbi alkalmazasi lehetdségei a

kutatocsoport jovObeli tervei kdzott szerepelnek.
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5. A kisérleti tapasztalatok értelmezése molekulamodellezés
segitségével

A biologiai mérések eredményeit kovetden kutatécsoportunk PhD-hallgatoja, Vincenzo
di Lorenzo molekulamodellezési szamitasokat végzett, amelyek soran az altalam szintetizalt
molekuldk és a Hs receptor kdlcsonhatasait vizsgalta. A modellezések soran az eldallitott
vegyiiletek kotddési helyét és a kotddések modjat tervezte feltérképezni, majd ezekbdl az
informaciokbdl a kovalens vegyiiletek tovabbi fejlesztésére tett javaslatot. A H3z receptor
kristalyszerkezetének (PDB:7F61) relevans része, az aktiv centrumban lathaté ciszteinnel a 33.

abran lathato.

33. abra A H; receptor szerkezete a célzott cisztein aminosav kérnyezetében

A H3R receptor szerkezetében két kotdzseb talalhatd meg, melyek koziil az egyik az
aszpartat, a masik pedig a glutamat kotézseb. Ezek a zsebek a Hi és H» receptorokban is
megtalalhatoak. A H3 receptor esetén a 114-es aszpartat aminosav kozelében talalhato aktiv
részt nevezik aszpartat zsebnek, mig szerkezeti okok kovetkeztében a glutamat zseb nehezen
hozzaférhetd. Emiatt a Hs receptoron biologiai aktivitassal rendelkezd anyagok nagyrészt az
aszpartat zseb koriil fejtik ki hatasukat. Az elvégzett szamitasok alapjan valdszinisitjiik, hogy
az altalunk szintetizalt anyagok is ehhez a zsebhez férnek hozzd. Ennek igazolasara
rontgendiffrakcios €s MS spektrometriai mérések végrehajtasara van sziikség, amelyek
membranreceptorok esetén nem kézenfekvoek, ezért tovabbi nemzetkozi egyiittmiikdésekben

tervezziik megoldani.

Feltérképeztik a kismolekuldk 4ltal a receptoron Kkifejtett hatds lehetséges

mechanizmusat, €s arra jutottunk, hogy a jodimidazolium a jelen 1évo nukleofil, a receptor
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szerkezetében talalhato 118-as szamu ciszteinhez kotddik, és a nem kovalens kolcsonhatasok
mellett ez is a kismolekula aszpartat zsebbe vald bekeriilését segiti. Az aktiv centrumba
bekeriil6 kismolekula a 401-es szdmu leucin aminosav oldalldnc rotacigjat inditja el, amelynek
koszonhetéen mozgasra készteti a 371-es szamu triptofant is. Ez a sor elmozdulds azt
eredményezi, hogy a 6-0s transzmembran hélix kozelebb keriil a tobbi transzmembran hélixhez.
Feltételezésiink szerint ez a konforméacios valtozas magyarazhatja a funkcionalis aktivitast. A
fragmens két lehetséges kotddése az aszpartat aktiv centrumban a Hs receptoron, illetve a
fragmens kotddése a Ha receptorhoz a 34. abran lathato. A bal oldali négy kisebb abra a
lehetséges kotdmodokat mutatja attol fliggden, hogy a cisztein milyen torzids szoget vesz fel a

szerkezetben. A felso két abra a kedvezo, az also kettd a kedvezétlen pozicidkat mutatja.

148.7° TorsF_,ag
167.2° Torscs

"122.1° TOrSereg
107.2° Torsc.s

) .1 * TorSge
107.1° Torscs
34. abra Fragmens lehetséges kotodései a Hs receptorhoz (bal oldal, kristalyszerkezetbe

dokkolas alapjan), illetve a Hy receptorhoz (AlphaFold modell alapjan)

Az altalunk szintetizalt molekuldk szelektivitasa a Hz receptoron a H4 receptorral
szemben a modellezések alapjan arra vezethetd vissza, hogy a H4 receptor szerkezetében van
egy glutamin szerkezeti egység (34. 4bra, cian szinii oldallanc), ami a kismolekula kotézsebbe
valo bekeriilését akadalyozza. A Hs-ban ez a glutamin szerkezeti rész nem taladlhaté meg,
helyette egy leucin aminosavegység van, és sztérikusan messzebb is helyezkedik el, aminek
kovetkeztében a kismolekulak konnyebben hozzaférnek az aktiv centrumhoz, mint a Hy

receptor esetében.
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A modellezések azt is megmutattak, hogy a fragmenshez kapcsolddo piperidin-, illetve
piridingytiriinek jelentds szerepe van a bioldgiai aktivitas valtozasaban. A flexibilisebb
haromdimenzios térkitoltést piperidingytiriinek kdszonhetden a molekula egy kissé meghajlott
a ,,meghajlott” térallasban a modellezések alapjan a fizioldgias koriilmények kdzott protonalt
formaban jelenlevd piperidingyliri nitrogénatomja is egy ionos jellegli kdlcsonhatasba képes
Iépni a 114-es aszpartdt aminosavval. A rigidebb, sik térkitoltésii aromas piridingylrii és a
jelenlevo aromas imidazolgytiri miatt a piridinszarmazék szerkezete sokkal merevebb, ugyanis
a 2 aromads szerkezeti rész kozott levd metiléncsoportok mindkét aromasgytirii sikjadban benne

szeretne lenni, a kialakul¢6 térallas nem kedvez6 tovabbi kolcsonhatasok kialakulasahoz.

6. Kisérleti rész
6.1. A kutatas soran hasznalt analitikai modszerek

A Sigma-Aldrich Corporation vegyszereit hasznaltam kutatdsom soran. A szintetikus
munka sordn hasznalt vékonyréteg kromatografids vizsgalatok sordn a Merck Kieselgel 60
F254 tipust szilika lapokat hasznéltam, a lapok kiértékelését az UV-aktiv anyagok esetén egy
254 nm hullamhossziisaghh UV-lampa segitségével, a nem UV-aktiv anyagok esetén a lapka
jodba martasaval végeztem el. A normalfazisu kromatografias tisztitasokat a Teledyne ISCO
CombiFlash Rf200 UV/VIS késziilék segitségével végeztem el, a kromatografias eljarasok
soran a 25-40 um szemcseméretii flash szilikagél all6fazishoz hexan-etil-acetat, illetve
diklormetan-metanol eluenskeverékeket hasznaltam. Az 'H és '3C NMR spektrumok Varian
Unity Inova 300 MHz és 500 MHz NMR berendezéssel késziiltek. A csatolasi allandokat (J)
Hz-ben, az eltolodasokat (8) ppm-ben tiintettem fel. A folyadékkromatografidval kapcsolt
tomegspektrometrias késziilékkel (HPLC-MS) végzett méréseket a Shimadzu LCMS-2020
késziilékkel készitettem 50—-1000 m/z tartomanyban, melyben Reprospher 100 C18 (5 pum;
100x3 mm) oszlop, pozitiv és negativ kettds ionforrds (DUIS+) és kvadrup6l MS analizator
van. ¢és a gradiens elucié soran 0,01% hangyasavas HPLC vizet és HPLC acetonitrilt
alkalmaztam mozgdfazisként. Ismert molekuldkrol '"H NMR, j vegyiiletekrél pedig 'H és °C
NMR, olvadaspont (melyek a Jasco SRS OptiMelt késziilékkel lettek megmérve), illetve

nagyfelbontasu tomegspektrummal mért tomegjeleket tiintetek fel.
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Az 1) anyagokhoz mar meglévé nagyfelbontasti tomegspektrometrias méréseket a TTK
Szerkezetkutatdo Kozpont MS Metabolomika Kutatolaboratoriumaban végezte el Szabo Pal egy
Sciex TripleTOF 600+ tipusi DuoSpray ionforrassal ellatott nagyfelbontasu
tomegspektrométer (AB Sciex, CA, USA) segitségével.

A nem feltiintetett 'H és '3C NMR, HRMS és olvadaspont adatok mérése még

folyamatban van.

6.2. Elvégzett preparativ munka ismertetése
Terc-butil 4-(2-hidroxietil)piperidin-1-karboxilat (25)

OH

N
I

Boc

Egy egynyakt gomblombikban 4-piperidin etanolt (24; 1,64 g; 12,7 mmol) oldottam 35
ml kloroformban, majd az oldatot 0 °C-ra hiitottem. Ezt kovetden 35 ml kloroformban oldottam
di-terc-butil dikarbonatot (39; 3,05 g; 14,0 mmol) és trietil-amint (3,86 g; 38,2 mmol; 5,32 ml),
majd az oldatot a reakcidelegyhez csepegtettem 0 °C-on. A reakcioelegyet 1 dran keresztiil 0
°C-on kevertettem, majd felengedtem szobahdmeérsékletre. 1 nap elteltével a reakcidelegyhez
35 ml telitett NaxCOs-oldatot adtam, majd elvalasztottam a vizes és a szerves fazist. A vizes
fazist ezt kovetden 3 x 60 ml kloroformmal mostam. Az egyesitett szerves fazisokat natrium-

szulfattal szaritottam, majd szlirtem, és beparoltam, igy jutottam 2,75 g sarga olajhoz.

Termelés: 2,75 g (94%); sarga olaj. 'H NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 4,18 — 3,90 (m, 2H),
3,84 — 3,40 (m, 2H), 2,89 — 2,40 (m, 2H), 1,85 — 1,61 (m, 2H), 1,56 — 1,47 (m, 4H), 1,44 (s,
9H), 1,17 - 0,98 (m, 2H).

Terc-butil 4-(3-oxopropil)piperidin-1-karboxilat (26)

CHO

Boc

33



Garami Kristof Noel

Egy haromnyaki gdbmblombikban oxalil-kloridot (40; 1,32 g; 10,4 mmol; 0,89 ml)
oldottam 15 ml szaraz diklérmetanban, majd az oldatot -60 °C-ra hiitéttem. Ezt kovetéen az
oldathoz DMSO-t (41; 1,70 g; 21,8 mmol; 1,55 ml) tartalmazé 15 ml szaraz diklormetant
csepegtettem, majd a reakcioelegyet 15 percig kevertettem ¢és tovabbi 15 ml szdraz
diklérmetanban becsepegtettem az alkoholt (25; 2,62 g; 11,4 mmol). A reakcidelegyet ezt
kovetden 45 percig kevertettem -60 °C-on. Az id6 elteltével a reakcidelegyhez trietil-amint
(4,52 g; 44,6 mmol; 6,22 ml) csepegtettem, majd 1 ora elteltével a reakcioelegyet felengedtem
szobahOmérsékletre, €s tovabbi 1 orat kevertettem, majd a reakcidelegyet 3 x 50 ml vizzel
mostam, majd a szerves fazist NaSOu-al széritottam, beparoltam. Igy jutottam 2,34 g
nyerstermékhez, melyet normal fazisti flash kromatografidval tisztitottam (hexan:etil-acetat

eluenskeverék), igy jutottam 1,66 g termékhez.

Termelés: 1,66 g (71%); szintelen olaj."H NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 9,76 (s, 1H), 4,04
(d, 2H), 3,09 — 2,60 (m, 2H), 2,35 (d, /= 1,8 Hz, 2H), 2,12 — 1,86 (m, 1H), 1,75 — 1,60 (m, 2H),
1,43 (s, 9H), 1,26 — 0,91 (m, 2H).

Terc-butil 4-((4-tozil-4,5-dihidrooxazol-5-il)metil)piperidin-1-karboxilat (27)

N Ts
¢
(@]
N
Boc

Egy egynyaku gomblombikban az aldehidet (26; 1,63 g; 7,20 mmol) és a tozilmetil-
izocianidot (45 ;1,61 g; 8,30 mmol) 40 ml etanolban oldottam, majd a lombik tartalméhoz
finomra poritott natrium-cianidot (35,2 mg; 0,72 mmol) adtam ¢és a reakcidelegyet
szobahdmérsékleten kevertettem 1 oOrdig. Ezt kovetden a reakcidelegyet beparoltam, és a
lombik tartalmahoz 30 ml kloroformot adtam, majd iivegsziir6 segitségével lesziirtem a kapott
elegyet, és az anyalé beparlasaval jutottam 3,10 g termékhez, melyet tovabbi tisztitdsok nélkiil

hasznaltam fel a reakciosor kovetkezd 1€péséhez.

Termelés: 3,10 g (100%); vilagosbarna olaj. '"H NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 7,81 (d, J =
8,3 Hz, 2H), 7,37 (d, /= 8,1 Hz, 2H), 6,97 (d, /= 1,6 Hz, 1H), 5,20 — 5,00 (m, 1H), 4,74 (dd, J
=6,0, 1,7 Hz, 1H), 4,09 (m, 2H), 2,71 (t, J = 13,1 Hz, 2H), 2,45 (s, 3H), 1,88 — 1,62 (m, 4H),
1,62 — 1,49 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,30 — 0,91 (m, 2H).
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Terc-butil 4-((1 H-imidazol-5-il)metil)piperidin-1-karboxilat (28)

N
¢ |

N
H

N
|

Boc
Az oxazolin-szarmazékot (27; 3,00 g; 7,10 mmol) egy bombacsében 20 ml ammonidval
telitett metanolban oldottam, majd a reakcidelegyet 100 °C-on kevertettem éjszaka. 20 6ra
elteltével reakcioelegyet beparoltam egy lombikban, majd a lombik tartalmat 40 ml
diklérmetanban oldottam. Az oldatot 40 ml 10%-0s Na;COs-oldattal, majd 2 x 40 ml vizzel
mostam, melyet kdvetden a szerves fazist natrium-szulfattal szaritottam, szlrtem, majd
bepéroltam, igy jutottam 1,80 g nyerstermékhez, melyet normal fazisu flash kromatografiaval

(diklérmetan:metanol eluenskeverék) tisztitottam, igy jutottam 0,77 g termékhez.

Termelés: 0,77 g (41%); sarga olaj."H NMR (300 MHz, Kloroform-d) § 7,59 (s, 1H), 6,77 (s,
1H), 6,68 (s, 1H), 4,06 (d, /= 13,1 Hz, 2H), 2,66 (t, /= 12,7 Hz, 2H), 2,54 (d, J = 6,9 Hz, 2H),
1,85 -1,70 (m, 1H), 1,65 (d, J= 13,5 Hz, 2H), 1,44 (s, 9H), 1,21 — 0,99 (m, 2H).

Terc-butil 4-((1-metil-1H-imidazol-5-il)metil)piperidin-1-karboxilat(33)

N
¢\
N
/
N
Boc

Egy egynyaku gdmblombikban 20 ml dimetil-formamidban szuszpendaltam a natrium-
hidridet (0,10 g; 4,40 mmol) 0 °C-on argon alatt, majd 20 ml dimetil-formamidban
becsepegtettem az imidazolszarmazékot (28; 0,77 g; 2,90 mmol; 0,174 ml), és a reakcidelegyet
20 percig kevertettem 0 °C-on. Ezt kdvetéen a reakcidelegyhez tovabbi 10 ml dimetil-
formamidban metil-jodidot (0,62 g; 4,35 mmol; 0,27 ml) csepegtettem, és a reakcioelegyet 30
percig 0 °C-on, majd 1 napig szobahdémérsékleten kevertettem. Ezutén a reakcidelegyhez 15 ml
telitett NH4Cl-oldatot adtam, majd a reakcidelegyet 3x 30 ml etil-acetattal extrahéaltam. Az
extrakciot kovetden a szerves fazist natrium-szulfattal szaritottam, majd sziirtem €s beparoltam,

igy jutottam 0,80 g termékhez.
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Termelés: 0,80 g (100%); vildgosbarna olaj. HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]" Mérve
Ci5H26N302 280.2025; szamitva 280.2033.

Terc-butil 4-((2-j6d-1-metil-1H-imidazol-5-il)metil)piperidin-1-karboxilat (35)

N
—< |
N

/

N
|

Boc

tert-butyl 4-((2-iodo-1-methyl-1H-imidazol-5-yl)methyl)piperidine-1-carboxylate

Egy kétnyaku gomblombikban argon atmoszféra alatt 25 ml abszolut tetrahidrofuranban
oldottam az imidazolszdrmazékot (33; 0,60 g; 2,16 mmol), majd az oldatot -78 °C -ra hiitdttem.
Ezt kovetden lassan butil-litiumot (0,21 g;3,24 mmol; 1,30 ml) csepegtettem a reakcioelegyhez
-78 °C-on, majd a reakcioelegyet tovabbi 1 oraig kevertettem -78 °C-on. Ezutin a
reakcioelegyhez jodot (1,10 g; 4,33 mmol) csepegtettem 25 ml abszolut tetrahidrofuranban
oldva, és a reakcioelegyet tovabbi 30 percig -78 °C-on kevertettem. Az idd elteltével a
reakcidelegyet 0 °C-on kevertettem 1 oraig, majd szobahdmérsékleten éjszaka. Masnap a
reakcioelegyhez 2 ml telitett NH4ClI oldatot adtam, majd a reakcioelegyet szilikdra paroltam, és
a nyersterméket normal fazisu flash kromatografiaval (diklérmetdn:metanol eluenskeverék)

tisztitottam, igy jutottam 0,21 g termékhez, és 270 mg kiindulasi anyaghoz.

Termelés: 0,21 g (24%), sotétbarna szilard anyag. Olvadaspont: 70 °C. HRMS (ESI/Q-TOF)
m/z: [M+H]" Mérve CisHasN302I 406.0991; szamitva 406.1000.

5-((1-Terc-butoxikarbonil)piperidin-4-il)metil)-1,3-dimetil- 1 H-imidazol-3-ium jodid (34)

e
77N
_N*F
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N
|
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Egy kis 3 mL térfogatd iivegcsében 2 ml acetonitrilben oldottam az
imidazolszarmazékot (33; 0,20 g; 0,68 mmol), majd a reakcidelegyhez metil-jodid-ot adtam
(0,46 g; 3,21 mmol; 200 pl), és a reakcidelegyet 1 napig 90 °C-on kevertettem. Az id0 elteltével

a reakcioelegyhez tovabbi metil-jodidot (0,46 g; 3,21 mmol; 200 pl) adagoltam, és a
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reakcidelegyet tovabbi 1 napig kevertettem 90 °C-on, 1 nap elteltével a reakcidelegyet

beparoltam ¢€s a nyersterméket (0,18 g) preparativ HPLC segitségével tisztitottam.

Termelés: 0,10 g (50%); szintelen olaj."H NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 9,63 (s, 1H), 7,04
(s, 1H), 4,09 (d, J= 13,2 Hz, 2H), 3,93 (s, 3H), 3,85 (s, 3H), 2,90 — 2,32 (m, 4H), 1,67 (dt, J =
14,0,2.7 Hz, 3H), 1,42 (s, 9H), 1,26 — 1,04 (m, 2H). 3C NMR (75 MHz, Kloroform-d) § 154,65
, 138,00, 133,62, 120,30, 79,67 , 36,38 , 34,97, 33,84 , 31,73, 30,15, 28,39 . HRMS (ESI/Q-
TOF) m/z: [M+H]" Mérve C16H2sN302 294.2181; szamitva 294,2192.

1,3-Dimetil-5-(piperidin-4-ilmetil)-1 H-imidazol-3-ium jodid (20)

N

—N

—

I
\
H

Egy kis 3 mL térfogatt livegcsében az imidazolszarmazékot (34; 0,09 g; 0,46 mmol) 2
ml széraz diklérmetanban oldottam, majd a reakcidelegyet 0 °C-ra hiitdttem. Ezt kdvetéen a
reakcidelegyhez bor-trifluorid dietil-éteratot (0,18 g; 1,27 mmol; 155 pl) adtam, és a
reakcidelegyet szobahdmérsékleten kevertettem 3 oraig. Ezt kovetden a reakcidelegyet

beparoltam, €s a nyersterméket preparativ HPLC segitségével tisztitva jutottam a termékhez.

Termelés: 0,02 g (22%), fehér kristalyos anyag. Olvadaspont: 37-40 °C. '"H NMR (300 MHz,
Acetonitrile-d3) 6 8.34 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.52 — 3.34 (m, 2H),
2.96 (dtd, J=13.1, 10.6, 2.8 Hz, 2H), 2.65 (d, /= 6.9 Hz, 2H), 1.90 (d, /= 2.1 Hz, 2H), 1.64
—1.39 (m, 2H), 1.38 — 1.01 (m, 1H). (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]" MérveCi1H20N3 194.1657,
szamitva 194.1664.

5-((1-(Terc-butoxikarbonil)piperidin-4-il)metil-2-j6d-1,3-dimetil-1 H-imidazol-3-ium  jodid
(36)
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Egy kis 3 mL térfogatd iivegcsében 2 ml acetonitrilben oldottam az
imidazolszarmazékot (35; 0,17 g; 0,43 mmol), majd a reakcidelegyhez metil-jodidot adtam
(0,19 g; 1,29 mmol; 85 pl) és a reakcidelegyet szobahdmérsékleten kevertettem. Az elegyet
beparoltam ¢€s igy jutottam 0,18 g termékhez, melyet tovabbi tisztitds nélkiil vittem tovabb a

kovetkezo reakcioba.

Termelés: 0,18 g (100%) barna, szilard por. Olvadaspont: 100 °C. 'H NMR (300 MHz,
Kloroform-d) 6 7.31 (s, 1H), 4.24 — 3.98 (m, 2H), 3.92 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 2.85 — 2.51 (m,
4H), 1.76 (d,J=12.8 Hz, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.30 — 1.05 (m, 2H).'*C NMR (75 MHz, Kloroform-
d) 6 154.71 ,135.20 , 122.57 , 112.62 , 79.49 , 40.26 , 37.58 , 34.70 ,31.94 ,31.92 , 31.70 ,
28.45 . HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]" MérveC6H27N302I 420.1148; szamitva 420.1158.

2-J6d-1,3-dimetil-5-(piperidin-4-ilmetil)- 1 H-imidazol-3-ium jodid (21)

A kis tlivegcsében az imidazolszarmazékot (36; 0,09 g; 0,21 mmol) ml szaraz
diklérmetdnban oldottam, majd a reakcidelegyet 0 °C-ra hiitdttem. Ezt kovetden a
reakcioelegyhez bor-trifluorid dietil-éteratot (0,08 g; 0,58 mmol; 71 pl) adtam, és a
reakcidelegyet szobahOmérsékleten kevertettem 3 oOrdig. Ezt kovetden a reakcioelegyrdl az
oldoszert lefivattam, €s a nyersterméket preparativ HPLC segitségével tisztitottam, majd a
terméket tartalmazo frakciokat liofilizalassal olddszermentesitettem, igy jutottam 0,02 g

termékhez.

Termelés: 0,02 g (30 %), szintelen olaj. "H NMR (300 MHz, Acetonitril-ds) & 7,45 (s, 1H), 3,79
(s, 3H), 3,72 (s, 3H), 3,40 (s, 2H), 2,92 (s, 2H), 2,73 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 2.28 (s, 1H), 1,89 (s,
2H), 1,42 (s, 2H), 1,41 (s, 1H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-dq) & 135.42 , 124.24 , 102.86 ,
46.31,43.52,40.94 , 36.90 , 31.85, 30.05 , 28.29, 9.10 . HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]*
Meérve C11H19N3I 320.0623; szamitva 320.06.

3-(Piridin-4-il)propanal (30)
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Egy haromnyaku gédmblombikban oxalil-kloridot (40; 8,66 g; 68,3 mmol; 5,86 ml)
oldottam 100 ml szaraz diklormetanban, majd az oldatot -60 °C-ra hiitdttem. Ezt kdvetéen az
oldathoz DMSO-t (41; 8,61 g; 110 mmol; 7,83 ml) tartalmaz6o 100 ml szaraz diklormetant
csepegtettem, majd a reakcidelegyet 15 percig kevertettem, majd tovabbi 100 ml széraz
diklormetanban becsepegtettem az alkoholt (29; 7,20 g; 52,5 mmol), és a reakcioelegyet 45
percig kevertettem -60 °C-on. Az id§ elteltével a reakcioelegyhez trietil-amint (22,8 g; 210
mmol; 31,5 ml) csepegtettem, majd 1 ora elteltével a reakcidelegyet felengedtem
szobahdémérsékletre, és tovabbi 1 orat kevertettem, majd a reakcioelegyet 3 x 200 ml vizzel
mostam, majd a szerves fazist Na»SOs-al szaritottam, beparoltam. Igy jutottam 7 g
nyerstermékhez,  melyet normal  fazisa  flash  kromatografidval  tisztitottam

(diklérmetan:metanol eluenskeverék), igy jutottam 3,75 g termékhez.

Termelés: 3,75 g (100%), narancssarga olaj. '"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.70 (s, 1H),
8.43 (d,J=6.1 Hz, 2H), 7.23 (d, /= 6.0 Hz, 2H), 2.83 (s, 4H).

5-(2-(Piridin-4-il)etil)-4-tozil-4,5-dihidrooxazol (31)

N=|
Ts 0]

X

7
N

Egy egynyaktl gdmblombikban az aldehidet (30 ;0,54 g; 4,0 mmol) és a tozilmetil-
izocianidot (0,90 g; 4,6 mmol) 30 ml etanolban oldottam, majd a lombik tartalméhoz finomra
poritott natrium-cianidot (19,6 mg; 0,4 mmol) adtam és a reakcioelegyet szobahdmérsékleten
kevertettem 1 oraig. Ezt kdvetOen a reakcioelegyet beparoltam, és a lombik tartalméhoz 30 ml
kloroformot adtam, majd iivegsziird segitségével leszlirtem a kapott elegyet, és az anyalé
beparlasaval jutottam termékhez, melyet tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltam fel a reakcidsor

kovetkezo 1épéséhez.

Termelés: 1,32 g (100%), sotétbarna olaj.
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4-(2-(1H-Imidazol-5-il)etil)piridin (32)

N

Az oxazolin-szarmazékot (31; 3,00 g; 7,10 mmol) egy bombacsében 20 ml ammoniaval
telitett metanolban oldottam, majd a reakcidelegyet 100 °C-on kevertettem éjszaka. 20 ora
elteltével reakcioelegyet beparoltam egy lombikban, majd a lombik tartalmat 40 ml
diklérmetanban oldottam. Az oldatot 40 ml 10%-o0s Na;COs-oldattal, majd 2 x 40 ml vizzel
mostam, melyet kdvetden a szerves fazist natrium-szulfattal szaritottam, sziirtem, majd
bepéroltam, igy jutottam 1,8 g nyerstermékhez, melyet normélfazisu flash kromatografiaval

(diklérmetan:metanol eluenskeverék) tisztitottam, igy jutottam 0,77 g termékhez.

Termelés: 0,77 g (63%); barna kristalyos anyag. Olvadaspont: 150 °C. '"H NMR (300 MHz,
Kloroform-d) 6 8.45 (d, /= 6.1 Hz, 2H), 7.57 (d, /= 1.2 Hz, 1H), 7.09 (d, /= 6.1 Hz, 2H), 6.71
(d,J= 1.1 Hz, 1H), 4.12 — 2.36 (m, 4H). *C NMR (75 MHz, Kloroform-d) & 150.86 , 149.39 ,
137.24 , 134.69 , 124.00 , 115.60 , 35.00 , 27.95 . HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]" mérve
Ci10Hi12N3 174.1031; szamitva 174.1038.

4-(2-(1-Metil-1H-imidazol-5-il)etil)piridin (37)

N

Egy egynyaku gémblombikban 20 ml dimetil-formamidban szuszpendaltam a natrium-
hidridet (0,27 g; 11,3 mmol;0,45 ml) 0 °C-on, majd 30 ml dimetil-formamidban becsepegtettem
az imidazolszarmazékot (32; 1,30 g; 7,50 mmol), és a reakcidelegyet 20 percig kevertettem 0
°C-on. Ezt kovetden a reakcidelegyhez metil-jodidot (1,60 g; 11,3 mmol; 0,70 ml)
csepegtettem, és a reakcidelegyet 30 percig 0 °C-on, majd 2 napig szobahdmérsékleten
kevertettem. Ezutdn a reakcidelegyhez 50 ml telitett NH4Cl-oldatot adtam, majd a

reakcidelegyet 3 x 70 ml etil-acetattal, és 2 x 50 ml DKM:MeOH 10%-os eleggyel extrahaltam.
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Az extrakciot kovetden a szerves fazisokat natrium-szulfattal szaritottam, majd szlrtem, és

beparoltam. '"H NMR alapjan a termék 2:1 ardnyban izomerkeverék.

Termelés: 0,45 g (29%), sotétbarna olaj. HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]" MérveC11H4N3
188.1187; szamitva 188.1187.

4-(2-(2-J6d-1-metil- 1 H-imidazol-5-il etil)piridin (38)

=

XN~

X

L
N

Egy kétnyaku gomblombikban argon atmoszféra alatt 80 ml abszolut tetrahidrofurdnban
oldottam az imidazolszarmazékot (37, 0,84 g; 4,50 mmol), majd az oldatot -78 °C -ra hiitottem.
Ezt kovetden lassan butil-litiumot (0,29 g; 4,5 mmol; 1,80 ml) csepegtettem a reakcioelegyhez
-78 °C-on, majd a reakcidelegyet tovabbi 1 oOrdig kevertettem -78 °C-on. Ezutan a
reakcidelegyhez jodot (1,2 g; 4,73 mmol) csepegtettem 10 ml abszolut tetrahidrofurdnban
oldva, és a reakcioelegyet tovabbi 30 percig -78 °C-on kevertettem. Az id0 elteltével a
reakcioelegyet 0 °C-on kevertettem 3 oraig, majd a reakcioelegyhez 1 ml telitett NH4Cl-oldatot
adtam, és a reakcidelegyet szilikdra paroltam. A nyersterméket normal fazisu flash
kromatografia segitségével tisztitottam (diklormetan:metanol eluenskeveréek), igy jutottam 0,12

g termékhez, melyet tovabbi tisztitdsok nélkiil vittem a kdvetkezd reakcioba.
Termelés: 0,12 g (9%); barna olaj.
2-J6d-1,3-dimetil-t-(2-piridin-4-il)etil)- 1 H-imidazol-3-ium jodid (23)

\N+:(

N~

Egy kis tivegcsében 10 ml acetonitrilben oldottam az imidazolszarmazékot (38; 0,12 g;
0,38 mmol), majd a reakcidelegyhez metil-jodidot adtam (0,22 g; 1,52 mmol; 0,10 ml) és a
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reakcidelegyet szobahOmérsékleten kevertettem, 16 ora elteltével a reakcioelegyet beparoltam,
majd a nyersterméket preparativ HPLC segitségével tisztitottam., igy jutottam 8 mg termékhez.

Termelés: 8 mg (6%), barna ola;.
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7. Osszefoglalas

Az elektrofil fragmenseken alapti kovalens inhibitorok fejlesztése szamottevden
hozzajarulhat a személyre szabott terdpidk fejlesztésében, illetve az adott célfehérjék
szervezetben betdltott pontos szerepének megértésében. Az elmult évtizedek eredményei azt
tamasztjak ala, hogy ez a kutatdsi irdny igéretes lehetOségeket kinal 1) gyogyszerek

fejlesztésére.

Kutatomunkam soran nagyszamu fragmens vizsgalata utan kivalasztottam egy olyan
heterociklusos elektrofil fragmenst, amely kelloképp kotddik a Hs receptorhoz és megfeleld
szelektivitdst mutat a H4 receptorral szemben. Az immepip nem kovalens H3z agonista
szerkezetét alapul véve megterveztiink egy kovalens immepip analdgot, amely a kivalasztott
fragmens szerkezetét tartalmazza. A tervezést koOvetden sikeresen elddllitottam tobb
reakciolépésbol allo szintetikus utakon keresztiil potencidlis kovalens-, és nem-kovalens H3
receptorra nézve bioaktiv vegyiileteket. Ezek bioldgiai vizsgalata azt mutatta, hogy az
immepipbdl kialakitott vegyiilet az eredeti fragmensnél nagyobb aktivitast mutat, és a kovalens
kotéelem meghatarozd Osszevetve a nem kovalens kontrollvegyiilettel. Ugyanakkor az
immepip aktivitdsat nem sikerilt elérni vagy javitani, igy tovabbi fejlesztés alapjaul szolgal. A
vizsgalt jodimidazolium szdrmazék antagonista tulajdonsdgokat mutatott a hisztamin Hj
receptoran, amibdl az kovetkezik, hogy a modositas megforditotta a funkcionalis aktivitast, ami
tovabbi értelmezést és vizsgalatokat iganyel. A szdmitogépes modellezések eredményei alapjan
magyardzatot kaphattunk az egyes vegyliletek szerkezete és aktivitdsa kozotti 6sszefliggésekre,
és jovObeni terveink kozott all a molekuldk fejlesztési lehetdségeinek szintetikus

feltérképezése.
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