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1. BEVEZETES

Munkam soran aminerg-GPCR célpontokra fokuszalt fragmenskdnyvtarak tervezésére
alkalmas ligandum-, és szerkezet-alapti virtualis szlirési modszerek kidolgozasat és
alkalmazasat tliztem ki célul. A sikeres modszerfejlesztést kovetden végzett
prospektiv szlirbvizsgalatok segitségével 1Gij szerotonin receptor (5-HTgR, 5-HT;R)
kemotipusokat (spiro[pyrrolidine-3,3’-oxindolok], spiro[indoline-3,3'-pyrrolidinek])
azonositottunk, valamint 1j, szelektiv 5-HT,gR ligandumokat terveztiink.

2. IRODALMI HATTER
2.1. Fragmens-alapu gyogyszerkutatas

Az elsd sikeres fragmens-alapu tanulmanyt 1996-ban publikaltak, mely egy NMR-
alapu szerkezet-hatas Osszefliggés analizist (SAR — structure activity relationship
analysis) mutatott be'. Ezt kovette szamos sikertorténet a gyogyszeriparban (Astex,
Vernalis, Sunesis) a 2000-es évektdl kezd6dden. A fragmens-alapt gydgyszerkutatas
(FBDD - fragment-based drug discovery) egy jol bevalt stratégia, mely jelent6s
szamu tesztvegyllet, klinikai jelolt és gyogyszerjeldlt kifejlesztésében vezetett
sikerre, mint példaul: Verubecestat, Vemurafenib, Venetoclax.

A fragmens-sziirési talalatok nagy affinitdsi és szelektivitasu vezérmolekulakka
fejleszthetéek  farmakofor-modellezés, szerkezet-hatds  Osszefiiggés analizis,
szerkezet-alapi modellezés, ¢és kiilonb6z6 fragmens-optimalasi — stratégidk
segitségével, ugy mint: fragmens-6sszekotés (fragment-linking), fragmens-6sszevonas
(fragment-merging), fragmens-noévesztés (fragment-growing).

2.2. G-protein kapcsolt receptorok

A receptorok mikrokapcsoldi/jeltovabbitéi a  sejtek  kozotti  kémiai
kommunikacionak. A receptorok endogén ligandumai (neurotranszmitterek,
hormonok, citokinek, mediatorok, sejten beliili hirvivok, stb.) specifikusan a
megfelel helyen, a megfeleld koncentracioban szabadulnak fel, hogy kapcsolodjanak
a receptor makromolekuldk ugynevezett ortosztérikus kotShelyéhez. A receptor
tovabbi kotohelyei az allosztérikus zsebek. A receptorok képesek a kotddés révén
jelszignalizaciot inditani mas fehérjék és hirvivok iranyaba. A G-protein-kapcsolt
receptorok (GPCR) a sejtmembranban talalhatéoak meg, és a G-fehérjén, valamint a f3-
arresztinen keresztiil vesznek részt a sejt-szignalizacidban. A GPCR-ek a periféris és
kozponti idegrendszerben (KIR) is expresszalodnak, funkciondlisan kapcsolva a
heterotrimer (o, B, y) G-fehérjéhez. A gydgyaszatban betdltott jelentds szerepiiket
tilkr6zi, hogy a piacra dobott gyodgyszerek mintegy 40%-a GPCR-célponta
hatdsmechanizmusra alapszik. A GPCR-célpontok indikacioi kozé sorolhatdak a
jelentdsebb kozponti-idegrendszeri betegségek (pl. Alzheimer-kor, skizofrénia,

. Shuker SB, Hajduk PJ, Meadows RP, Fesik SW. Discovering high-affinity ligands for proteins: SAR by
NMR. Science. 1996;274(5292):1531-1534. doi:10.1126/science.274.5292.1531.



depresszio, kognitiv deficit, szorongas, stb.), és egyéb betegségek, mint: magas
vérnyomas, cukorbetegség, szepszis, obezitas, rak, stb.

2.3. Serotonin receptor subtype-6 (5-HT¢R)

Az 5-HT¢R receptor egy igéretes gyogyszercélpont kiilonb6z6 kdzponti idegrendszeri
indikaciokban®, mint a Alzheimer-kérbol eredé kognitiv-, tanuldsi, és memoria-
zavarok kezelése, Parkinson-kor, skizofrénia, valamint egyéb indikaciok, mint:
fajdalomcsillapitas, obezitas, gyogyszerablizus, sulyos depressziv zavar.

Az 5-HTGR receptor farmakofér modellje> (1. 4bra) két  hidrofob
gyurit/gylrirendszert definial (HYD;, HYD;), melyek egy hidrogén-kotés
akceptorral (HBA, pl. szulfonil-, szulfonamid-) vannak 6sszekapcsolva. Opcionalisan
egy pozitivan ionizalhato szerkezeti részlet (PI) is elhelyezkedhet az egyik hidrofob
gylrtin, amely az aminerg GPCR-ek aktivaciojaban kozismerten szerepet jatszo
Asp*3%-es aszpartattal 16p kolcsonhatasba®. Egy tovabbi lehetséges farmakofor
tulajdonsag egy intramolekuléris hidrogén-kotés donor (iHBD), mely stabilizdlja a
ligandum k&t6-konforméciojat®. Mas aminerg receptorokkal szembeni szelektivitas
elérésében szerepet jatszhat a Pl-farmakofor eltavolitisa®.
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1. abra - 5-HT¢R altalanos farmakofor modellje. PI: pozitivan ionizalhaté rész;
HYD; ,: hidrofob alszerkezetek; iHBD: intramolekuléris hidrogén-kétés donor,
HS; ;. szubsztituensek

A kovetkezb négy 5-HTgR receptor antagonista gyogyszerjeldlt 2-3. klinikai fazisokig

2 Kelemen AA, Mordalski S, Bojarski AJ, Keserii GM. Computational Modeling of Drugs for Alzheimer’s
Disease: Design of Serotonin 5-HT6 Antagonists. In: Vol 132. ; 2018:419-461.

Holenz J, Merce R, Diaz JL, et al. Medicinal Chemistry Driven Approaches Toward Novel and Selective
Serotonin 5-HT6 Receptor Ligands. 2004.

Deupi X, Standfuss J, Schertler G. Conserved activation pathways in G-protein-coupled receptors. Biochem
Soc Trans. 2012;40(2):383-388.
5 Lopez-Rodriguez ML, Benhamii B, de la Fuente T, Sanz A, Pardo L, Campillo M. A three-dimensional
pharmacophore model for 5-hydroxytryptamine6 (5-HT6) receptor antagonists. J Med Chem.
2005;48(13):4216-4219.

Harris RN, Stabler RS, Repke DB, et al. Highly potent, non-basic 5-HT6 ligands. Site mutagenesis evidence
for a second binding mode at 5-HT6 for antagonism. Bioorg Med Chem Lett. 2010;20(11):3436-3440.



jutott (2. abra): Intepirdine/RVT-101/SB-742457 1 (3. klinikai fazis — fejlesztésbol
kiesett; GSK, Axovant), Lu-AE58054/idalopirdine/SGS-518 2 (3. klinikai fazis —
fejlesztésbol kiesett; Lundbeck), SUVN-502 3 (2. klinikai fazis; Suven LifeSciences),
PF-0521377/SAM-760 — nem nyilvanos szerkezet (2. klinikai fazis; Pfizer).

SB-742457, SGS-518, SUVN-502
RVT-101, Ly 483518 phase 3
Intepirdine phase 2

phase 3

2. abra — Klinikai fazist elért 5-HTgR gyogyszerjeldltek szerkezetei
2.4. Serotonin receptor subtype-7 (5-HT;R)

Az 5-HT+R receptor szerepet jatszik a testhomérséklet, az alvas, a cirkadian ritmus, és
a hangulat szabalyozasaban. Ezaltal fontos célpontja a kozponti-idegrendszeri
indikacioknak’, ami in vivo 4llatmodellekben is igazolast nyert: depresszio,
alvaszavar, stressz, szorongas, tanuldsi/memoria-zavarok, skizofrénia-eredetii
kognitiv deficit, epilepszia, migrén, autizmus spektrum betegségei, Rett-szindroma.

Napjainkig egyetlen gydgyszerjelolt jutott 2. klinikai fazisba (pyrazolo[3,4-d]azepin
alapvaz, INJ-18308683, 4), valamint szamos szelektiv antagonista ismert a preklinikai
fazisban (pl. 5, 6), (3. abra).

7 Nikiforuk A. Targeting the serotonin 5-HT 7receptor in the search for treatments for CNS disorders:
Rationale and progress to date. CNS Drugs. 2015;29(4):265-275.
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3. abra — Szelektiv 5-HTR antagonistak szerkezetei

Az 5-HT;R receptor farmakofor modellje® (4. abra) egy aromas szerkezeti
elemet (mely kélcsonhat Phe>?-al és Tyr“*-al), és két tovabbi hidrofob szerkezeti
részt (HYD;, HYD,, Phe®%vel szemben), valamint egy hidrogén kétés akceptor
tulajdonsagot definial (kélcsénhatas Ser>**-vel és Tyr>**-al) 5-6 A kozelségben a
HYD;-hez. Tovabba egy az Asp>3*-al kélcsonhaté pozitivan ionizalhaté részt, mely 5-
6 A tavolsagra talalhaté a HYD, szerkezeti elemtél.

4. abra — 5-HT;R antagonistak altalanos farmakofor modellje. Pl: pozitivan
ionizalhatd rész, HYD;3: hidrofob tulajdonsagu szerkezeti részletek; HBA:
hidrogén-kotés akceptor

8 Lopez-Rodriguez ML, Porras E, Morcillo MJ, et al. Optimization of the Pharmacophore Model for 5-HT7R
Antagonism. Design and Synthesis of New Naphtholactam and Naphthosultam Derivatives. J Med Chem.
2003;46(26):5638-5650.



2.5. Serotonin receptor subtype-2B (5-HTxR)

Habar a nem-szelektiv 5-HT,gR agonistik (pl. ergolinok®) akkut
mellékhatasokat okoznak, 0gy mint magas vérnyomds, sziv valvulopathia,
retroperitonealis fibrozis, ezzel szemben ugyanezen receptor gatldsa a migrénben™,
kronikus  szivelégtelenségben™ és az irritabilis bél szindroméaban®® potencialis
gyogyszercélpontként szolgalhat.

Az ismert 5-HT,gR antagonistdk kémiai terét a kovetkezd néhany kemotipus
jellemzi (5. abra). Nagy affinitast, és 5-HTgR receptorral szemben nagy
szelektivitast mutatd vegyiiletcsaladok a triazinok (7), piperidinek (8), és az aril-
karbamidok (SB-200646A 9, SB-2014741, SB-215505). A relative kis szamt ismert

5-HTgR vegyiiletcsalad teret enged 10j kemotipusok azonositasara alkalmas
ligandum-, és szerkezet-alapu modszereknek.
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pKi (5-HT,g) = 8.14 pKi (5-HT,g) = 7.48
7 8 9

5. abra — Szelektiv 5-HT,gR ligandumok szerkezetei, Rendelkezésre all 5-
HT.sR/5-HT,gR adat: 7-8, klinikai jelélt: 9

3. KISERLETI ES SZAMITASI MODSZEREK

o Silberstein SD, McCrory DC. Ergotamine and Dihydroergotamine: History, Pharmacology, and Efficacy.
Headache J Head Face Pain. 2003;43(2):144-166.

Johnson KW, Phebus LA, Cohen ML. Serotonin in migraine: theories, animal models and emerging
therapies. Prog Drug Res. 1998;51:219-244.

Janssen W, Schymura Y, Novoyatleva T, et al. 5-HT2B receptor antagonists inhibit fibrosis and protect
from RV heart failure. Biomed Res Int. 2015;2015:438403.
12 Zhou Y, Ma J, Lin X, Huang X-P, Wu K, Huang N. Structure-Based Discovery of Novel and Selective 5-

Hydroxytryptamine 2B Receptor Antagonists for the Treatment of Irritable Bowel Syndrome. J Med Chem.
2016;59(2):707-720.



3.1. Szamitasi modszerek

Knime.com AG’s Konstanz Information Miner (Knime) adat-elemz6 és szkript-alapu
folyamatkezel6 programot hasznaltam a kémiai/biokémiai adatbazisok &sszeallitasara
és elemzésére, valamint a ligandum-, és szerkezet-alapii modszerekhez hasznalt
tanitd- és validalo készletek Osszedllitasara; a  kivanatossagi-pontszamok
kiszamitasara, és a dokkolas-alapu virtualis sziirések kiértékelésére és pontozasara. A
ChEMBL adatbazist (ChEMBL. https://www.ebi.ac.uk/chembl/.), a PubChem
adatbazist (The PubChem Project. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.), és az MCule
adatbazist (mcule. https://mcule.com/.) hasznaltam a vizsgalt biokémiai adatkészletek
forrasaként. A fehérje-szerkezetekbe torténé molekuladokkolasokat (a ligandumok és
a fehérjeszerkezetek el6készitésével egyiitt) Schrodinger Small-Molecule Drug
Discovery Suite, LLC, New York, NY programcsomaggal végeztem. A fizikai-kémiai
deszkriptorokat a ChemAxon JChem for Office programcsomaggal szamitottam ki.

3.2. Szintetikus kémiai modszerek

Minden kémiai reagenst és vizsgalt tesztvegyliletet vegyszerkereskedelmi cégektdl
vasaroltuk. Az NMR mérések 500 MHz Varian VNMR SYSTEM spektrométeren
torténtek. A HPLC-MS méréseket Shimadzu LCMS2020 rendszeren végeztiik. A
vegyiiletek flash kromatografias tisztitasa Teledyne ISCO CombiFlash Lumen+ Rf
késziiléken tortént. A vegyiiletek preparativ HPLC tisztitasa Hanbon NS4205 Binary
high pressure semi-preparative HPLC késziiléken tortént. A nagyfelbontast
tomegspektrometrids mérések Q-TOF Premier tomegspektrométeren torténtek
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) pozitiv elektrospray modban.

3.2. Bioldégiai mérések

A virtualis szlirési talalatokat és a szintetizalt vegyiileteket radioligand k&tédési assay
kisérletekben vizsgaltuk az 5-HT 4R, 5-HT,aR, 5-HTgR, 5-HT;R receptorokon a
Krakkoi  Lengyel  Tudomanyos  Akadémia  Farmakologiai  Intézetének
Gyobgyszerkémiai Osztalyan. a fragmenskonyvtar szlirési talalatainak 5-HTR és
CB;R mérései az MTA-TTK Enzimologiai Intézetében torténtek. Az 5-HTgR és 5-
HT,sR mérések a spanyolorszagi Grupo de Investigacion “BioFarma” USC, Centro
de Investigacion CIMUS, Santiago de Compostela laboratoriumaban torténtek.

4. EREDMENYEK

41. Aminerg fragmenskonyvtarak tervezésére alkalmas fizikokémiai-
tulajdonsag alapu pontozasi

A gyogyszerkutatasi kampanyokban alkalmazott virtualis sziirések soran kis szamitasi
igényli ligandum-alapi modszereket alkalmaznak a kiindulasként milliés
adatkészletek feldolgozasara. Az ennek eredményeképpen kapott eldsziirt készletek
megfelel6 kivalasztasi szempontoknak megfeleld vegyiileteket tartalmaznak, vagy az
ismert aktiv vegyiiletekhez hasonlé kémiai szerkezettel rendelkeznek (kémiai



hasonlosagi kritériumok alapjan). Ezaltal jobb talalati aranyokat eredményezhetnek a
szlirési kampanyokban. Célul tliztik ki egy olyan modszer megalkotasat, mely
alkalmas lehet aminerg GPCR ligandumokat tartalmazo vegyiiletkonyvtarak
Osszeallitdsara. Fragmens-tulajdonsagi aminerg GPCR ligandumok készletét
gyljtottik Ossze nyilvanos adatbazisbol (ChEMBL). A készletre jellemz6
fizikokémiai paraméterek eloszlasfiiggvényeinek elemzésével vegyiiletkonyvtarak
virtualis sziirésére alkalmas pontozasi modszert vezettiink le. Egy 2183 aktiv és 5000
inaktiv vegyiiletbdl allo6 reprezentativ tanitokészletet gytjtottiink 6ssze a ChEMBL
adatbazisbol az ismert aminerg fragmensek elemzésének céljabol. A fragmenseket
széleskortien alkalmazott fizikokémiai tulajdonsagokkal jellemeztik, melyek a
molekulak polaritasat jellemzik: logP, logD (pH = 7.4), polaris molekulafelszin (pH =
7.4, PSA); valamint farmakofor leirdkat is vizsgaltunk: hidrogénkotés akceptorok
szama (nHBA), hidrogénkotés donorok szama (nHBD); valamint jellemeztiik pKa
(savas, legerdsebb centrum), pKb (bazikus, leger6sebb centrum) értékeikkel;
topologiai leirokkal: forgathatd kotések szama (nRot), nitrogénatomok szama (nN),
oxigénatomok szama (nOx). Az eloszlasok eltéréseit a medianok, atlagok €s szorasok
elemzésével azonositottuk, Osszehasonlitva az aminerg fragmenseket és az inaktiv
referencia fragmenseket. Az aminerg GPCR ligandumok és a random referencia
vegyiiletek eloszlasainak 6sszehasonlitd elemzésével a kovetkez6 hat diszkriminativ
leirot azonositottuk: logD (pH = 7.4), PSA (pH = 7.4), pK, (bazikus, legerésebb
centrum), nitrogénatomok szama (nN), oxigénatomok szdma (nOx), és a forgathatd
kotések szadma (nRot). A kivanatossagi-fliggvény egy folytonos pontszam értékét
abrazolja [0; 1] intervallumban egy valtozé fliggvényében. A kivant, és nem-
megfeleld tulajdonsag-értékek tartomanyait (x-tengely) a fliggvény definialja®®,
melyet y(x) értékekben fejeziink ki. A ,,Fragment Aminergic GPCR Score” (FrAGS)
pontozas az egyes kiilonalld fizikokémiai-tulajdonsagok pontszamanak 6sszegébdl
kaphato meg és [0; 6] kozotti értékeket vehet fel. Megalkottuk a kivalasztott hat
tulajdonsag kivanatossagi fliggvényeit (két példa lathato a 6. abran).

13 Wager TT, Hou X, Verhoest PR, Villalobos A. Moving beyond rules: the development of a central nervous
system multiparameter optimization (CNS MPO) approach to enable alignment of druglike properties. ACS
Chem Neurosci. 2010;1(6):435-449.
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6. abra — Aminerg fizikokémiai tulajdonsagok kivanatossagi fiiggvényei; 7/A:
nitrogénatomok szama, 7/B: bazikus pKa (legerésebb centrum)

A kivanatossdgi pontszam (FrAGS) validalasat harom kiilonbozé eseten
végeztiik el. Els6ként egy aktiv vegyiileteket tartalmazo tanitokészletet kevertiink bele
egy nagysagrenddel nagyobb szami véletlenszeriien kivalasztott ChEMBL-b6l
szarmaz6 referencia vegyiiletkészletbe. A validalas soran ellendriztiikk, hogy a
pontozomodszer képes-e disulast elérni az aktiv aminerg ligandumokra nézve. A
masodik megkdzelitésben egy fliggetlen aktiv adatkészletet gyijtottiink Ossze a
PubChem adatbazisbol. A harmadik validalasi modszerben pedig a Richter Gedeon
altal rendelkezésre bocsatott nagy-ateresztOképességli  sziirésbél (HTS) és
fragmenssziirésbdl (FS) szdrmazd adatokat hasznaltuk fel. A FrAGS modszer
hatékonysagat a dsulasi faktorok (enrichment factor — EF), a ROC-gorbék (Receiver
Operating Characteristic) meghatarozasaval, valamint a fals negativ (FNR) és valos
negativ ratak (TNR) dsszehasonlitasaval jellemeztiik (7. abra).
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7. abra — Pubchem 5-HTIR validalo készlet ROC-gorbéje (A) és a FrAGS
fliggvényében abrazolt disulasi faktor (B).



A pontozasi modszer validalasa soran megallapitottuk, hogy a FrAGS > 5
sziirési feltétel mellett érheté el haromszoros, vagy annal jobb dusulasi faktor. A
FrAGS pontozas tehat alkalmas modszer nagyméretli fragmenskonyvtarak virtualis
sziliréséb6l aminerg GPCR ligandumok azonositasara. Ezaltal gyogyszerkutatasi
projektekben hasznos modszerként szolgalhat fokuszalt fragmenskonyvtarak
Osszeallitasara.

4.2. Aminerg fragmenskonyvtarak tervezésére alkalmas dokkolas-alapu
konszenzus-pontozé modszer

A rodopszin GPCR receptor fehérje kristalyszerkezetét 2000-ben fejtették meg.
Azota is folyamatosan ndvekvd szamban jelennek meg az ij aminerg GPCR rontgen-
szerkezetek™. Az egy fehérje modellbe torténd dokkoldshoz képest a t6bb fehérje
szerkezetbe torténd dokkolas egy jol ismert modszer, mely magas dusulasi faktorok
elérését biztositja, valamint diverz vegyiiletkészletek Ssszeallitasat teszi lehetévé™.,
Az aminerg receptorok szerkezetileg hasonlo ortosztérikus kotézsebei felvetik annak
lehet6ségét, hogy a receptorok reprezentativ sokasiga alkalmas lehet olyan talalatok
azonositasara, melyek a modellekben nem szereplé aminerg receptoron is aktivitast
mutatnak. Mindazonaltal t6bb receptorszerkezet esetén megnd a szamitasigény és a
feldolgozand6 adatmennyiség a virtudlis szlirések soran. Ezért a tanulmany idején
rendelkezésre allo tizenkilenc aminerg szerkezetet klasztereztik a kotézseb
aminosavaira szamolt RMSD értékek (root-mean square deviation) alapjan, valamint
a kristalyszerkezetben 1évé ligandumok visszadokkolasanak kiértékelésével
kivalasztottunk egy reprezentativ receptor-sokasagot. Osszesen kilenc aminerg
receptor szerkezetet valasztottunk ki a virtudlis sziirési modszer kidolgozasara.

A dokkolt vegyiileteket Glide dokkolasi pontszamuk alapjan rangsoroljuk
minden egyes kiilonallo receptorszerkezet esetében. Az igy kapott kilenc sorszamot
szavazatokka (igen/nem feltételek) forditjuk le egy rangsorolasi feltétel alapjan. Az
ugynevezett Rank(x)% rangsorolasi feltétel kivalasztja a listaban szerepld vegyiiletek
felsé x szdzalékat. A kapott szavazatokat (igen/nem feltételek) dsszegezve kapjuk a
FrACS (Fragment Aminergic Consensus Score) pontszamot, mely [0; 9] értékeket
vehet fel.

A ligandum- (FrAGS), és fehérje-szerkezet alapu (FrACS) modszereket
konszekutivan alkalmaztuk a ChEMBL adatbazis fragmenskészletének virtualis
szlirésére, és a kombinalt modszer optimalasara.

A kombinadlt modszereket prospektiven validaltuk egy hazon beliili
fragmenskonyvtaron. A FrAGS > 5 feltétel alapjan szlrtiik a fragmenskonyvtarat,

14 Topiol S, Sabio M. X-ray structure breakthroughs in the GPCR transmembrane region. Biochem
Pharmacol. 2009;78(1):11-20.

Huang S-Y, Zou X. Ensemble docking of multiple protein structures: Considering protein structural
variations in molecular docking. Proteins Struct Funct Bioinforma. 2006;66(2):399-421.
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majd a fennmarad6 vegyiileteket a kilenc tagu szerkezeti sokasagba dokkoltuk. A
dokkolasi pontszamok alapjan rangsoroltuk ¢és szavazatokkal mindsitettiik a
vegylileteket. Az igy kapott 36 virtualis szlirési talalatot 5-HT¢R sejtes-assayben
vizsgaltuk. (Az 5-HTg receptor nem szerepel a modellben hasznalt kilenc
szerkezetben.) Négy alacsony mikromolos affinitast fragmenstalalatot azonositottunk,
mint 4j 5-HT¢R ligandumokat (8. abra).

CIH.HN NH,.HCI
NH.HCI
F
=N N N =
N0 H H
H cl

ICso (5-HTER) = 3.9 M ICso (5-HTgR) =3.9 yM  ICsp (5-HTR) =29 uM  ICs0 (5-HTGR) = 0.1 uM

10 1 12 13

8. abra — A fragmenskonyvtar virtudlis sziirésével azonositott 5-HTgR
talalatok.

A mobdszer specificitasanak igazolasara harom talalatot (11-13) egy nem-
aminerg GPCR receptorral (kannabioid-1 receptor) szemben teszteltiink. Mindharom
talalat inaktivnak bizonyult a CB;R receptorral szemben. Tovabba a négy
fragmenstalalat kotémodjat egy ismert 5-HTgR antagonista SB-742457 (1)
kotdmodjaval hasonlitottuk  Sssze egy 5-HTgR homoldgia modell®®  kilenc

konformaciojaban (molekuladinamikai szimulaci6jabol kapott konformaciok).

A FrACS-alapt virtualis sziirés 6nmagaban és a FrAGS moédszerrel kombinalva
is hatékony eszkdz aminerg-fokuszalt fragmenskonyvtarak és ligandumok
tervezésére.

4.3. Spiro-oxindolok, és indolinok, mint Gij 5-HT¢R antagonistak

A (2'-(3-fluorofenil)spiro[indoline-3,3"-pirrolidin]-2-on) ~ (10)  fragmenst
mikromolos affinitasi 5-HTgR talalatként azonositottuk a FrAGS és FrACS
modszerek kombinalt alkalmazasa soran. A talalat optimalasa érdekében a
spiro[pirrolidine-3,3"-oxindol] alapvdz kiilonb6z6 szarmazékainak —elballitasara
alkalmas szintézistervet dolgoztunk ki. N-klérszukcinimid (NCS) 15a, vagy N-
bromszukcinimid (NBS) 15b oxidaloszerek*™*® alkalmazasaval a bazikus nitrogénjén
véddcesoporttal ellatott triptolinbol (14) egy oxidativ spiro-atrendez6dési reakcioban

o

alakithato ki a megfelelé spiro[pyrrolidine-3,3’-oxindol] gytriivaz (17). A gyird

1 i
6 Vass M, Jojart B, Bogar F, Paragi G, Keserit GM, Tarcsay A. Dynamics and structural determinants of
ligand recognition of the 5-HT6 receptor. J Comput Aided Mol Des. 2015;29(12):1137-1149.

Finch N, Taylor WI. The Conversion of Tetrahydro-p-Carboline Alkaloids into Oxindoles. The Structures
and Partial Syntheses of Mitraphylline and Rhyn Cophylline. J Am Chem Soc. 1962;84(7):1318-1320.

Shavel J, Zinnes H. Oxindole Alkaloids. I. Oxidative-Rearrangement of Indole Alkaloids to their Oxindole
Analogs. J Am Chem Soc. 1962;84(7):1320-1321.
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atrendezédése a 16-os intermedieren keresztiil jatszodik le hidrogén-bromid
eliminacidjat kovetden (9. abra).

X
N-PG 0 THF/H,0 < S N-PG| oHH,0
N\ — — o
+ N, AcOH N
N X N O H N
H ¢ H H

14 15a-b 16 17

PG: protecting group, pl. tert-butiloxikarbonil (Boc), benzil (Bn), benziloxi-karbamat (Cbz), stb.
X:15a Cl, 15b Br

9. Abra — Triptolinok spiro-atrendezédésének mechanizmusa

A spiro[pirrolidine-3,3-oxindol] 17 alapvézat farmakofér-modell®® és
szerkezet-hatas Osszefiigés-analizis segitségével vizsgaltuk el6allitva a megfeleld
fenil-szulfonilcsoporttal ellatott szarmazékokat (19-20, 22-26), valamint a redukalt
spiro[pyrrolidin-3,3 -indolin] (21-26) alapvazat.

Az eredeti (2'-(3-fluorofenil)spiro[indoline-3,3"pirrolidin]-2-on) (10) talalat
koriili szerkezet-hatas Osszefiiggéseket a katalogus-alapu SAR modszerrel vizsgaltuk.
Az Mcule adatbazisban elérhetd Gsszes spiro[pyrrolidine-3,3 -oxindol] alszerkezettel
rendelkezé tesztvegyiiletet dokkolassal vizsgaltuk a korabban bemutatott 5-HTgR
valasztottunk ki in vitro vizsgalatokra, melynek soran nem-szelektiv és kozepes
affinitdsu 5-HT¢R ligandumokat azonositottunk. Ezért az uj 5-HTR kemotipust a
kovetkezd stratégia szerint optimaltuk. A 10. abran bemutatott oxindol és indolin
szarmazékokat allitottuk el6 a kozos triptolin intermedierbdl (18). A 2°-es helyzetben
talalhatd nagy lipofil csoportot elhagytuk, és a klasszikus fenil-szulfonil csoporttal
ellatott szarmazékokat allitottuk el (19-20), melyek esetében a szelektivitds mas
szerotonin-receptor altipusokkal (5-HT1aR, 5-HT,aR, 5-HT¢R, 5-HT;R) szemben
jelent6sen javult. Az oxindol oxo-csoportja, mint hidrogén-kotés akceptor nem illik a
farmakofor mintazatba. Ezért eléallitottuk a megfeleld indolinok kiilonb6zo 1-
(fenilszulfonil) szarmazékait (22, 23a,b, 25), melyek az 1’-pirrolidin nitrogénen
lipofil, vagy bazikus nitrogénnel rendelkezd csoportokat tartalmaztak. Az eldallitott
szarmazékok koziil az 1'-benzil-1-(fenilszulfonil)spiro[indoline-3,3"-pirrolidine] (22)
szarmazékot valasztottuk ki tovabbi optimalasra. Kovetkezé 1épésként a
szubsztituensek hatasat vizsgaltuk a benzil (26a-C) és a fenil-szulfonil gyiiriikon (24a-

1 Kelemen AA, Mordalski S, Bojarski AJ, Keserii GM. Computational Modeling of Drugs for Alzheimer’s
Disease: Design of Serotonin 5-HT6 Antagonists. In: Vol 132. ; 2018:419-461.
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c) 2-, 3-, 4-fluorszdrmazékok eléallitasaval®. A fenil-szulfonil csoport iranyaba
torténd épitkezés az eredeti 22-es vegyiiletnél jobb affinitasti szarmazékokat
eredményezett, melyek egyuttal megérizték jo szelektivitasukat az 5-HTiaR és 5-
HT-R altipusokkal szemben is (200 nM-os affinitas 5-HTsR-ra nézve, és 200-5z0ros
szelektivitas 5-HT;R-al szemben). Az kapott eredmények alapjan a 24a szarmazék

A legjobb affinitassal rendelkezd 24a szarmazék kotdmodjat elemeztikk az 5-
HT¢R homoldgia modellben. A Schrodinger-Glide programmal végzett dokkolasi
kisérletek megkdtések alkalmazasaval (hidrogén-kotés kialakitdsanak feltétele
Asn288%%° &s/vagy Ser193** aminosavakkal) és megkotések nélkiil is robosztus
kotémodot eredményeztek az ortosztérikus kotdzsebben. Tehat az 1'-benzil-1-
(fenilszulfonol)spiro[indoline-3,3"-pirrolidint] (22) és annak 2-, és 3-as pozicioban
szubsztitualt analdgjait (24a-b) sikeriilt azonositanunk, mint 0j igéretes 5-HTgR
ligandumokat.

2 Shah P, Westwell AD. The role of fluorine in medicinal chemistry. J Enzyme Inhib Med Chem.
2007;22(5):527-540.
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N o 26ac(2-3-4F)
o=5°

26¢ K; (uM) 5-HTg = 1.7
NH @

K; (uM) 5-HTg = 6.60

K; (M) 5-HT, = 6.86

Me/Et
N/\© N@ ©g\‘
N o N = N o
=1 5=0 =S=
0=S 0=3 0=S
& O &
24a-c (2-, 3-, 4-F) 22 23a-b
242 K, (1uM) 5-HTg = 0.19 K; (uM) 5-HTg = 0.76 24a K; (uM) 5-HT¢ = 1.85

10. abra — 5-HTgR ligandumok: spiro[pirrolidine-3,3"-oxindolok] és
spiro[pirrolidine-3,3"-indolinok]

4.4. Spiro-oxindolok, mint Gj 5-HT-R antagonistak
A 3. és 11 abrakon bemutatott tetrahidrobenzindolok (pI DR 4004 621)

és szelektiv 5- HT7R ligandumok: (arllplperazmlletlI)splro[lndollne 3,3°-pirrolidin]- 2-

2 Kikuchi C, Ando T, Watanabe T, et al. 2a-[4-(Tetrahydropyridoindol-2-yl)butyl]tetrahydrobenzindole
Derivatives: New Selective Antagonists of the 5-Hydroxytryptamine 7 Receptor. J Med Chem.
2002;45(11):2197-2206.
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onok (27) eléallitasat tiiztik ki célul (11. Abra).

(o

M@

lanchossz: (| (\ arom. \ szubsztitualt
N\) group/ aril-piperazinok, piperidinek

N
szubsztitualatlan bazikus fejcsop:?;tz
indanon Kélcsonhatas D 27

H szubsztitualatlan amid nitrogén

ECL régio |ranyaba
polaris szerkezeti rész

11. abra — Az (arilpiperaziniletil)spiro[indoline-3,3 -pirrolidin]-2-onok (27)
szerkezet-hatas osszefliggés analizise

A mas szerotonin-receptorokkal (5-HT;aR, 5-HT,aR, 5-HTgR) szemben
szelektiv 5-HT;R vegyiiletek tervezését az ismert farmakofor-modell?? (4. abra)
alapjan végeztiikk. A modell alapjan a PI (pozitivan ionizalhatd) és a HBA (hidrogén-
kétés akceptor) csoportok kozotti tavolsagot érdemes csokkenteni, a Ser®®® (Ala®*® 5-
HT;AR) aminosavval vald kolcsonhatas kialakitasara. Tovabba a modell alapjan
polaris szubsztituenseket érdemes a HYD;-HYD, csoportokra kiépiteni az Arg’® (5-
HT AR esetében hianyzik) aminosavval torténd kolcsonhatas kialakitasara. Ezen
megfontolasok ismeretében terveztik szelektiv spiro[pirrolidin-3,3 -oxindolok]
eldallitasat.

Korabbi tanulmanyokkal &sszhangban® két atom lanchossziisaggal ellatott
vegylileteket terveztiink el6allitani (CH,), n=2. Tovabba a flexibilitds és a HBA-PI

2 Lopez-Rodriguez ML, Porras E, Morcillo MJ, et al. Optimization of the Pharmacophore Model for 5-HT7R
Antagonism. Design and Synthesis of New Naphtholactam and Naphthosultam Derivatives. J Med Chem.
2003;46(26):5638-5650.

Pittala V, Pittala D. Latest Advances Towards the Discovery of 5-HT7 Receptor Ligands. Mini-Reviews
Med Chem. 2011;11(13):1108-1121.
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tavolsagok vizsgalatanak céljabol elballitottunk egy n=3 lanchosszal ellatott
szarmazékot is (29). Az irodalmi SAR-adatok alapjan az oxindol aromas gytiriijének
szubsztitualasa nem jarult hozza, mas esetekben rontotta az 5-HT;R affinitast. Ezért a
spiro[pyrrolidine-3,3 -oxindol] alapvaz szubsztitualatlan szarmazékait vizsgaltuk. Az
aril-piperazin csoport fenil-gytirtijének halogénnekkel szubsztitualt szarmazékait
terveztiik eldallitani, ezért szubsztitualatlan (30), meta- (31), orto- (32), para- (28) és
3,4-diklor- (33) szarmazékokat allitottunk elé. Tovabba vizsgaltuk a HYD,/HYD,
csoportok hatasat az 5-HT;R affinitasra és szelektivitasra az aril-piperazin csoport
cseréjével fenil-, és fenoxi-piperidineket (34, 35, 38), 5,6-dihidropiridin (36), és
benzoil-piperazin (39) szarmazékokat allitottunk elé. Az elballitott szarmazékokat az
5-HT,R és tovabbi szerotonin receptor altipusokra (5-HT1aR, 5-HT,4R and 5-HTgR)
beallitott kotddési tesztekben vizsgaltuk (1. tablazat).

Szerkezet
N}i 5-HT1A 5-HT2A S-HTG 5_H'|'7
ID K; K; K;
o @M | @M | @M | Ki@eM)
N
’8 i~ 3.755 0.068 | 4.737 0,026
N N Cl .
~ C 129.5 2.3 163.3
29 | < 2.891 0.715 | 5.559
\_\—N/_\N cl 0.067
\_/ 43.1 10.7 83.0
30 éj_NmN 6.005 0.496 | 6.556 0,100
_/ .
60.1 5.0 65.6
31 ; ol 2.687 0.351 | 2.005
EASNER 0.055
N 48.9 6.4 36.5
32 al 1.096 0.452 | 2.843
VAR 0.245
N 4.5 1.8 11.6
B |, cl 4.054 0.270 1.131
ERANINARN o 0.038
N 106.7 71 29.8
34 14900 | 0.404 | 4,577
AN o 0.284
52.5 1.4 16.1
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35 ng 52.010 0.259 5.285

F 0.275
189.1 0.9 19.2

36 §1NC\>OF 3.949 0.075 | 6.267 0,043
91.8 1.7 145.7

37 — 14.160 | 0059 | 4.744
éx”u“@F 0.021
674.3 2.8 225.9

38 | =, . 13.790 | 0.343 | 1693
0.121
114.0 2.8 14.0
Cl
39 | I P 48.240 | 17.330 | 7.746
— 0.529
91.2 32.8 14.6
Cl

1. Tablazat — Spiro-oxindolok kot6dési tesztek eredményei négy szerotonin
receptoron (mért értékek K; (uM)). 5-HT;R szelektivitasok d6lt betiivel
szerepelnek.

A szubsztitudlatlan fenilpiperazin szarmazék (30) jelentés affinitassal
rendelkezik az 5-HT;R receptoron, azonban alacsonyabb szelektivitist mutatott 5-
HT-R iranyaba a halogén-szubsztituenseket tartalmazo szarmazékokhoz képest. A
halogén-szubsztituensek vizsgalata alapjan megallapithatjuk, hogy az orto- (32),
meta- (31), para- (28) iranyban javul mind a vegyiiletek 5-HT;R affinitisa és javul
szelektivitasa az 5-HT 4R és 5-HTgR receptorokkal szemben. A para-klor szarmazék
(28) nanomolos 5-HT,R affinitast, és tobb mint szazszoros szelektivitast mutatott két
receptor altipussal szemben is (5-HTaR és 5-HTgR). A szelektivitast tovabb sikertilt
novelni a para-fluor (37) szarmazék esetében. Szinte valamennyi szarmazék mikromol
alatti affinitast mutatott az S-HT,aR receptoron, ami érdekes lehet bizonyos kombinalt
indikaciokban®. A 28-as szarmazékhoz képest, a hosszabb alkil-lanccal ellatott
szarmazek (29) esetében a megnovelt PI-HBA tavolsag csokkent 5-HT,R affinitashoz
vezetett. Az 5-HT;aR-el szembeni szelektivitasa csokkent, 5-HT,aR altipussal
szemben azonban javult. Mindazonaltal a 30-as szdrmazék csokkent szelektivitast
(65.5-szeres) mutatott az 5-HTgR altipussal szemben a 28-as szarmazék 163.3-5zoros

2 Deau E, Robin E, Voinea R, et al. Rational Design, Pharmacomodulation, and Synthesis of Dual 5-
Hydroxytryptamine 7 (5-HT7)/5-Hydroxytryptamine 2A (5-HT2A) Receptor Antagonists and Evaluation by
[18F]-PET Imaging in a Primate Brain. J Med Chem. 2015;58(20):8066-8096.
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szelektivitasahoz képest. A legaktivabb 4-fluor szarmazékbol (37) Kiindulva
eléallitottuk a megfeleld 5,6-dihidropiridin szarmazékot (36), mely azonban csokkent
szelektivitast (91.8-szoros) mutatott az 5-HT R altipussal szemben. A piperazin
gyurit piperidin (35) gyirtire cserélbe 10-szer alacsonyabb affinitasu szarmazékot
kaptunk. Ezt tovabb igazolta a megfelel$ 4-klor piperidin analog (34) esete is. Az 5-
HTaR-val és 5-HT,aR-val szembeni szelektivitasok nem mutattak jelentds eltérést,
azonban az 5-HTgR-al szemben szelektivitas tizszeresen romlott. A 34-es és 35-0s
szarmazékokhoz hasonléan a 38-as fenoxi-piperidin szarmazék is nagyobb affinitast
mutatott az 5-HT¢R receptoron. Végiil a benzoil-piperazin szarmazék (39), habar
csokkent affinitast mutatott az 5-HT;R receptoron, egytittal a legjobb szelektivitast
mutatta az 5-HT,4R altipussal szemben (32.8-520r0s).

Osszefoglalva, a szerkezet-hatas oOsszefiiggés elemzés megmutatta, hogy a
spiro[pirrolidin-3,3 -oxindolok] megfelel6 kiindulépontok 5-HT,R ligandumok
fejlesztésére. Igazoltuk, hogy a kétatomos alkil-linchossz biztosit megfeleld
tavolsagot a HYD; és HYD, csoportok kozott, és ezaltal jo affinitast az 5-HT;R
receptoron. A aril-piperazin csoport 4-es helyzetben szubsztitualt szarmazékai jo 5-
HT;R affinitast és jo 5-HT1aR, és 5-HTgR receptorokkal szembeni szelektivitasokat
eredményeztek. A vizsgalatok soran azonositott legjobb affinitasu és szelektivitasu (5-
HT.aR, 5-HTgR) szarmazék a 4-fluor szubsztitualt aril-piperazin analog (37). Az 5-
HT,aR altipussal szembeni szelektivitast a fenil-piperazin benzoil-piperazinra (39)
torténd modositasaval lehetett elérni. Az eredmények alapjan egy uj 5-HT;R
kemotipust sikeriilt kifejleszteni, melynek tovabb optimalasaval in vivo
betegségmodellekben vizsgalhato vegyiiletek is fejleszthetdk.

4.5. 5-HTzR szelektiv antagonistak tervezésére alkalmas konszenzus-pontozas
alapu dokkolasi médszer

Az aminerg GPCR receptorok kristalyszerkezeteinek atfogd elemzése felfedte
az ugynevezett masodlagos kot6zsebek (SBP — secondary binding pocket) 1étezését. A
masodlagos kotézseb a fehérje extracellularis régiojaban talalhaté a 2-es
extracellularis loop (ECL2) részvételével. Ebben a régioban nagy aranyban
talalhatdak nem-konzervalt aminosavak, amik lehetéséget nyujtanak az aminerg
receptorok csaladjan beliili szelektivitas elérésére. Michino és munkatarsai egy atfogd
elemzés soran® szisztematikusan Gsszegylijtdtte az aminerg receptorok masodlagos
kotdzsebeit, melyek legalabb harom olyan aminosav oldallancot tartalmaznak, melyek
kolecsonhatast 1étesitenek a receptorok ligandumaival, azonban nem részei a klasszikus
ortosztérikus kotézsebnek (OBP — orthosteric binding pocket). Elemzésiik soran 36
rontgen szerkezet koziil 30 esetben azonositottak masodlagos kotéhelyet. Ezek a
masodlagos kotozsebek lehetdséget nyuljtanak altipus-szelektivitas —elérésére
fragmens-optimalasi stratégiak alkalmazasaval. Amig a ligandum egyik része (elsé

% Michino M, Beuming T, Donthamsetti P, et al. What can crystal structures of aminergic receptors tell us
about designing subtype-selective ligands? Pharmacol Rev. 2015;67(1):198-213.

18



fragmens) az ortosztérikus kotézsebben kialakitja az alapvetd kdlcsonhatasokat, egy
masodik fragmens hozzdkapcsolhatd, mely az SBP zsebben alakit ki
kolcsonhatasokat. Munkam soran Structure Connectivity Fingerprint (SCFP)
szerkezeti ujjlenyomat alapti gépi-tanulasi modszerrel kombinalva SPB kotézsebet is
célz6 dokkolasi modszert alkalmaztam 5-HT,gR szelektiv ligandumok tervezésére.

Egy ujjlenyomat-alapu gépi tanulasi médszert dolgoztunk ki?®®, a ChEMBL
adatbazisbol elérhetd, 5-HTgR és 5-HTgR receptorokon aktiv és inaktiv ligandumok
in vitro adatai alapjan. Hét tanitokészletet hasznaltunk a gépi-tanuldsi modszer
kifejlesztésére (1-2. aktivak, 3-4. inaktivak, 5-6. szelektivek, 7. nem-szelektivek 5-
HTgR-re és 5-HT,gR-re nézve). A modszer segitségével az Mcule 4.8M vegyiiletet
tartalmazo6 adatbazisan végeztiink virtualis sziirést. A kovetkezd sziirési 1épésben az
igy kapott 5-HT,gR szelektivnek prediktalt 24849 vegyiileteket két dokkolasi eljaras
szerint vizsgaltuk: (i) nem-konzervalt aminosav péarok figyelembevételével és
konszenzus pontozéssal, valamint (ii) kristalyszerkezeti vizek figyelembeveételével és
konszenzus pontozissal végeztiink dokkolas-alapt virtualis sziiréseket. Osszesen
kilenc 2B-szelektiv vegyiiletet vizsgaltunk kotédési assay koriilmények kozott 5-

HTgR és 5-HT,5R receptorokon.
/N]@
OJ;N Q_\
H
4\ N-N
WQ'/ Q IO

K; (5-HTgR) = 2934.7 nM K; (5- HT1BR) =2099 nM inactive at 5-HT1BR at 10 uM
Ki (5-HT2gR) = 0.3 nM K; (5-HT,gR) = 235.1 nM K; (5-HT,gR) = 2612.9 nM
40 41 42

12. abra — Virtualis szlirérrel azonositott 0j, nagy affinitasu és szelektiv 5-
HT,gR inhibitorok

Harom 5-HT,gR szelektiv talalatot azonositottunk (40-42, 12. abra). Két
esetben bemutattuk a vegyiiletek altipus-szelektivitdsat tovabbi szerotonin
receptorokkal szemben is (5-HTya, 5-HT,s, 5-HTg and 5-HT;). A legjobb talalat
vegylilet (40) szubnanomolaris affinitast mutatott 5-HT,gR receptoron és tizezerszeres
szelektivitast mutatott az 5-HT,gR altipussal szemben, igy alkalmas tesztvegyiilet
lehet in vivo modellekben.

% Witek J, Smusz S, Rataj K, Mordalski S, Bojarski AJ. An application of machine learning methods to
structural interaction fingerprints-A case study of kinase inhibitors. Bioorganic Med Chem Lett.
2014;24(2):580-585.
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5. TEZISEK

1. Kidolgoztam egy fizikokémiai tulajdonsagokra épiilé kivanatossagi-fliggvény alapti
moédszert (FrAGS — Fragmens Aminerg GPCR pontozas) aminerg GPCR ligandumok
azonositdsara. Ez az alacsony szamitasigényli eljards eldszlrési modszerként
szolgalhat fragmenskonyvtarak tervezéséhez és szerkezet-alapt virtualis szlirések
ligandum készletének Osszeallitasdhoz. A modszer teljesit6képességét retrospektiv és
prospektiv alkalmazasokkal tamasztottuk ala. [K1]

2. Kidolgoztam egy szerkezet-alapu konszenzus pontozasi modszert (FrACS —
Fragmens Aminerg Konszenzus Pontozas) a rendelkezésre allo aminerg GPCR
rontgenszerkezetek felhasznalasaval, mely alkalmas aminerg-GPCR fokuszalt
fragmenskonyvtarak tervezésére. A FrAGS és FrACS modszerek 1épésenkénti
kombinalt alkalmazéasat prospektiv szliréssel validaltam. Ennek eredményeképpen
Osszesen négy 5-HTgR receptoron hatékony fragmens talalatot azonositottam. A
spiro[pyrrolidine-3,3 -oxindol]  szerkezetet tartalmazé vegyiiletek igéretes
kiindulopontok lehetnek 0j 5-HTgR ligandumok fejlesztéséhez. [K2]

3. Az el6z6 tézispontban azonositott spiro-oxindolokat 5-HTgR farmakofér-modell
alapjan optimaltuk, igy jutottunk a megfelelé aril-szulfonil spiro[indoline-3,3'-
pyrrolidin] szarmazékokhoz. Szerkezet-hatas 6sszefliggés elemzést (SAR) végeztem a
spiro[indoline-3,3'-pyrrolidinek] alapvaza koriil, melynek soran uj szubmikromodlos
affinitasu, 100-200-szoros szelektivitasi 5-HT¢R antagonistakat azonositottam.
Osszesen 11 vegyiiletet az ugynevezett katalogus alapti SAR segitségével vizsgaltam,
tovabbi 12 szarmazékot egyedileg szintetizaltam, és szerotonin receptor panelen (5-
HT1aR, 5-HT,aR, 5-HT¢R, 5-HT7R) jellemeztiink. [K3,K4]

4. A spiro[pyrrolidine-3,3 -oxindolok] aril-piperazin szarmazékait potencialis 5-HT;R
ligandumokként  azonositottam. Farmakofor-modell alapjan  szerkezet-hatés
Osszefliggés elemzést (SAR) végeztem, melynek soran 12 szarmazékot szintetizaltam
és jellemeztem 5-HT;aR, 5-HT,aR, 5-HTgR, 5-HT;R tesztekben. Ennek
eredményeképpen nagy szelektivitdst (100-200-szoros) és affinitdsii (nanomoldris)
vegylileteket azonositottam.

5. A masodik tézispontban kidolgozott szerkezet-alapu konszenzus pontozasi
modszert egy ligandum-alaptl szamitogépes tanulasi modszerrel kombinalva 5-HT,gR
szelektiv antagonistak tervezésében alkalmaztam, melynek soran két nagy affinitast
és szelektivitastu 5-HT,gR ligandumot azonositottam. [K5]
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6. AZ EREDMENYEK ALKALMAZHATOSAGA

A kivanatossagi-fliggvény alapi pontozasi modszer (FrAGS) és a dokkolas-alapu
konszenzus pontozasi modszer (FrACS) kombinacidja hatékony eszkdozként
szolgalhat aminerg GPCR ligandumok tervezésére.

Az eredmények alapjan a spiro[indolin-3,3’-pirrolidineket] és a spiro[pyrrolidin-3,3’-
oxindolokat] uj 5-HT¢R, illetve 5-HT;R kemotipusokként azonositottuk. A bemutatott
szarmazékokat optimalva in vivo betegségmodellekben is vizsgalhato vegyiiletek
érhetdek el.
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