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1. Bevezetés

2001. majus 2-an a Richter Gedeon Nyrt (RG)
Gyogyszerkutatdas ~ és  Fejlesztésének  (K+F)  hazi
Tudomanyos Bizottsaga elfogadta exploracios kutatasi
témaként az ordlisan hatékony nem-peptid bradykinin B1
receptor antagonistak (BIR) kronikus gyulladasos fajdalom
kezelésére benyujtott kutatasi témajavaslatot. Tovabba a
K+F perspektivat latott a megcélzott nem szteroid gyulladas
gatlok (NSAIDok) és kulonosen a szelektiv cikooxigendz-2
gatlok (COX-2) uralta terapias tertilet meghdditasaban. Ugy
itélte meg, hogy a COX-2 géatlok hatékonysagaval azonos,
vagy annal hatékonyabb BIR antagonista vegyiiletek
kedvezobb mellékhatas profillal, 4j hatdismechanizmussal, j6
eséllyel indulhatnak és lehetnek sikeresek a COX-2 gatlokat
kovetd 11j generacios fajdalom- és gyulladas csokkentd
terapeutikumok versenyében.

2. Tudoményos hattér

A szervezet  kinin-kallikrein  rendszere  prekurzor
kininogének, proteolitikus kallikrein ~enzimek, kinin
peptidek (kallikrein hatasara kininogénekbdl képzédnek)
¢és receptorok Osszességébol all. A mult szazad 80-as
éveiben a kininek, mint biologiailag aktiv peptidek még
elsdsorban értagitd és odémaképzd (a test szoveteiben a
sejtek kozott koros folyadékmennyiség felszaporodast és
ezzel duzzanatot okozo) hatasuk révén voltak ismertek.
A 1990-es ¢évektdl megszaporodd Kkutatdsi eredmények
azt sugalltak, hogy a kininek fontos mediatorai mind a
kardiovaszkuldris homeosztazis, mind a gyulladds ¢és
nocicepci¢ (fajdalomérzés) folyamatanak. A  kininek,
proinflammatorikus mediatorként részt vesznek a gyulladas
akut fazisara jellemz6 lokalis vazodilatacio és fokozodo
kapillaris permeabilitas révén kialakulé 6déma képzddésben.
Szamos medidtor, prosztanoid és citokin felszabaditdsaval,
elésegitik a gyulladads szubakut, cellularis fazisaban,
Tovabba szerepet jatszanak a véredények korul taldlhato
idegvégzddésekben lokalizalodva a gyulladas kronikus
proliferativ fazisaban jelentkezd szoveti degeneracio és
fibrozissal jaro erds fajdalom érzet kialakuldsaban.!

A kininek hatdsukat két, farmakologiai profilban és
expresszios mintazatban is eltérd, G-fehérjéhez kapcsolt hét
transzmembran doménbdl allé receptoron (BIR és B2R)
keresztiil fejti ki. A bradykinin B1 és B2 receptorokat kodolo
gének szamos fajban azonositasra kertiltek. A B2 receptorok
szamos fiziologiai folyamat részvevdjeként a szervezetben
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konstitutivan expresszalodnak. Ezzel ellentétben a Bl
receptorok altalaban nincsenek jelen az egészséges
szovetekben, csak patologias korilmények kozott (szoveti
sériilés, gyulladdsos mediatorok, mint pl.: endotoxin, vagy
citokinek mint pl.: ILIbéta vagy TNF alpha hatdsara)
jelennek meg.?

A szoveti sériilések alkalmaval felszabadulé kininek fontos
szignalizacids szerepet toltenek be a kotoszoveti sériiléssel
jaro fajdalmak és az azt koveté gyulladdsos folyamatok
kialakulasaban. A kinin receptorok autoregulacidja
figyelheté meg az akut és kronikus folyamatokban, mig
a B2R a gyulladas ¢s fajdalom kivaltasaban, addig a BIR
ezeknek a fenntartasaban mikodik kozre’ Gyulladas
soran elséként a bradykinin ¢s kallidin szabadulnak fel
a szervezetben és B2 receptorhoz kotddve fejtik ki a
hatasukat. Majd a BK ¢és KD gyors metabolizaloddsa révén
keletkezd aktiv metabolitok (desArg’BK, desArg!’DK), a
B2R gyors deszenzitizacidjaval egy iddben, a gyulladasos
indukci6 hatdsara megjelené Bradykinin B1 receptorokhoz
kotodnek.** Ilyen modon, mig a fajdalom akut fazisaban a
bradykinin B2 receptor kap szerepet, addig a kronikusban
a B2R gyors deszenzitizacojaval és endogén ligandjainak
gyors elimindlodasaval a B1 receptorok és azok agonistai
jutnak szerephez. Mivel a Bl receptor deszenzitizacidja
a receptor internalizicioja révén, épp ugy, mint a BIR
ligandok disszocidcioja igen lassu, igy biztositjak a kronikus
gyulladas és hozzatarsulo hiperlagézia fenntartasat.*”$

Osszegezve, a BIR antagonistdk szerepe a fajdalom
kozvetitésében lehet kozvetlen periférias hatdss a BIR
expresszalo nociceptorokon (konstitutiv. modon vagy
indukcio  kovetkeztében), indirekt periférids  hatds
mas algogén medidtorok felszabaduldsanak —gatlasa
révén, vagy centralis hatds a fajdalom gerincveld hatso
szarvaban  torténd  transzmisszio  blokkolasa révén.’
Bizva a hatdsmechanizmusban és a BIR antagonista
hatékonysagaban, az esetleges mellékhatasok csokkentése
¢és elkertilése céljabol kutatasunk a periférian hatékony B1R
antagonista kifejlesztésére iranyult.

Ugy gondoltuk, hogy a BIR antagonistik megoldast
jelenthetnek szoveti sériilés valamint kronikus gyulladasos
fajdalommal jaré korképek gyogyitasaban, mint theumatoid
arthritis,'™!"!  derékfajas, osteoarthritis illetve szamos
tovabbi betegség, pl.: diabetes szovodményeként fellépod
hiperalgézia,'”? gyulladdsos bél betegség,'> posztoperativ
fajdalom, léguti gyulladasos megbetegedések,'* asthma,
migrén, és daganatos fajdalom kezelésében.
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3. Exploriciés kutatasi feladatok

Az exploracios feladatok megoldasa a gyogyszerfejlesztési
kovetelmények megfogalmazésa a primer teszt rendszer
felallitasat is eredményezte.

3.1. Elsodleges (primer) teszt rendszer

Elképzeléseink szerint a primer szirési vizsgalatokban,
amennyiben a vegyiletek funkcionalis teszten > 50% gatlast
mutattak és Ki <200nM az értékiik, tigy azonnal in vitro P450
screen vizsgalatra keriltek, parhuzamosan a funkcionalis
teszten torténd 1C, meghatdrozéssal. Ezt kovetden Caco-2
permedbilitasi teszten vizsgaltuk a vegyiletek penetracios
készségeét, majd funkcionalis teszten B1/B2 szelektivitasat
illetve faj specifikussagat.

Id6vel a primer teszt rendszer kiboviilt a BIR antagonista
vegytiletek hERG csatorna gatlasanak sziirésével is. A sziv-
kamrai és pitvari repolarizdciot meghatarozo legfontosabb
ioncsatorna gatlasat whole-cell patch clamp modszerrel
teszteltiik.

A projekt teszt-szlirGrendszerében a primer vizsgalataink
sorrendiségét olyan formaban alakitottuk ki, hogy a
vegyészek minél gyorsabban kapjanak visszajelzést
a vegyiletek in vitro hatékonysagarol. Mivel a
vegyiiletek in vivo hatékonysaganak vizsgalata anyag- és
idéigényes folyamat, igy a primer teszt rendszernek nagy
ateresztoképességl tesztek sorozatabol kellett allnia, hogy
megszirje a vegyiileteket és leszikitse a szamukat.

3.2. Masodlagos (szekunder) teszt rendszer

Masodlagos teszt rendszer elemeként, a sejtes esszék
beallitasaval parhuzamosan kezd6dott el az in vivo tesztek
beallitdsa.”> A tesztek beallitdisa soran minden esetben
tesztelésre kertiltek a versenytarak altal publikalt és a Richter
altal elgallitott referencia” molekulak (Novartis, Sanofi,
Bayer), ezen kivill a természetes peptid antagonistak (mint:
pl.: DALBK, ([Leu*]des-Arg’-BK) és a megcélzott terapias
tertileten hasznalt COX-2 gatlo vegyiletek. Mivel oralisan
hatékony vegyiilet eldallitdsa volt a cél, igy a tesztekben a
BIR antagonistakat minden esetben sz4jon at adagoltuk.

Patkanyon a B1R agonistaval (DABK) indukalt talp 6déma,'®
illetve komplett Freund adjuvanssal indukalt (CFA )-indukalt
monoarthritis modell kerult beallitasra, tovabba gyors sz{ird
vizsgalatként egér formalin tesztet hasznaltunk.

Nyulon, hasonl6an a patkanyhoz, BIR agonistaval indukalt
Ltarget specifikus” modszerben teszteltik a vegyiletek
funkciondlis, gyulladdscsokkenté hatasat (IL 1b -val
eldérzékenyitett LysDABK-val kivaltott ful déma modell),
krénikus fajdalom tesztként pedig az irodalomban eddig
nem leirt CFA-indukalt monoarthritis tesztet allitottuk be.

Mivel a cél human gyogyszer kifejlesztés volt, ugy gondoltuk,
hogy human B1 receptort konstitutiven, egér BIR pedig csak
patolégias koriilmények kozott expresszalé human BIR
overexpresszald transzgén egér hosszii tdvon megoldést
jelenthet a fajspecifikus problémainkra. A francia Nucleis
cég altal kifejlesztett, ,speedy mouse” technoldgiaval
Iétrehozott egerek valoban megoldast jelentettek azoknak

a vegytleteknek az in vivo vizsgdlatdban, melyek se
patkanyban, se nytlban nem szdlaltak meg (lasd lejjebb).
Ezekben az egerekben bedallitasra kerultek a CFA-indukalt
mechanikus allodynia és hiperalgézia tesztek valamint a
Sztreptozotocin indukalt termalis hiperalgézia modell.

3.3. Harmadlagos (tercier) teszt rendszer

A harmadlagos tesztrendszerben keriiltek meghatérozasra
a vegyilet farmakokinetikai paraméterei, biologiai
hasznosuldsa  patkanyon és  kutyan, idegrendszeri
mellékhatdsa (Irwin teszt, Rotarod, LMA) patkanyon,
kardiovaszkularis mellékhatasa (¢ber kutya, altatott
nyul, izoldlt Langendorff perfundalt nyul sziv), ADME
profilja (adszorpcid (felszivodas), disztribucio (eloszlas),
metabolizmus és eliminacio (kitiriilés)) és 4 napos patkany
toxikologiai hatasa.

4. Uj gyégyszerjelolt molekula eléallitasa publikalt
molekula tovibbfejlesztésével

Azonos hatasteriileten és molekularis célponttal rendszerint
parhuzamosan futnak kutatasi programok kilonbozé K+F
tevékenységet folytato gyogyszeripari vallalatokndl. Ennek
termékeként elsésorban szabadalmi bejelentések, majd ezek
publikussa valasat kovetéen tudomanyos cikkek jelennek
meg a szakfolydiratokban. A szakirodalom folyamatos
nyomon kovetésének segitségével és sajat kutatdsunk
eredményeinek 6tvozésével elényosebb tulajdonsagokkal
biré molekulakhoz juthatunk el.

Bradykinin B1 antagonista kutatasunk a Merck cég altal
korabbiakban publikalt szerkezetbdl és homologia modellbél

indult el."”
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1. Abra. Merck altal publikalt kinoxalinon'”; hB1 Ki : human Bradykinin
BI receptor kotédés.

hB1K;: 0,034 nM

Konnyen beazonosithato volt, hogy a publikalt kinoxalinon
(1. abra) ¢s versenytarsaink hatékony molekulai egy
arilszulfonamido acetamidbol és egy ahhoz kapcsolodo
bazikus oldallancbol épiilnek fel. EI6bbi a természetes peptid
béta kanyar részét mimeli, mig utobbi protonalt forméban
egy aszparaginnal létesit kolcsonhatast a receptorba valo
bekotddése soran.'®

Kutatdsunk soran célul thztik ki egy megfeleld
hatékonysagot és gyogyszerszerliséget ¢s nem utolsosorban
szabadalmaztathatosagot biztosité arilszulfonamido-acetil
amid azonositasat. Ehhez els6ként a Merck 4ltal alkalmazott
oldallancot valasztottuk megszintetizalt molekulaink allando
épitokoveként.

Nagyszamu molekula tesztelését kovetden a quinolinil
acetamidokat talaltuk a legigéretesebbnek, azonban a

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



156 Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények

megfeleld hatékonysaggal bird 1,2,3,4-tetrahidrokinolin-2-
ilacetamid (2) és 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-1-ilacetamid
(4) is gyenge in vitro metabolikus stabilitdssal rendelkezett,
gyors urilést feltételezve a szervezetbdl (2. abra).'s

>
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2. Abra. Kinolinszarmazékok (CL,, : triilés sebessége)

A tovabbiakban a kivalasztott kinolinokhoz, mint allandd
épitdelemekhez kapcsoltunk kevésbé flexibilis, kevesebb
aromas gytriit tartalmazo nagyszamu bazikus oldalancot
azzal a céllal, hogy a hatékonysagot optiméljuk illetve
vizsgaljuk az oldallancok metabolikus stabilitasra kifejtett
hatasat. Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a kinolinok
hibridizalasaval eléallitott 5 fenantridinszarmazék milyen
hatéssal van a hatékonysagra és a metabolikus stabilitasra.
Az eloallitott fenantridinszarmazékok nagy hatékonysagrol
tettek tantibizonysagot, azonban a metabolikus stabilitas
tovabbra is alacsony maradt (3. abra).

A metabolizmus részletes vizsgalata soran kideriilt, hogy a
fenantridin C gyfiriije és a dihidroimidazolin rész felelds az
alacsony metabolikus stabilitasért.

Szisztematikus  helyettesitéssel ~sikeriilt —beazonositani
a 12-metoxiszarmazékot melynek human metabolikus
stabilitasa elérte az elvart szintet, illetve az oldallanc
transz-ciklohexiletilpirrolidinre torténd cseréje vezetett 12
fenantridinszarmazékhoz, melyet alkalmasnak talaltunk in
vivo vizsgalatok elvégzésére (4. abra).

Tovabbiakban CFA indukalt patkidny monoartritis modellben
vizsgaltuk legigéretesebb molekulank fajdalomcesillapito
hatasat. Ebben a modellben 12 a Diclofenac-hoz és a Sanofi
cég - klinikan is tesztelt - molekuldjaval hasonlé mértéki
hatékonysagot — mutatott, azonban nagysagrendekkel

alacsonyabb dozisban sikeriilt ezt a farmkodindmias hatast
elérni (5. abra). 12 végiil preklinikai fejlesztésbe nem kertilt,
a tovabbiakban ezt a molekulat a hatdsmechanizmus tovabbi
allatmodellekben torténd alatamasztidsahoz hasznaltuk
farmakologiai eszk6zként.
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X v hB1Ki patkany patkany human
(M) ICgo ("M)  Clint (mi/min x g)
5 3,4-diCl H 31 28 25 98
6 2,4 5-triMe H 2,9 21 27 16,4
7 4-CHy H 47 52 15 12,9
8 4-OCH3 H 15,5 81 48 14,5
9 3.4-diCI 14-F 12 45 16 55
10 3,4-diCI 12,14-diF 91 42 39 80
11 3,4-diCl 12-OMe 17 21 26 1,0

3. Abra. Fenantridinszarmazékok

cl S0,
12 hB1Ki:89nM
cl patkany B11Cgq : 43 nM

patkany CLin: 1,8 mL/min x g
humén CLy: 1,1 mL/min x g

4. Abra. Optimalt molekula.

Vegyilet Dozis (mg/kg. p.o.) Gitlas (%)
0.03 19
12 0.1 27
03 54
1 6
SSR240612 3 16
10 30
0.3 23
Diclofenac 1 24
3 35

™ hatacanalk

5. Abra. 12-es vegyiilet és a ia vegyiiletek analgetiku
vizsgalata CFA-indukalt monoarthritis modellben, patkanyon. A tesztben
harom nappal a CFA injektalast kévet6en egyszeri oralis adagolas mellett
vizsgaltuk a gyulladt faj6 labizilet funkcionalis kapacitasara gyakorolt
anyaghatast. Statisztika: paratlan t-teszt *p<0.005; **p<0.001

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények 157

5. Uj gyogyszerjellt molekula eléallitisa vegyiilettir
sziirésébol kiindulva

Elézéekben targyalt megkozelités mellett parhuzamosan
kidolgoztunk egy robot technikdra atiltethetd sejtes
szlrési rendszert (High Throughput Screening, HTS),
melynek segitségével a Richter vegyiilettar molekulait
szisztematikusan leteszteltik. Ennek eredményeképpen
a kapott 102 validalt talalatot 8 csoportba lehetett sorolni.
Ezek kozul azokat, melyek a leghatékonyabbaknak
bizonyultak és megfelel6 kémiai térrel (a médositasokkal
kapott szerkezetek uj, szabadalmaztathato vegyileteket
eredményeznek) rendelkeztek, wjra szintetizaltuk és részletes
biologiai vizsgalatoknak vetettiik ala. A talalatok koziil a 13
szulfanilamidszarmazék mind kotédési, mind funkcionalis
teszten hatékony volt, megfeleld szabadalmaztathato
kémiai térrel rendelkezett, igy ezt a vegyiiletet valasztottuk
vezérmolekulanak (6. abra).

Q f
cl 0 NH‘S—@‘NH
< 2 i
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13

hB1IC,: 485 nM
hB1K,: 187 nM

6. Abra. AHTS alapjan valasztott vezérmolekula.

A szerkezet-hatds osszefuggések felderitése érdekében
kémiai programot dolgoztunk ki a vegyulet kilonbozd
régidinak modositasara (7. abra).

R, =
R@Q 8

H H
R' és R? jelentése: halogén atom, alkilcsoport;
X jelentése: oxigén vagy kén atom, karbonilcsoport;
R? jelentése: acil- vagy szulfonilcsoport.

7. Abra. A HTS alapjan vélasztott vezérmolekula tervezett kémiai
modositasai.

A vezérmolekula modositasaval kapott 74 vegytilet zome
hatastalannak bizonyult, egy vegyiilet kivételével, mely
csak abban kiilonbozott a HTS talalattol, hogy ciklopropil-
karbonilcsoport helyett acetilcsoportot tartalmazott (Bl
func. 1C,; 82 nM; B1 binding K, 47.4 nM). Két kritikus
tényezdvel kellett azonban szamolnunk: az egyik a vegyilet
metabolikus stabilitasa, a masik pedig, hogy a human
receptoron hatékony anyag patkany receptoron gyenge hatést
mutatott, igy a beallitott ragcsalo teszteken nem tudtunk
in vivo vizsgalatokat végezni. Nyul receptoron viszont a
humannal ugyan gyengébb, de a patkanyhoz viszonyitva
aktivabb volt a vegyiilet, ezért ugy dontéttiink, hogy nyl
in vivo modelleket allitunk be a tovabbi szintetizalando
vegytiletek vizsgalatahoz (a késdbbiekben is ezeket az in
vivo teszteket alkalmaztuk). Ugyanebben az idében jelent
meg a Merck-nek egy szabadalmi bejelentése, mely az

altalunk el6allitott és tervezett molekulak teljes korét lefedte,
igy tovabbi szarmazékokat ebben a vegytiletcsaladban nem
allitottunk el6.

Szerencsésnek volt mondhaté az a valtoztatas, amikor
az acetamido csoportot megforditottuk és az igy kapott
benzoesav szarmazékra a korabbiakban mar hasznalt
bazikus oldallancot kapcsoltunk. Az igy kapott vegyiilet
(14) mutatta az eddigi legjobb hatékonysagot (8. abra).
Ugyan ennek a molekuldnak nagy volt a molekulatomege,
rossz az oldhatosaga, gyenge a metabolikus stabilitasa
¢s meglehetosen lipofil volt, de ennek a kdrnyezete ismét
a szabadalmaztathato térbe esett, igy ez a molekula lett a
kovetkez6 vezérmolekulank.

hB11C,,: 9,5 nM
hB1K :0,9 nM

8. Abra. A masodik vezérmolekula.
Célunk az volt, hogy a nanomolaris hatékonysag megdrzése
mellett javitsunk a kedvezétlen tulajdonsagokon, mindezt

elsésorban a bazikus oldallancok valtoztatasaval probaltuk
elérni (9 abra).

Y
1

OO

9. Abra. A masodik vezérmolekula optimalizalasa.

bazikus végcsoportu oldallanc

Vizsgaltuk a terminalis fenoxicsoport helyettesithetdségét,
az oldallanc hosszanak szerepét, kiilonbozd aminosavakat
¢s bazikus aminokat épitettink be a molekulaba (10. abra).

,(OHmOH
N

i NH—(CHo)m
cl o NH‘S@

Il S

m n hB1 K, (nM)
15 1 0 1.4
16 1 1 2.0
17 1 2 0.8
18 1 3 0.6
19 1 4 1.6
20 2 0 49.7
21 2 1 34.0
22 2 2 13.4
10. Abra. A bazikus oldallanc hosszénak szerepe a hatékonysagra.

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



158 Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények

Azt talaltuk, hogy azok a molekulak mutatjak a legkedvezobb
hatékonysagot, melyek glicin linkert tartalmaznak (11. abra).

Qﬂ_z S

O
R z hB1 K, (nM)
23 Me 0 220
24 H 0 24.4
25 H =0 253
26 H S 157
27 H NH 192

11. Abra. A terminalis fenoxicsoport helyett alkalmazhato csoportok
vizsgalata,

28 mar azokat a szerkezeti elemeket tartalmazta, melyek
elengedhetetlenil  szikségesek a  hatékonysaghoz,
ugyanakkor metabolikusan stabil és szelektiv volt. Tovabbi
kihivast jelentett azonban 28 alacsony biohasznosulasa (12.

abra).
hraty

28
IC,, 3.3 nM (human)
IC,, 6.5 uM (patkany)
IC,, 28 M (nyul)
K 2.0 nM
93/75/79% (hum/patkany/nyal)
0.38% (patkany)

B1 funkcionalis teszt

B1 receptor kétédés
Metabolikus stabilitas
Biohasznosulas

12. Abra. Optimalt molekula a kulcs motivumokkal.

Ennek érdekében olyan kémiai programot dolgoztunk ki,
melynek célja a vegyiiletek lipofilitasanak novelése volt (13.

abra).
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13. Abra. A lipofilitas finomhangolasara 6sszeallitott kémiai program.

A kovetkezOkben egy kis vegyilet konyvtérat allitottunk eld
az altalunk kidolgozott parhuzamos szintézis modszerrel, és
igy jutottunk el a program els¢ fejlesztési jeloltj¢hez.

Az fejlesztési jelolt 6sszefoglalo jellemzése:

e Hatékony B1 antagonista (human B11C,: 0.21 nM;
patkany IC, B1: 42 nM; nyul IC, B1: 0.34 nM).

e  Szelektiv (>3000-szeres B2-vel és 151 egyéb
receptorral szemben).

e Metabolikusan stabil (human Fm 88 %, patkany
Fm 99 %).

e Biohasznosulasa: 31 % (patkany), 100 % (kutya);
t,,: 1.5 ora patkany €s 1.8 ora kutya.

e Nagyon hatékony szubakut- és kronikus FCA
indukalta monoarthritis tesztben nyulon (14. abra);
a kronikus tesztben hatékonyabb, mint egy nem-
szteroid gyulladascsokkent6 (diclofenac) és egy
COX-2 gatl6 (valdecoxib) és ugyanolyan hatékony,
mint a Sanofi SSR-240612 jelii B1 antagonistaja.
Nincs kardiovaszkularis mellékhatasa kutyakban.
Nincs kozponti idegrendszeri mellékhatasa.
Nem mutagén.
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14. Abra. A fejlesztési jelolt Igetikus | k vizsgalata CFA-

indukalt monoarthritis tesztben, nyulon. A tesztben tizenegy nappal a
CFA injektalast kovetden 6t napon keresztil (Days of treatment) napi
kétszeri adagolas mellett vizsgaltuk a fejlesztési jelolt gyulladt labizilet
funkcionalis kapacitasara gyakorolt hatasat (Incapacitance). Az abran a pre-
dose értékek kerultek bemutatasra. Mig elsé napi adagolast kovetoen még
nem. a masodik naptol kezdddéen mar fenntartott analgetikus hatas volt
megfigyelhetd. Statisztika: paratlan t-teszt + p<0.005: ++ p<0.001

A kivalasztott vegyiilet félizemi szintézisével (kg-
os mennyiségek) parhuzamosan zajlottak a megfeleld
formulacio kivélasztasara iranyulo kisérletek, a kioldodasi
¢és  stabilitdsi valamint tovabbi biztonsagossagi ¢és
toxikologiai vizsgalatok. Csak alapos eldkészités utan
indulhatott a vegytilet klinikai kiprobaldsa embereken,
eloszor egészséges onkénteseken (Fazis T vizsgalat), majd
specialisan kivalasztott betegpopulacion (Fazis II vizsgalat).

6. Koveté molekula felfedezése

Figyelembe véve a preklinikai fejlesztésre kivalasztott
molekulak magas kiesési ratajat, valamint a kérdéses
kutatdsi téma miivelése sordan Osszegyijtott  Oridsi
mennyiségili belso tudast és tapasztalatot, a versenyképesség
fenntartdsa érdekében nélkulozhetetlen egy vagy tobb
azonos hatdsmechanizmussal rendelkezé koveté molekula
kidolgozasa. A szerkezeti kulonbségekbdl fakado eltérd
farmakokinetikai ¢s farmakodindmias tulajdonsagok novelik
annak valoszinliségét, hogy végiil sikeriil egy klinikailag
biztonsagos ¢és hatékony molekulat kifejleszteni.

A preklinikai fejlesztési jelolt kivalasztasat kovetden a
kovetd molekulaval szemben tobbek kozott kovetelményként
tamasztottuk, hogy az fejleszthetéség tekintetében
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elonyosebb, analgetikus  profil szempontjabél pedig
szélesebb spektrummal rendelkezé vegyiilet kell, hogy
legyen. A kovetd projekt tevékenységének gytjtopontjaban
a korabbi fejlesztésre kivalasztott molekulatol szabadalmilag
fuggetlen, uj kémiai szerkezet tervezése és szintézise allt.
A kémiai kiindulopont megtaldldsa érdekében tobbféle
stratégiat alkalmaztunk:

a) a Richter vegyilettar ujonnan eldallitott illetve
vasarolt vegytileteit vizsgaltuk B1 hatasra nagy
ateresztOképességt (HTS) in vitro tesztben,

b) kereskedelmi forgalomban kaphato vegytletekbdl
célzott adatbazist épitettiink ¢és human B1 receptor
homolodgiamodellen virtualis szlirésnek vetettitk
ala, valamint

c) a Merck gyogyszergyar MK-0686 szami Bl
antagonista  gyogyszerjelolt molekuldjan (29,
15. 4bra) alapvaz-moédositast (scaffold-hopping)
hajtottunk végre, hogy igy a szabadalmazhatosag
feltételeinek megfeleld ¢és remélhetdleg hatékony
sajat vezérmolekuldhoz jussunk. A kovetkez6kben

ezen utobbi  megkozelitést mutatjuk  be
részletesebben.
e N i [e N ge)
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15. Abra. MK-0686 a Merck cég B1 antagonista klinikai jeloltje.

A jelentés szamu versenytars molekula kozil az MK-
0686 viszonylag alacsony molekulatomegével, a bazikus
oldallanc és a szulfonamid molekularész hianyaval, valamint
deklaraltan agyi penetracids tulajdonsagaval emelkedett ki.
Utobbi tulajdonsag eredményeképp a centralis B1 receptorok
modulacidja  feltehetéen szélesebb fajdalomesillapitd
profillal rendelkez6 vegyileteket eredményez. Ugyanakkor
az MK-0686 hatranyos tulajdonsagai koz6tt ismert volt, hogy
szubsztratuma és indukaloja egyes CYP izoenzimeknek.

Bifenil-szarmazékok gyogyszerkémiai irodalméanak
attekintésekor  taldlkoztunk ~ Xu  és  munkatérsai'®
tevékenységével, akik angiotenzin receptor (AT)) blokkold
vegytiletek esetében sikerrel helyettesitették  bifenil-
metilamin-szarmazékok tetrazolt hordozé fenil gyrtjét (30,
kotédési IC, | 550nM) pirrol gyirtivel (31, IC,  6,9nM; 16.
abra).

16. Abra. Irodalmi példa sikeres fenil-pirrol bioizoszter cserére
angiotenzin receptor (AT1) blokkolo.

A fenti analogiabol kiindulva és figyelembe véve a
pirrol gytriit tartalmazé vegyiiletek CYP izoenzimekkel
szemben gyakran megmutatkozo gatlo hatdsat, valamint
a  monohalogénezett  pirrolszarmazékok  szintetikus
hozzaférhetségével kapcsolatos nehézségeket, az MK-
0686 klor-benzoesav részletét 2-metoxikarbonil-3-klor-
indol-1-il szerkezeti elemre cseréltik. Nagy oromiinkre
az igy kapott, egyszerisitett benzilamin linkert tartalmazo
vegyiilet (32, 17. abra.) magas human B1 receptor affinitést
mutatott (human B1 receptor affinitas K, = 10.1 nM; MK-
0686 K, = 2,4 nM), igy megfelel kiindulopontot jelentett az
optimalizacidhoz.
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17. Abra. A kovet6 program vezérmolekulaja.

A molekula elsoként kezelendd problémaja a megkivantnal
alacsonyabb metabolikus stabilitasa volt (human/patkany
48%/23% maradék vizsgalt vegyilet; kritérium: 70%/60%),
melyet feltételezéstink szerint elsdsorban az észtercsoport
jelenléte okozott. Ezért kilonbozoé észter-bioizosztereket
épitettink be a molekuldba a metoxikarbonilcsoport
helyére. Az igy kapott vegyiletcsalad egyes tagjai mar
metabolikusan stabilak voltak és in vitro penetracios
tesztekben a kovetelményeknek megfeleld eredményt
adtak, igy lehetévé valt egy vezérmolekula kivalasztasa
(szerkezeti képlet nélkil). A vezérmolekulat korulvevo
kémiai tér benépesitésé¢hez a leghatékonyabb eszkoznek a
parhuzamos szintézis igérkezett. Ennek el8készitéseként
a molekulacsalad eldallitasara alkalmazott konvergens
szintézisut négy kiinduld szintetikus elemének (17. abra.
A, B, C, D) megfelel$ szintetikus ekvivalensek készletét
hagyomdnyos szintézissel ¢s kereskedelmi forgalomban
kaphato vegyiiletek beszerzésével feltoltottik. A szerkezeti
valtoztatasokra a receptor affinitds szempontjabol leginkabb
érzékeny kozépso régiot (B, C) érintd modositasok esetén
egy-egy példat eloallitottunk és a mért human B1 receptor
affinitasi értékek alapjan dontottink az adott épitéelem
felhasznalasarol. Ezt kovetden az Osszegyiijtott A, B, C,
és D elemekbdl egy 2800 molekulat tartalmazo virtualis
konyvtarat épitettiink, melyet in silico modszerrel (szamolt
fiziko-kémiai paraméterek, oldhatosdg és penetracid
predikcio) ¢és szintetikus hozzaférhetoség (id6- €s
koltségkorlatok alkalmazasa) szempontjabdl el6szirtink.
Az ezt kovetd szintetikus kampanyban végil 234 vegyilet
készilt el, melyeket egy célszerien megvalasztott in
vitro tesztsorozaton megvizsgaltunk. Az egyes tesztek €s
kritériumok, valamint az azokat teljesité molekulak szama
a kovetkez6 volt:

e human B1 funkcionalis gatlas > 50% (tesztvegylet
koncentracio: 30nM): 121 vegyiilet
e humdanB1 receptor kotodés Ki< 10 nM: 90 vegyiilet
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e human Bl funkcionalis gatlas IC50 < 10 nM: 83
vegytilet

e metabolikus stabilitds, maradék vizsgalt vegyulet >
70/60 % (human/patkany): 51 vegyiilet

e  penetracio Caco-2 sejteken, Papp > 10x10-6 1/cm?,
PDR < 4: 29 vegyiilet.
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18. Abra. A vezérmolekula optimalizalasa soran az elsdleges in vitro
tesztekben sikeresen szereplé 29 molekula épitéelemei.
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A 29 vegyiilet a 18. abran lathato szerkezeti elemekbdl épiilt
fel.

A tovabbi vizsgalatokat (tobbek kozott CYP enzim gatlas és
indukcio, hERG gatlas vizsgalata, patkany farmakokinetika,
fajdalomesillapito hatds human B1 receptort overexpresszalo
transzgén egéren, valamint kardiovaszkularis biztonsagi
vizsgalat) két vegyiilet élte tul és keriilt tovabbi vizsgalatokra.
Az osszesitett vizsgalati eredmények elemzését kovetden
tovabbi preklinikai vizsgalatokat mar az ujabb fejlesztésre
kijelolt molekuldval végeztik. (szerkezeti képlet nélkiil,
M, 565, hB1 receptor k6tddési K, 2,4 nM, funkciondlis IC,
0, 5 nM, biohasznosithatdsag patkanyban 47%). A 19. abran
lathatd, hogy az ujabb jelolt tolerancia fellépése nélkiil,
eredményesen csokkentette a fajdalmat hB1 receptort
overexpresszalo transzgén egérben CFA altal kivaltott
gyulladasos fajdalom teszt modellben.
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i i [ Vehicle (for 0.1 mg/kg)
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19. Abra. A kovets fejlesztési jelolt analgetikus hatasa CFA-indukalt
mechanikus allodynia tesztben BIR-t overexpresszalé transzgén egéren
ismételt adagolas mellett. Maximum fajdalomkiiszob valtozasa (Log
TH; Atlag+ sz6ras) a kezelési napok fiiggvényében (Treatment days).
Statisztika: 2-utas ANOVA/Tukey teszt *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001.

Koszonetnyilvanitis

A szerzok koszonetiiket fejezik ki a Richter Gedeon Nyrt.
Bradykinin B1 programjaban dolgozé alabb felsorolt
minden kutatdjanak ¢és kozremiikodojének: Balogh Gyorgy
Tibornak, Balazs Ofttilianak, Boros Andrasnak, Buckle
Dereck-nek, Bugovics Gyulanak, Dallosné Szvetlandnak,
Dezs6 Péternek, Farkas Sandornak, Fodor Laszlonak,
Galgoczy Kornélnak, Gullerné Lados Zsuzsannanak,
Halasz Attilanak, Hada Viktornak, Heilinger Evénak,
Héjjas Krisztinanak, Horvath Csillanak, Horvath Irénnek,
Hodoscsek Barbaranak, Karsai Editnek, Kiss Robertnek,
Konczol Arpadnak, Kis-Varga Agnesnek, Kolok Sandornak,
Komlddi Zsoltnak, , Késa Janosnak, Krajcsovicz Zoltannak,
Likoé Istvannak, Linke Nikolettnek, Maké Evanak, Magdo
Tldikonak, Molnar Laszlonak, Nagy Jozsefnek, Orosz
Szabolcsnak, Papp Andrea Martanak, Perényi Zsoltnak,
Polgar Time4nak, [Rénai Andrésnak], Selényi Gyorgynek,
Schmidt Evanak, Stark Holger-nek, Szalai K. Katalinnak,
Széntay Csabanak, Szondiné Kordas Krisztinanak, Tar
Miklosnak, Tarcsay Akosnak, Tarnawa Istvannak, Toth

Szilvianak, Trafikant Gabornak, Vastag Monikanak,
Visegrady Andrasnak ¢s [Tony Ainsworth-nek|.
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Bradykinin Bl receptor antagonist research for the
treatment of pain

Bradikinin Bl receptors, expressed in peripheral tissues following
injury, mediate the effects of kinins provoking a number of acute
and chronic inflammatory pathways resulting in pain, edema and
vasodilatation. Studies support the hypothesis that the antagonists
of these receptors will be effective anti-inflammatory drugs treating
rheumatoid arthritis, osteoarthritis, inflammatory bowel disease
and other inflammation related diseases.

In this article medicinal chemistry strategies providing a
pharmacological tool and a preclinical development candidate with
excellent in vivo activity, as well as a drug candidate under phase
11 clinical trials are presented, starting from competitors’ bradikinin
BIR antagonists and a high throughput screening hit.

At the beginning of the project a screening cascade was
implemented to facilitate the identification of functionally active
antagonists selectively binding to the B1 receptor with good ADME
properties, suitable for in vivo animal studies. The latter consisted
of mouse formalin test, complete Freund’s Adjuvant (CFA) induced
monoarthritis pain test in rats, lysDABK induced ear edema test and
CFA-induced chronic monoarthritis test in rabbits, in accordance
with the species specificity of the individual compounds.

The first approach started from a B1 receptor antagonist structure,
with quinoxalinone central core and subnanomolar affinity,
published by Merck and was supported by an in-house built
homology model. The essential structural features assuring
the peptidomimetic spatial arrangement of pharmacophores
were retained but the central core and the basic side chain was
modified to obtain patentable compounds with improved drug-like
properties. The main issue to be faced during optimization was

the high human metabolic clearance which could be overcome by
applying appropriate substitution on ring C of the phenanthridine
scaffold in the best compound containing a unique saturated basic
amine side chain. Compound 12 dose dependently alleviated the
CFA-induced joint pain in rats with effectiveness in a lower dose
range than the reference compounds and henceforth was used as a
pharmacological tool in animal models.

Subsequently a HTS campaign was carried out which resulted in
the identification of an acylamino sulfonamide derivative hit with
sub-micromolar Bl receptor antagonist activity. In the extensive
optimization program a major breakthrough came when the
carboxamide bond was reversed and different basic amine side
chains were attached to the benzoic acid derivative so obtained,
to enable the selection of a lead compound. Further optimization
comprised the incorporation of amino-acid and saturated ring
building blocks into the side chain and the change in aromatic ring
substitution pattern to improve physicochemical properties and
metabolic stability as well as maintain nanomolar efficacy. The
application of parallel synthesis resulted in the identification of
the first preclinical candidate, a selective, metabolically stable and
safe B1 receptor antagonist molecule (no structure given) which is
highly effective in animal models of inflammatory pain.

At this point of the project a follow up program was launched based
on scaffold hopping of MK-0686, a non-basic, brain-penetrant B1
receptor antagonist, developed by Merck. The novel hit structure
obtained by the replacement of the terminal phenyl group of the
competitor compound with an indole ring had high B1 receptor
affinity but low metabolic stability, which was attributed to the
vulnerability of the ester group attached to the indole moiety. The
introduction of a number of ester bioisosteres improved ADME
properties and permitted the selection of a lead compound (no
structure given). In order to populate the chemical space around the
lead a virtual library, consisting of 2800 structures, was generated
and 234 molecules were synthesized following prioritization.
Funneling of the compounds through the complete in vitro and
in vivo screening cascade led to the nomination of the back-up
preclinical development candidate (no structure given) which
had an analgesic effect in a repeat-dose study in the CFA induced
plantar allodynia pain model in BIR overexpressing transgenic
mice with no development of tolerance
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