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1. Bevezetés

A G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR-ok) a plazma-
membran receptorok legnagyobb ¢s legvaltozatosabb csa-
ladjat képviselik.! Ezek a receptorok kiemelkedd szerepet
jatszanak a sejtek miikodésének szabalyozasaban ¢€s a kiil-
vilag ingereinek észlelésében. Jelentdségiiket az is alata-
masztja, hogy az FDA altal jévahagyott gyogyszerek mint-
egy 34%-a ezeknek a receptoroknak a célzasaval fejti ki a
hatasat.> A GPCR-ok fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén
vesznek részt a sejtek miikodésének szabalyozasdban. Az
Osszetett jelatviteli folyamatok megértése és a befolyasolasi
lehetéségek felderitése fontos feltétele a receptorokat célzod
gyogyszerkutatasi programok sikerének.

A gyogyszerek kotddésének vizsgalatara leggyakrabban
alkalmazott modszer az antitest alapti immunjeldlés,® va-
lamint a radioligand alapti autoradiografia.* Az immunjeld-
1és hatranya, hogy nem mindig all rendelkezésre érzékeny
és specifikus antitest, valamint ezek nagy méretiik miatt
nehezen jutnak el a célfehérjéhez. A radioligand-alapt
autoradiografia térbeli felbontasa korlatozott, és nehezeb-
ben integralhatd mas vizsgalati médszerekkel. Ezért ezek
a modszerek csak specialis esetekben teszik lehetévé a
gyogyszermolekulak hatdasmechanizmusanak feltarasat.
A hagyomanyos modszerek korlatai miatt egyre nagyobb
figyelem irdnyul a fluoreszcens vegyiiletek alkalmazasa-
ra a receptor—ligandum kolcsonhatasok vizsgélata soran.
A biolumineszcens rezonancia energiaatvitel (BRET) és
a fluoreszcens rezonancia energiaatvitel (FRET) lehetové
teszik ezen kolcsonhatasok kinetikajanak valos ideji, ra-
dioaktiv anyagok hasznalata nélkiili elemzését.> E techni-
kak révén pontosan meghatarozhatok a ligandumok koto-
dési paraméterei, és nagy érzékenységiiknek koszonhetden
sejttipus-specifikus kolesonhatasok is vizsgalhatok. A fluo-
reszcens jelzovegyiiletek szuperfelbontast képalkoto elja-
rasokkal — mint példaul a sztochasztikus optikai rekonst-
rukcios mikroszkopia (STORM) vagy a stimulalt emisszio
kioltas (STED) elven miik6d6 fluoreszcens mikroszkopia
— val6 kombindlasa pedig 1j lehetdségeket teremt a fehérjék
mukodésének feltarasara, mivel ezek segitségével részlete-
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sen feltérképezhetd a receptorok anatémiai elhelyezkedése
¢s a hozzajuk kapcsolodo jelatviteli mechanizmusok.®’

Ebben az 6sszefoglaloban bemutatjuk a fluoreszcens jelzo-
vegyliletek tervezésének fobb Iépéseit, valamint harom kii-
16nb6z6 GPCR tipust receptorhoz — a D, dopamin-, a CB,
kannabinoid- és az M, muszkarin receptorhoz — kapcsol6dd
specifikus ligandumok tervezését, szintézisét és kotodési
jellemzdinek vizsgalatat.®*® A fluoreszcens probak farmako-
l6giai és mikroszkopos alkalmazasat az eredeti publikaciok
targyaljak.

2. Eredmények
2.1. Fluoreszcens jelzovegyiiletek tervezése

Az évek soran szamos tanulmany foglalkozott a fluoresz-
cens ligandumok hatékony tervezésével, azonban még min-
dig nem létezik olyan egységes moddszer, amely minden
szempontot figyelembe véve biztositand egy sikeres fluo-
reszcens jelzomolekula fejlesztését.''? Ennek hatterében
az all, hogy a kiilonb6z6 fluoroforok ligandumokhoz valo
kapcsolasa olyan szerkezeti valtozasokat okozhat, amelyek
megnehezitik a farmakologiai tulajdonsagok (mint példaul
a kotési affinitas vagy a szelektivitas), valamint a lipofilitas
¢és a fotofizikai jellemzok pontos elérejelzését. Egy fluo-
reszcens festékkel jeldlt ligandum leggyakrabban harom 6
komponensbdl épiil fel: a farmakofor felelos a receptorral
vald interakcioért, a fluorofor biztositja a fluoreszcens jelet,
mig a két egységet 0sszekdtd linker garantdlja az optimalis
térszerkezetet.

Egy 0j fluoreszcens jelzévegyiilet tervezésének elsd 1épé-
se a vizsgalando fehérje iranti nagy kotddési affinitassal és
megfeleld szelektivitassal rendelkez6 ligandum kivalaszta-
sa, mivel a fluoreszcens csoport beépitése gyakran csokken-
ti a k6tddési affinitast.'>* A kivalasztott ligandum tipusat az
alkalmazas célja hatarozza meg: agonistak és antagonistak
egyarant alkalmazhatoéak, de receptoraktivacid és interna-
lizacio vizsgalatahoz agonistak sziikségesek.” Ezt kovetd-
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en a ligandum modositasi lehetéségeit a szerkezet-aktivi-
tas (SAR) elemzés és —amennyiben rendelkezésre all — a
receptor-ligandum komplex kisérletes titon meghatarozott
térszerkezete alapjan kell meghatarozni, figyelembe véve a
ligandum kotémodjat és a receptorral vald kolcsonhatasa-
it.!® Ha nem 4all rendelkezésre kisérleti térszerkezet, a sza-
mitasos kémiai modellezés segithet elérejelezni a ligandum
kotomodjat €s az optimalis modositasi pozicidkat, bar még
a megbizhat6é modellek sem garantaljak a hatékony jelzove-
gyiilet kifejlesztésének sikerét.

A fluoreszcens jelzévegylilet tervezésének kovetkezo
kulcsfontossagu 1épése a megfeleld fluorofor kivalasztasa.
A kereskedelmi forgalomban széles valasztékban elérhe-
té fluoroférok lehetévé teszik a kutatok szamara, hogy az
adott kutatasi célokhoz leginkabb illeszkedd fluoreszcens
festéket valasszanak. A leggyakrabban alkalmazott fluoro-
forok kozé tartozik a fluoreszcein, a rodamin, a BODIPY,
a kumarin ¢és a cianin.”” Az utobbi években kozeli infravo-
ros fluoroforokat is fejlesztettek, amelyek kiilondsen hasz-
nosak tumorképalkotasban és képvezérelt miitétek soran.!®
A ligandum kivalasztasa és modositasi pontjainak megha-
tarozasa, valamint a festék kivalasztasa utan kovetkezik a
fluorofoér és a ligandum 6sszekapcsolasa. A legtdbb esetben
a fluoroforok nem képesek kozvetleniil illeszkedni a kot6z-
sebbe, ezért linker alkalmazasara van sziikség a receptor
¢és a festék kozotti kedvezotlen kolesonhatasok elkertilése
érdekében.” A hidrofob kotézsebekkel rendelkez6 recepto-
rok gyakran eldnyben részesitik az alkil-linkereket a hid-
rofil linkerekkel szemben, mint példaul a polietilénglikol
(PEG).® A PEG-szerii linkerek novelhetik a fluoreszcens
ligandum hidrofilitasat, ami potencidlisan javithatja a ké-
palkotési tulajdonsagokat azaltal, hogy csokkenti a nem
specifikus, membranhoz valo kotédést.?!

Osszességében elmondhaté, hogy nincs egyetlen, minden
helyzetre alkalmazhaté modszer a sikeres fluoreszcens jel-
z6vegyiiletek tervezésére. Erdemes attekinteni a szakiroda-
lomban mar ismert jelzévegytileteket, mivel ezek hasznos
kiindulopontot adhatnak. A rendelkezésre all6 szerkezeti
informaciok alapos elemzése, a részletes farmakologi-
ai profilalkotas ¢és a SAR adatok segithetnek a megfeleld
ligandumok kivalasztasaban, valamint a modositasi pontok
tervezésében. Az in silico dokkolasi kisérletek tdmogatjak
a linker tervezését és a kivalasztott festék beépitésének
modjat. A legtdbb esetben azonban kiilonb6z6 linker-festék
kombinaciokkal kisérleteznek, hogy megtalaljak a kivant
tulajdonsagokkal rendelkez6 fluoreszcens jelzévegyiiletet.

2.2. D, dopamin receptorhoz kiétodé fluoreszcens
jelzévegyiilet szamitégépes modellezése

A szamitogépes modellezést a D, dopamin receptorhoz ko-
t6dd fluoreszcens kariprazinszarmazék példdjan keresztiil
mutatjuk be, mig a CB, és M, receptorok esetében az in
silico tervezés részletei a hivatkozott publikaciokban talal-
hatoak meg.®*

A fluoreszcens kariprazinszarmazék tervezésénél elsoként
elkészitettiik a D, dopamin receptor térszerkezeti modelljét
annak érdekében,® hogy azonositsuk a molekula olyan mo-
dosithato részeit, amelyek valtoztatasa nem befolyasolja je-
lentGsen a receptorhoz valo affinitast. A szerkezetbdl hiany-
70, koordinatakkal nem rendelkezé aminosavmaradékokat
a MODELLER program segitségével egészitettiik ki, mig
a sztérikus iitkozéseket tartalmazé régidkat a Schrodinger
Prime programmal korrigaltuk. A szerkezet tovabbi fino-
mitasa soran a hianyzo hidrogéneket potoltuk, a hibas tér-
szerkezetli oldallancokat javitottuk, illetve sziikség szerint
moédositottuk a protonaltsagi allapotokat a Schrddinger
Protein Preparation Wizard alkalmazasaval. A ligandumok
elokészitése a Schrodinger LigPrep eszkozzel tortént, sta-
bil konformerek eldallitasa céljabdl. Ezt kdvetéen a Glide
program segitségével dokkoltuk a ligandumokat a receptor
kotohelyére, single precision (SP) protokollt alkalmazva,
61x61x61 A méretii kiilsd és 25%25x25 A méretii belsd ra-
csdoboz beallitasaval. A dokkolds soran kiilon figyelmet
forditottunk a konzervalt Asp110*3? aminosavval kialakulo
hidrogénkotésre, €s minden generalt poz esetében dokkolas
utani energiaminimalizalast végeztiink.

2.3. Fluoreszcens jelzévegyiiletek szintézise

2.3.1. A D, dopamin receptorhoz kotédo
fluoreszcens kariprazinszarmazék szintézise

A szintézis kiindulasi pontjat képezd piperazinszarmazék
(1) eloallitasa a Richter Gedeon Nyrt. szabadalma alapjan
tortént (1. abra).?? Ezt kovet6en az 1 amint trifoszgén alkal-
mazasaval kapcsoltuk 6ssze a 2 védett diaminnal, igy kiala-
kitva a karbamatot j6 hozam mellett. A reakcié utan a Boc-
védocsoportot trifluorecetsavval (TFA) tavolitottuk el. Az
igy kapott, szabad aminocsoportot tartalmazo vegyiiletet
(3) a Sulfo-Cy5-NHS fluoreszcens festékkel N-acileztiik,
amelynek eredményeként l1étrejott a kivant fluoreszcens jel-

z6vegylilet (4).
1. \N/\/\N,Boc H/
H H
2

Trifoszgén, TEA,
NHz  25°C_ 1 h, majd NH
SaN" oy
25°C, 20 h, 76% S

J J

[
N N
@ > Do, 25, @
16 h, 60 %
@m @a
cl 1 cl 3

‘ SulfoCys-NHS,

DIPEA, DMSO,
25°C, 16 h, 36%

Cl 4

1. abra. A fluoreszcens kariprazinszarmazék (4) eloallitasa
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2.3.2. A CB, kannabinoid receptorhoz kot6do
fluoreszcens jelzovegyiilet szintézise

A szintézis egyik kulcsfontossagli intermediere, a 10
aril-bromid szarmazék eldallitasa 6t 1épésben tortént
(2. abra).

Az els6 Iépésben az etil-4-brom-dihidroxibenzoat (5) két
fenolos hidroxilesoportjat benzil véddcsoportokkal lattuk
el, aminek eredményeként a 6 észtert 95%-os hozammal
nyertiik ki. A védett szarmazékot (6) ezt kdvetden liti-
um-aluminium-hidriddel alkoholla (7) redukaltuk. Ezutan
kétlépéses nitrilképzést végeztiink: elszor tionil-kloriddal
a hidroxilcsoportot klorra alakitottuk (8), majd ezt natri-
um-cianiddal reagéltatva jutottunk a 9 nitrilhez. Végiil a
nitrilecsoporthoz kapcsoldodo szénatomra két metilcsoportot
vittiink be natrium-hidrid ¢és metil-jodid segitségével, igy
kivalé hozammal allitottuk eld a 10 intermediert.

BnBr, K,CO3, LiAH,, Et,0, OBn
DMF, 25 °C, THF, 25 °C,
_ 46 min., 95% 30 min., 95% Br
H
BnO 0
7
SOCl,,
DKM, 25 °C,
16 h, 81%
NaH, Mel, NaCN,

Bn DMF, 25 °C, Bn Q8Bn

DMF, 25 °C,
jij\r\ - 85% jﬁj\/ 35h - jijj\/

2. abra. A 10 aril-bromid el6allitasa

A szintézis masik fontos intermedierét, a 13 boronsavat
harom Iépésben allitottuk eld (3. abra). Kiindulasként
terc-butil-difenilszilil (TBDPS) véddcsoporttal ellatott hid-
roximetilbenzoesav szarmazékot (11) hasznaltuk, amelybdl
oxalil-kloriddal savkloridot képeztiink. Ezt a reaktiv inter-
mediert diizopropil-amin (DIPA) segitségével amidda (12)
alakitotuk. A kovetkez6 1épésben a 12 amidot s-BuLi-mal
litialtuk TMEDA jelenlétében, majd triizopropil-borat hoz-
zaadasaval eldallitottuk a kivant 13 boronsavat.

OTBDPS OTBDPS OTBDPS
1. (COCly), s-BuLi, TMEDA,
DKM, 25 °C, THF, -78 °C, majd
4 h, majd B(OiPr); 73% B”OH
|

COOH 5 DIPA, DIPEA, o NJ\ )\N o OH

DKM, 25 °C,
" 16 h, 78% A A

12 13

3. abra. A 13 boronsav el6éallitasa

A 10 aril-bromidot és a 13 boronsavat Suzuki-reakcioval
kapcsoltuk 0ssze Pd(dppf),Cl, jelenlétében. A reakcio
eredményeként mérsékelt hozammal kaptuk meg a 14 bi-
fenil szarmazékot (4. abra). A nitrilcsoportot DIBAL-H
segitségével a megfelelé aldehiddé (15) redukaltuk, majd a
TBDPS véddcsoportot tetrabutilammonium-fluoriddal ta-
volitottuk el. Ezt kovetéen Wittig-reakcidval kettds kotést
hoztunk 1étre, amelyet katalitikus hidrogénezéssel, Selcat
O, (Pd/C) katalizator jelenlétében telitettiink, mikdzben a
benzil véddcsoportokat is eltavolitottuk. A triciklusos vaz-

elem kialakitasa intramolekularis acilezéssel tortént, ame-
lyet metilmagnézium-jodiddal (MeMgl) végzett gylrtnyi-
tas kovetett.

OTBDPS

OTBDPS
Pd(dppf),Cly,
Br K3POy, dioxan-viz,
110 °C,2h, 38% OBn
Bn )\
e
)\ /\ BnO CN
14
1. DIBAIH, 2. TBAF, THF, 25 °C, 1 h, majd
DCM, -78 °C, BuLi, H3C(CH,)4PPh4Br,
1h, 72% THF, - 78 °C, 3 h, 54%

OH
1. Hy, P/C, O OBn

EtOH, 25 °C,

21h,91% /L O
2. A, AcOH, 25 °C, )\ BnO N Bu

1h, 81%

15
1. MeMgl, Et,0, 2.50Cl, DKM, 25 °C,
A, 2 h, majd 30 min., majd
PTSA, CHCl3, TBAI, HoN(CHy)g)NH,,
25°C, 6 h, 45% DMF, 60 °C, 4 h, 33%
o)
i H JKH,Squo Cy.
NN SulfoCys-NHS, N 5
5 T2 DIPEA, DMSO, H
H

25°C, 16 h, 32% O o
S,

4. abra. A CB, receptorhoz k6t6do fluoreszeens jelzévegyiilet (18)
eloallitasa

A kozépsd gylirli visszazarasa 4-toluolszulfonsavval tor-
tént, a ciklizacido utan 2-hidroxikannabinol szarmazékot
kaptunk. A benzil-alkohol funkcios csoportot tionil-klorid-
dal klorra cseréltiik, amellyel N-alkileztiik a hexan-1,6-di-
amin linkert. Végiil a linker szabad aminocsoportjat (17)
N-acilezéssel reagaltattuk a Sulfo-Cy5-NHS észterrel, igy
kialakitva a fluoreszcens jelzévegyiiletet (18).

2.3.3. Az M, muszkarin receptorhoz kotédo
fluoreszcens jelzévegyiilet szintézise

Az M, muszkarin receptorhoz k6t6d6, Oregon Green 488"
festékkel jeldlt ligandum szintézisének kiinduldsi anyagat,
a 20 szulfont egy hatékony, oldoszer- és kromatografiamen-
tes eljarassal allitottuk el6 (5. abra). A brombenzolt sike-
resen vittiilk Friedel-Crafts-acilezésbe 3-kloérbenzol-szul-
fonil-kloriddal (19) aluminium(III)-klorid jelenlétében. Ezt
kovetden az irodalmi eljarast kdvetve szintetizaltuk a 24
intermediert.?* A 21 metilidén-piperidint 9-BBN-nel kezel-
ve boran intermediert képeztiink, amelyet palladium-kata-
lizalt reakcidban kapcsoltunk dssze a 20 szulfonnal. A Boc
véddcsoport eltavolitasa utan a keletkezé amin TFA s¢jat
(23) reduktiv amindldssal alakitottuk tovabb NaBH,CN je-
lenlétében N-Boc-piperidonnal és megkaptuk a 24 N-Boc
védett szarmazékot.
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) AICl3, brombenzol,
Ww.Cl 80 °C,1h, 81%

ot T,

19

(\f 9-BBN, 65 °C, 1 h, majd
20, PdCl,(dppf) CH,Cly, \©/ \Q\/O
K,CO3 DMF:viz (10:1),
60 °C, 3 h, 83%

TFA, DKM,
25°C,2h,93%

.Boc
/O . / TEA
N-Boc-piperidon,

NaBH(OAc)s,
AcOH, DKM,
25°C, 24 h, 50%

UO\)Q

5. abra. A 24 szulfon eldallitasa

A linker szerepét betdltd PEG-szarmazékot (28) meglévo
irodalmi modszerek alapjan szintetizaltuk (6. abra).>*%
Elsoként a kereskedelmi forgalomban kaphat6 25 vegyiilet
egyik aminocsoportjat Boc véddcsoporttal lattuk el. Az igy
kapott Boc-védett amint pedig egy rézkatalizalt keresztkap-
csolasi reakcioban 2-jod-benzoesavval reagaltattuk. A ko-
vetkez6 1épésben eltavolitottuk a Boc véddcsoportot, majd
a keletkezett szarmazékot N-hidroxiszukcinimid-észterrel
(27) N-acileztiik, igy jutottunk a 28 PEG-szarmazékhoz.

Boc,0, DKM,
. . . o.
o 0°C - 25 °C, 24 h, majd o HN/\P \ﬂr\NHBOC
HoN NHp ———— > )
25 2 2-j6dbenzoesav, HO' 26

Cul, rac-BINOL, K3PO,,
DMF, 25 °C, 3 h, 69%

o
NHB
A e
2 H 2
HO
2. o
NHBoc
NHSOJK{/\O/E/ 28

27
TEA, 25°C, 0.5 h, 60%

1. TFA, DKM, 25 °C, 2 h, 93%

6. abra. A 28 PEG-szarmazék eléallitasa

A 24 szulfon-szarmazék Boc véddcsoportjanak eltavolitasa
utan a kapott piperidint 6sszekapcsoltuk a 28 antranilsav-
val, majd a Boc véddcsoportot TFA-val eltavolitottuk (7.
abra). Végiil az amint a kereskedelemben elérhetd OG488®
NHS-észterrel N-acileztiik, igy kialakitva a fluoreszcens
jelzévegytletet (30).

g

1. TFA, DKM,
25 °C,2h, 95%

OO
HOBt H20,

EDC HCI,
DMF, 25 °C,
25°C, 2h, 48% 1. TFA, DKM,
25°C,2h,97%
2.0G488" -NHS, DIPEA,
DMF, 25 °C, 30 min., 40%

oo,

7. abra. A 30 fluoreszcens jelzévegyiilet eloallitasa

2.4. A fluoreszcens jelzovegyiiletek kotodési
affinitisanak meghatirozasa

2.4.1. A D, és CB, receptorokhoz kitédo
fluoreszcens szarmazékok affinitasanak
vizsgalata

A fluoreszcens szarmazékok kotddési affinitasat radiol-
igand-alapu kotodési vizsgalatokkal hataroztuk meg. Az
eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk Gssze, ahol
mindharom szarmazék (4, 18, 30) kotddési paramétereit
(K)) bemutatjuk.

1. tablazat: A 4, 18, 30 jelzdvegyiiletek kot6dési affinitas vizsgalata®?

vggzi?l-et Receptor Radioligand K, [nM]
1. D, [*H]spiperon 1,31
2_. D, [*H]spiperon 7,05
Z . 5-HT,, [H]8-OH-DPAT 273
4. 5-HT,, [*H]ketanserin 2660
s | 5-HT, [PH]LSD 530
6 | 5-HT, [H]LSD 5,08
7. 18 CB, [FH]CP 55940 3,5
8. M, 38@10 pM
T M, 2,4
T 30 M, [*H]szkopolamin 55592
T M, 54,1
12| M, 182

A fluoreszcens kariprazin szarmazék (4) affinitasat meg-
hataroztuk a relevans dopamin, illetve szerotonin (5-hid-
roxitripamin) G-fehérje kapcsolt receptorokon, beleértve a
D,, D,,, 5-HT,,, 5-HT,,, 5-HT és az 5-HT, receptorokat.
A jelzbvegyiilet (4) a kariprazinhoz hasonléan megtartotta
nagy affinitasat és szelektivitasat a D, dopamin receptorhoz
(K, = 1,31 nM; 1. tablazat). Az altalunk eldallitott fluoresz-
cens kannabinoid-szarmazékot (18) kizardlag a CB, kanna-
binoid receptoron vizsgaltuk, ahol kival6 affinitdst mutatott
(K, = 3,5 nM; 1. tablazat). Az M, muszkarin receptorhoz
kotddo fluoreszeens jelzévegyiilet (30) esetében a fluoresz-
cens festék beépitése novelte a ligandum M, receptorok felé
mutatott szelektivitasat. Az altalunk kifejlesztett (1) fluo-
reszcens ligandum szelektivitdsa az M, receptorral szem-
ben kedvezObb, mint a szakirodalomban korabban kozolt
dibenzodiazepinon alapl jelzOmolekulaké.?*?” Kiilonosen
kiemelkedd az M, és M, receptorok irdnti szelektivitdsa,
mig az M, és M; receptorok esetében a szelektivitds mérté-
ke hasonl6 a korabban publikalt vegyiiletekéhez.

3. Osszefoglalas

A fluoreszcens jelzdvegyiiletek kulcsszerepet toltenek be
a modern farmakologiai kutatasokban, hiszen lehetévé te-
szik a receptor—ligandum kdlcsonhatasok valos idejii, nagy
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érzékenységli vizsgalatat. Ezen tulmenden a fejlett képal-
kotasi technikdkkal — kiilondsen a szuperfelbontdsu mik-
roszkopidval — kombindlva paratlan lehetdséget kinalnak a
molekularis célpontok térbeli és id6beli eloszlasanak feltér-
képezésére in vitro és in vivo rendszerekben. A fluoreszcens
ligandumok fejlesztése hozzajarul a kiilonbozé gyogysze-
rek hatdsmechanizmusanak mélyebb megértéséhez, eldse-
gitve 0j terapids stratégiak kialakitasat.

Kutatocsoportunkban harom jelentés G-fehérje kapesolt re-
ceptor —a D, a CB, és az M, receptorok — célzasara fejlesz-
tettiink ki sikeresen fluoreszcens jelzovegyiileteket. Ezek
a receptorok kulcsszerepet toltenek be kiilonbdzé neurold-
giai és pszichiatriai korképek (pl. skizofrénia, depresszio,
Alzheimer-kor), valamint fajdalom és gyulladasos folyama-
tok szabalyozasaban. A fluoreszcens jelzdvegyiiletek terve-
z¢sét in silico dokkolas segitségével végeztiik. A szintetizalt
vegyiiletek kotodési affinitasat radioligand-alapt vizsgala-
tokkal hataroztuk meg. A PharmacoSTORM technologia
alkalmazasaval részletes térbeli informaciokat nyertiink a
kariprazin eloszlasarol. Katona Istvan (KOKI) munkacso-
portjaval egyiittmikdodésben végzett in vivo vizsgalataink
igazoltak, hogy a kariprazin preferencialisan a D, recepto-
rokat célozza meg a Calleja-szigetek granularis neuronja-
inak axonjaiban, mikézben megkiméli a dopaminerg ter-
mindlisokat. Ez a mechanizmus hozzéjarulhat a kariprazin
célzott és mellékhatas-szegény terapias hatasahoz.

4. Kisérleti rész

A szintetikus munkahoz preparativ szerves kémiai modsze-
reket alkalmaztunk. A reakciok elérehaladasat vékonyréteg
kromatografia, HPLC-MS és GC-MS segitségével kovet-
tiik. Az anyagok tisztitasadra normal és forditott fazisu flash
oszlopkromatografiat, valamint forditott fazisi preparativ
oszlopkromatografiat hasznaltunk. Az eldallitott vegytile-
teket olvadaspont, 'H és 3*C NMR, valamint HRMS segit-
ségével jellemeztiik.
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Application of Fluorescent Probes in the Investigation of G Protein-Coupled Receptors

G protein-coupled receptors (GPCRs) are pivotal regulators of
numerous physiological processes and constitute a major class
of drug targets, with over 500 approved therapeutics acting on
a subset of these receptors. Despite their pharmacological rele-
vance, many GPCRs, particularly orphan receptors, remain poor-
ly understood, underscoring the need for advanced molecular
tools to probe their function. Fluorescent ligands have emerged
as indispensable assets in modern pharmacological research, pro-
viding high-sensitivity, real-time insights into receptor—ligand
interactions through a variety of binding assays. When combined
with advanced imaging platforms, especially super-resolution mi-
croscopy, these probes enable unparalleled spatial and temporal
resolution of receptor localization, trafficking, and engagement
in both in vitro and in vivo systems. Beyond mere detection, the
rational design and application of fluorescent ligands facilitate a
deeper mechanistic understanding of drug—target interactions and
support the development of more selective and effective therapeu-
tic strategies.

The design of effective fluorescent GPCR ligands, however, lacks
a standardized protocol. Instead, successful probe development
typically relies on iterative strategies informed by prior literature.
Critical steps include a comprehensive assessment of available
structural data, detailed pharmacological characterization, and
structure—activity relationship (SAR) analyses and the available
experimental 3D structures of the receptor-ligand complexes to
guide ligand selection and identify modifiable positions. /n sili-
co docking studies further facilitate the rational design of linkers
and the selection of appropriate fluorophore conjugation strate-

gies. Nonetheless, empirical testing of multiple linker—dye con-
figurations is often necessary to optimize the photophysical and
pharmacological properties of the resulting probe.

Our research team successfully designed and developed fluores-
cent molecular probes selectively targeting three pharmacolog-
ically relevant G protein-coupled receptors (GPCRs): the dopa-
mine D, receptor (D,R), the cannabinoid CB, receptor (CB,R), and
the muscarinic M, receptor (M,R). These GPCRs are critically
implicated in the pathophysiology and therapeutic modulation of
numerous neurological and psychiatric disorders, including schiz-
ophrenia, major depressive disorder, and Alzheimer’s disease, as
well as in pain signaling and inflammatory responses. Probe de-
sign was guided by structure-based in silico molecular docking to
ensure optimal ligand-receptor interactions and suitable sites for
fluorophore conjugation. The binding affinities of the synthesized
compounds were quantitatively assessed through radioligand dis-
placement assays.

Furthermore, the application of the super-resolution imaging
technique PharmacoSTORM enabled nanoscale spatial localiza-
tion of cariprazine, a clinically approved D,-preferring antipsy-
chotics. In vivo imaging revealed a highly selective accumulation
of cariprazine at D, receptor-expressing granule cell axons in the
islands of Calleja, while dopaminergic terminals remained largely
unaffected. These findings underscore the potential of fluorescent
ligands not only as tools for advanced receptor imaging but also
for elucidating receptor-specific binding kinetics and supporting
the development of more effective therapeutics.
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