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Osszefoglalas

A RIP1 kindz szdmos kozponti idegrendszeri megbetegedéssel kapesolatba hozhaté, és fontos szerepet jatszik a gyul-
ladasos folyamatok szabalyozdsiban. A fehérje gatldsival potencidlisan csokkenthetd a gyulladdas mértéke. Munkank
sordn egy referenciavegyiiletbdl kiindulva, alapviz-helyettesitéses modszerrel 6j, aktiv szerkezeti kort azonositottunk.
Szisztematikus gyogyszerkémiai optimalizaciéval, idedlis szubsztituensek megvalasztasaval sikeriilt egy 7 vitro méré-
seken aktiv, szelektiv RIP1 kindz gatlot szintetizdlnunk.
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Summary

Receptor-interacting serine /threonine-protein kinase 1 (RIPK1) plays a critical role in regulating cell death and in-
flammation, making it an important therapeutic target in various diseases, including neurodegenerative disorders.
RIPKI is a central mediator of both necroptosis (regulated necrosis) and apoptosis, acting as a switch between cell
survival and death. RIPK1 is characterized by a unique allosteric pocket that regulates its kinase activity, making it a
promising target for selective inhibition. The discovery of small molecules capable of modulating this allosteric site
offers the potential for highly specific inhibitors, a key advantage for therapeutic intervention. In particular, the
unique kinase-regulating allosteric pocket allows for the development of compounds that can selectively inhibit
RIPKI1 without interfering with other kinases that share similar structural features.

In our discovery campaign, we initially focused on GSK2982772 as a starting point for the design of RIPK1 in-
hibitors. We applied scatfold hopping strategy to explore alternative scaffolds that could retain the binding atfinity
and selectivity for RIPK1 while offering improved pharmacological properties. Through this approach, we success-
fully identified the malonamide scaffold as a suitable replacement for the well-established serine template found in
previous RIPK1 inhibitors. The malonamide scaffold offered a favorable binding profile within the allosteric pocket
of RIPKI, presenting an opportunity to enhance the compound’s potency and selectivity. This scaffold was further
optimized to create a series of analogs, each with variations in their chemical structures designed to improve affinity
for RIPK1. Once the analogs were synthesized, we tested the enantiomers of the most promising compound on a
panel of 97 different kinases. The goal was to assess the compound’s selectivity across a wide range of kinases, ensur-
ing that the active enantiomer would exhibit a high degree of specificity for RIPK1 while avoiding undesirable inter-
actions with other kinases that could lead to side effects. The results of these kinase assays demonstrated that the
active enantiomer of the compound was indeed highly selective for RIPK1, confirming the success of the isosteric
replacement strategy and the potential of the malonamide scaffold as a platform for developing selective RIPK1 in-
hibitors. This work highlights the effectiveness of scaffold replacement and structural optimization in the design of
selective kinase inhibitors. By focusing on the unique allosteric pocket of RIPK1 and applying a systematic approach
to scaffold modification, we were able to develop a highly selective and potent inhibitor of RIPK1.
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Bevezetés

A RIPKI1 szerepe és gatlasa

A receptor-kolcsonhaté szerin/treonin kinaz (RIPKI)
kulcsszerepet jatszik szadmos sejtszintd  folyamatban,
mint példaul az apoptdzis, a nekroptdzis vagy a gyullada-
sos folyamatok szabalyozasa (Denyg et al. 2024; Najjar et
al. 2016; Della Torre et al. 2021; Zhang et al. 2019).
Egészséges sejtben, nyugalmi allapotban, a RIPKI1 ubik-
vitindlt formaban egy tobb fehérjét magaban foglald
komplex, az tugynevezett Komplex 1 kozvetleniil a
TNEFRI intracellularis részéhez kotédik. Patoldgias alla-
potban a TNFea kot6dik a TNFRI extracellularis domén-
jéhez, aminek kovetkeztében a RIPKI a 166-0s szerinen
autofoszforalédik (aktivilodik), az aktivaciot kovetSen
pedig a RIPK3-mal és az MLKIL-lel létrehozza a Komp-
lex 2-t. A komplex [étrejotte nekroptézishoz vezet,
amelynek sordn a gyulladds fokozédik. Amennyiben egy
RIPKI inhibitorral megakadalyozzuk a RIPK1 autofosz-
forilaciojat ¢s ezdltal az aktivalodasat, a Komplex 2 Iétre-
jotte meghitsul, igy a nekroptdzis folyamata sem indul
el, és a gyulladdas mértéke csokken. Az NF-«xB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
egy olyan fehérjekomplex, amely transzkripcids faktor-
ként szabalyozza a gyulladdst, az immunvalaszt, a sejtek
talélését és novekedését. Az NF-«xB szoros kapcsolatban
all a RIPK1-gyel: a RIPKI segiti az NF-xB-aktivaciot,
az NF-xB-t kontrolldl6 IKK (IxB-kindz) viszont gatolja
a RIPKI-medialt sejthalalt (Mifflin—Ofengeim—Yuan
2020).

A RIPK1-ygyel isszefiiguesbe hozhato betegségek

A RIPKI miikodése az emberi szervezet szamos beteg-
ségével hozhat6 Osszefliggésbe. Ezek kozott mind peri-
térids, mind kozponti idegrendszeri megbetegedések
megtalalhatok; az utdbbiak koziil kiemelenddk a szkle-
r6zis multiplex (MS) (Ofengeim et al. 2015), az amiotré-
fids lateralszkler6zis (ALS) (Ito et al. 2016), az Alzhei-
mer-kor (AD) (Caccamo et al. 2017), a Parkinson-kér
(PD) (Iannielli et al. 2018), a Huntington-kér (Zhu et
al. 2011), az agyi érkatasztrofa (Zbang et al. 2016), az
ancurizmaeredet(i subarachnoidealis vérzés (Chen et al.
2018) és a traumas agysériilés (TBI) (Hu et al. 2022).

A RIPK1-gatlok tipusai

A kinazgatlokat biokémiai hatidsmechanizmusuk alapjin
hét csoportba sorolhatjuk (Lee et al. 2023); ez a csopor-
tositas a RIPK1 inhibitorokra is igaz — azzal a kiilonbség-
gel, hogy a RIPKI esetében DLG aminosav harmasrol
beszéliink (Martens et al. 2020), mig a tobbi kinaz eseté-
ben ezt a szerepet DFG aminosav hidrmas tolti be. Az
I-es tipust inhibitorok az ATP-kotShelyen kotédnek,
aktiv konformdciéban, amelyet tigynevezett DLG-befelé
allapotnak is neveznek. A katalitikus hurkon 1év6 aszpa-
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raginsav—leucin—glicin aminosav hiarmas (DLG) magné-
ziumionokon keresztiil kolcsonhatisba 1ép az ATP
v-foszfat csoportjaval, ezaltal stabilizalva az aktiv allapo-
tot. Az I-es tipust inhibitorok utanozzik az ATP ade-
ningytrtje és a hinge régid kozotti hidrogénkotéseket.
Tekintettel arra, hogy a legtobb kindz ATP-kotShelyével
kolesonhatasba l1éphetnek, szelektivitasi problémak ta-
pasztalhatok. A II-es tipusa inhibitorok szintén kolcson-
hatasba Iépnek az ATP-kotShellyel, viszont megakada-
lyozzik a fehérje aktiv allapotba jutdsit, hatdsukra
stabilizalédik a DLG-kifelé konformicié. Kiemelendd,
hogy az inhibitor tovabbi kolcsonhatasba 1ép egy hidro-
tob zsebbel is, amelyet allosztérikus zsebnek is neveznek.
Ez a hidroféb zseb csak az inaktiv konformdciéban hoz-
zaférhetS. A IIl-as tipust inhibitorok — amelyek nem
ATP-kompetitiv kindzgatlok — egy lipofil allosztérikus
kotShelyhez kotédnek az ATP-kotShelyen beliil, ezaltal
szabdlyozzak az ATP kotédését. Ugyanakkor nem alaki-
tanak ki kolcsonhatist a hinge régidval, hiszen az adott
kindzra jellemzd helyen kotédnek, igy kittindg szelektivi-
tas érhet6 el (Chen et al. 2022).

A legfontosabb referenciavegyiiletek

A publikicioés és szabadalmi trendeket kovetve megalla-
pithaté, hogy a RIPKI inhibitorok kutatdsinak 6 iranya
a IIl-as tipust inhibitorok kutatasa (Bai et al. 2024;
Farenc et al. 2025; Harvis et al. 2017; Harris et al. 2019;
Yoshikawa et al. 2018). A kotémodnak koszonhetSen
nincs kotédés a hinge régidhoz, chelyett egy lipofil al-
losztérikus zsebbel torténik kolesonhatés. Igy nagy foka
kinazszelektivitas érhetd el.

A GSK kutatéi DNS-kédolt molekulakényvtirak — en-
nek [ényege, hogy a DNS-t vonalkédként alkalmazzuk a
konyvtarat alkotd vegytiletek jelolésére — sziirése soran
bukkantak a GSK481 kodjelti anyagra, amely hiperaktiv-
nak bizonyult. Szuboptimalis farmakokinetikai tulajdon-
sdgai és magas lipofilitisa miatt inkdbb volt tekinthetd
vezérmolekuldnak, amely optimaliziciéra szorult. A ve-
gyiilet minden részét alaposan optimalizalva jutottak a
GSK2982772 nevl inhibitorhoz (1. dbra). Sikeriilt to-
vabb novelni az aktivitdst, a vegyiilet j6 farmakokinetikai
profillal rendelkezett, és a TNFa indukalta i vivo hipo-
termia-vizsgalatokon is megfelel6 eredményt ért el. Két
fluoratom beépitésével, a héttagi gylrtiben talalhatéd
oxigénatom szénatomra torténé cseréjével és a laktdm
N-metilcsoportjanak elhagyasaval kaptik a GSK3145095
vegytiletet (Harris et al. 2017; Harris et al. 2019).
A GSK2982772 feltehetSen alacsony lipofilitasa és a tria-
zolgytird NH-ja miatt rossz agyi penetraciéval rendelke-
zik. Erre nyajtott megoldast a Takeda Pharmaceuticals
vegylilete (1. 4bra), amelyben a GSK2982772 amidko-
tését és triazolgytirijét egy biciklusba zirtik. Igy kettd-
vel tudtak csokkenteni a hidrogénkotés-donorok szamat,
ami fontos szerepet jatszhat a megtelelS agyi penetracié-
ban. A Takeda-vegyiilet nagyon potens, ordlisan aktiv, jo
agyl penetracioval és kitling farmakokinetikai profillal
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Szelektiv RIP1 kindz gétlék
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1. dbra

rendelkezik (Yoshikawa et al. 2018). A Denali kutatéi a
biciklus 9-es pozicidjiba épitettek be nitrogént (Farenc
et al. 2025). A szabadalmi bejelentés példai koziil az
egyik legigéretesebb a DNL-758 kodjeld szarmazék volt
(1. 4bra), amely kés6bb az eclitasertib nevet kapta.

Vizsgalati anyag és modszer

Célunk olyan 1j, szabadalmaztathaté RIPK1 inhibitorok
azonositasa és szintézise volt, amelyek megfelel§ szelek-
tivitassal rendelkeznek. Munkank alapjat preparativ szer-
ves kémiai munka képezte. A megtelel6 mennyiségben és
minéségben elGallitott végtermékeket ezutan in vitro
vizsgaltuk. A vegytiletek kivalasztasi kaszkddba keriiltek,
ahol a vegytilet akkor Iéphetett a kovetkezd [épcsSfokra,
ha megfelelt az adott szint kritériumainak. Az optimali-
zaci6s munka soran fontos mérészamaink voltak a nem
sejtes gatlasi értékek, a human és egér sejtvonalon mért
gatlasi értékek, illetve a metabolikus stabilitas. A kapott
in vitro eredmények fiiggvényében tudtunk tovabbi ve-
gytileteket tervezni és szintetizdlni, hogy javithassunk a
kérdéses paraméteren. A kisérletes munka, az elGallitott
vegytiletek jellemzése, assay-leirasok és iz vitro eredmé-
nyek elérhet6k a KDP keretében médr megvaldsult publi-
kacié mellékleteként (Petré et al. 2024).

Vizsgalati eredmények

Munkdnkat a szakirodalom és a referenciamolekulak at-
fogé tanulmanyozasaval kezdtik (Bai et al. 2024; Farenc
et al. 2025; Harris et al. 2017; Harrvis et al. 2019; Yoshi-
kawa et al. 2018). Megillapitottuk, hogy a jellemz&en
periférids indikaciokra fejlesztett (aza)benzoxazepinon-
vazas referenciavegyiiletek (GSK2982772, eclitasertib)
koz6s kulcsmotivuma a benzil végcsoport mellett a meg-
felel6 térallasa, biciklusba foglalt szerin épitSelem
(L-konfiguricioji aminosavbdl kiindulva). Egyértelmt
volt szamunkra, hogy ennek az aminosavnak a lecserélé-
sével szabadalmilag nem védett kémiai térhez juthatunk,
amelyben kiterjedt lehetGségiink van gyogyszerkémiai
optimalizicidra azzal a céllal, hogy egy megfelel§ agyi
penetraciéval rendelkezé klinikai jeloltet azonositsunk.
Ezt figyelembe véve els6dleges célunk az amidkotés at-
alakitasa volt. Utdna tobblépcs@s, multiparaméteres opti-
malizaciéval kivantunk eljutni a vezérmolekulatol egy
potencialis klinikai kandidatusig.

GSK2982772 (balra), a Takeda Pharmaceuticals vegyiilete (kozépen) és az eclitasertib

Forras: Harris et al. 2017; Harris et al. 2019; Yoshikawa et al. 2018; Farenc et al. 2025

A mir emlitett amidkotés dtalakitasat els6ként bio-
izoszter-helyettesitéssel hajtottuk végre. Az irodalomban
szamos amidhelyettesits ismert, amelyek kozil tobbet is
alkalmaztunk. Altalinossagban kijelenthetd, hogy a csere
— meglepetésiinkre — egy kivételével mindig inaktiv
szarmazékokat eredményezett. Ennek hatdsara kutatd-
sunk kovetkezd lincszemeként az amidkotés megfordi-
tasaval malonsav-szdrmazékokat szintetizaltunk. A szak-
irodalom az utébbi megkozelitéssel elallitott amid
bioizosztereket nem meglepéd méddon retroamidoknak
hivja. A GSK2982772 referenciaanyagbdl kiindulva, az
amidkotés formdlis megforditisaval és a héttagh gydird-
ben taldlhaté oxigén elhagyasaval, 3-mas tipust alapvaz-
helyettesitéses mddszerrel jutottunk az 1 vegyiilethez
(2. abra), amely kémiailag instabilnak bizonyult, igy i»
vitro sem tudtuk mérni (Petro et al. 2024). Feltételeztiik,
hogy a kémiai instabilitds okozdja az amino-triazol épi-
téelem, ezért ezt igyekeztiink lecserélni.

Optimaliziciés munkank els§ korében a triazolgytir(t
cseréltiik le (Petro et al. 2024), tizenkét kiillonbozd 6t-
tagh aromas heterociklust kiprobdlva (zold nyil a 2. 45-
ran). Feltételezésiink helyes volt, a modositas kémiailag
stabil vegytileteket eredményezett. A kozponti hetero-
ciklusnak kulcsszerepe van a kotddés szempontjabol:
egyrészt elbsegiti hidrogénkotés kialakulasit az inhibi-
torban talilhaté amid karbonilcsoportja és a kotShelyen
talalhaté Asp156 kédjeld aminosav NH-ja kozott, ezen-
feltl rogziti a benzil végcsoportot az ATP-kotShelyen
taldlhat6 lipofil zsebbe (3. dbra). Mindkét kolesonhatds
sziikséges, ha potens RIPKI1-gatlokat szeretnénk el&alli-
tani. Jellemeztiik a masik két triazol izomert (2 és 3), és
a vegyiiletek a nem sejtes i pitro, illetve a human sejtvo-
nalon végzett méréseken is aktivnak bizonyultak. Egy
Ujabb nitrogén beépitésével sikeriilt tovibb novelni az
aktivitast: a 4 tetrazol potens inhibitornak bizonyult.
Elééllitottunk kiilonb6z8 diazol-szarmazékokat is, ame-
lyek koziil az 5 és 6 pirazolok esetében az aktivitis rom-
lasat tapasztaltuk; a vegytiletek mar a tesztsorozat legelsé
Iépcsdjén kiszirésre keriiltek. Fontos mérfoldkd volt a
7 imidazol-szarmazék, amelyet vezérmolekulanak va-
lasztottunk. Az eredmények alapjan egyértelmd, hogy
kulcsfontossigti a nitrogénatomok lokaciéja. Metilcso-
port beépitésével is kisérleteztlink (8-as és 9-es vegyiile-
tek), azonban gyenge aktivitisuk alapjan kijelenthetd,
hogy a szubsztittcié kedvezétleniil befolyasolja az inhi-
biciot. A nitrogéntartalmi heterociklusok utin megvizs-
giltuk a kiillonboz6 kalkogén elemeket is tartalmazoéd
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heterociklusokat. A hasonl6 mintizata oxazolt (10) és
tiazolt (11) 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy az oxi-
génatom kénatomra torténd cseréje kedvezéen befolyd-
solja a benzilcsoport orientaciéjat. A valtoztatds jobb il-
leszkedést tesz lehetévé az allosztérikus lipofil zsebbe,
aminek hatdsira szizszoros hatisnovekedés tapasztalha-
té. A tiazolok Osszehasonlitisa Gjabb bizonyiték a ben-
zilcsoport vektoranak kiemelkedd szerepére. Amennyi-
ben a benzilcsoport a nitrogénatom mellett volt (12), a
vegyiilet gyenge aktivitissal rendelkezett, ha viszont a
kénatom mellett (11), akkor a molekulacsalad egyik leg-
aktivabb vegyiiletét eredményezte. A kdzponti gy(triiben
hdrom heteroatomot tartalmazé szdrmazék (13) fenn-
akadt a tesztsorozat els6 1épcsGjén.

Az optimalizaciés munka kovetkez6 szakaszaban meg-
vizsgiltuk a benzilcsoport aktivitdsra gyakorolt hatdsat
(sarga nyil a 2. abran); ennek sordn kiilonb6z4 polaris és
apolaris végcsoportokat is teszteltiink (Petri et al. 2024).
A 14 és 15 piridil-szarmazékok kevésbé bizonyultak ak-
tivnak, fiiggetlentl a nitrogénatom nem koté elektron-
parjanak vektordt6l, mig két fluoratom beépitésével a
varakozasoknak megtelel§en potensebb szirmazékhoz
(16) jutottunk. Megfigyeléseink megtelelnek az irodalmi
tapasztalatoknak, poldris csoportok nem toleraltak eb-
ben az allosztérikus apolaris kotézsebben.

A projekt kovetkezd [épése a biciklusos épitéelem vizs-
galata volt (kék nyil a 2. dbran) (Petro et al. 2024).
Tekintettel arra, hogy a biciklus fenilcsoportja nem kap-
csolédik a hinge régidhoz, lecserélhetd kiilonbozd piri-
dingytirGikre az aktivitds csokkenésével parhuzamosan.

N§N
\ .L H\
N
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Az aktivitds szempontjabdl ismét kulcsfontossiaga a nit-
rogénatom pozicidja. A nitrogénatom idealis helyzete az
alkilcsoporthoz képest parahelyzetben taldlhaté (20),
viszont az aktivitast sikertilt tovibb novelni egy metoxi-
csoport beépitésével (21). A biciklust érint$ optimalizi-
ci6és munkdnk sorin megdllapitottuk, hogy az aktivitds
valéoban csokken a fenilcsoport bioizoszter helyettesi-
tésével, piridingytird beépitésével, de a valtoztatas el6-
nyosen befolydsolja a vegytiletek lipofilitdsit. A 7-aza-
szarmazék szintetikusan hozziférhetetlennek bizonyult.

Az optimalizaciés munka a molekula 6sszes szerkezeti
clemére kiterjedt, sikerilt a vegyiilet kiilonb6zé részeire

1. tablazat | A 22 enantiomerjeinek jellemzése

Vegyiilet | Enantiomer | ADP-Glo | ADP-Glo U937 Kindz-
inhibitor | pK; pICs, szelek-
potencial tivitds
(%)

22 racém 88 7,28+0,19 |7,24+0,02 |-

23 N 33 5,84+0,07 |- x

24 R 100 7,66+0,11 |7,20+0,01 \/
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Optimalizaciés munka. Vildgoskék: biciklus optimalizicija, sirga: benzilcsoport optimalizicidja, zold: kézponti aromds heterociklus optimalizicidja.
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Szelektiv RIP1 kinaz gatlok

3. dbra

Forras: sajit szerkesztés

optimélis szerkezeti clemet azonositani (Petrd et al.
2024). A megszerzett tuddst egyidejtileg felhaszndlva,
a metoxi-piridiles biciklust és a benzilcsoportot egy opti-
mialis vektort tiazol heterociklussal 6sszekotve kaptuk a
22 szarmazékot (1. tablazat). Varakozasaink alapjan ez-
zel egy megfelel§ aktivitast anyaghoz jutottunk.

7 és Asp156 kozotti hidrogénkotés (fekete pottyok), illetve a benzilcsoport az apoldris zsebben (dokkolt vegyiilet)

A 22 enantiomerjeit kirdlis HPLC-n vélasztottuk el,
majd az enantiomerek abszolat konfiguricidjit elektro-
nikus cirkularis dikroizmus (ECD) mérésekkel hataroz-
tuk meg (Petrd et al. 2024). Az (R)- és (S)-izomerek in
vitro mérési eredményeit, kindzszelektivitdsi értékeit az
1. tdblazatban foglaltuk 6ssze. A receptor egyértelmd
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4. dbra (R)-enantiomer kindz szelektivitasi eredményei
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(R)-antip6d preferencidt mutat, ami 6sszhangban van az
irodalmi adatokkal. Kiemelendd, hogy a GSK2982772
(S)-konfiguriciéjt, azonban ez az eltérés a Cahn-
Ingold-Prelog-szabaly (CIP-szabdly) rangsorolasi elvei-
bdl adddik. 3D-ben megvizsgilva az amidkotés a hét-
tag gylrd sikjahoz képest a sik folott helyezkedik el
(vastag kotéssel jelolendd).

Az enantiomerek tovabbi jellemzését az Eurofins Dis-
covery ugynevezett KINOMEscan™ mérésekkel végez-
te. A tesztek soran 97 kiilonb6z§, a human kinomra rep-
rezentativ  kindzon végeztek gitlasi vizsgdlatokat.
Az eredményeket a 4. 4bran lathat6 kindzfan dbrizoltuk.
Avegyiilet a 97 vizsgilt kindz egyikén sem fejtett ki gatld
hatast a vizsgilt koncentriciéban. Az eredmények alap-
jan kijelenthetd, hogy sikertilt egy rendkiviil potens, sze-
lektiv RIPK1-gatlot szintetizalnunk (Petrd et al. 2024).

A vizsgalati eredmények értékelése,
megyvitatasa, 6sszefoglalasa és
kovetkeztetések levonasa

A GSK2982772 referenciavegyiiletet kiindulépontként
hasznalva j malonamid-szarmazékokat azonositottunk,
amelyek RIP1 kindz gatlok. A szubsztituensek sziszte-
matikus moédositdsa soran idedlis szubsztitticids mintikat
sikeriilt taldlni, amelyek gyoégyszerszeri termékeket
eredményeztek. Az enantiomerek szétvilasztisa utin
ECD spektroszkopiaval igazoltuk az aktiv enantiomer
abszolat konfiguriciéjit. Az enantiomereket egy 97 ki-
ndzt tartalmaz6 kindzszelektivitdsi panelen vizsgaltuk.
Az (R)-enantiomer kivdlé gatlé potencidlt mutatott az
Osszes vizsgalt sejtvonalon, kivilé kindzszelektivitdssal
egytitt. A fenti eredmények alapjan kijelenthets, hogy az
elgdllitott malonamid-szdrmazékok igéretes jelolteknek
tekinthet6k a RIPKI inhibitorok tovabbi fejlesztéséhez
(Petro et al. 2024).

Koszonetnyilvanitas

A projekt a Kulturdlis és Innovicios Minisztérium Nem-
zeti Kutatdsi Fejlesztési és Innovicios Alapbol nyigtott ti-
maogatisaval, o KDP-2020 palyizati program finansziro-
zdsaban valosult mey.

NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI
ES INNOVACIOS HIVATAL

AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO PROGRAM

Petro et al.
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