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Glikoenzim inhibitorok eloallitasa

T46081 sz. OTKA kutatési palyazat
Futamidd: 2004. aprilis 1.-2007. december 31.
Téamogatas: 10.2 MFt

Zdrojelentés

Személyi feltételek

A kutatécsoport Osszetétele tobbszor modosult: Dr. Gyorgydedk Zoltin 2005. tavaszi
varatlan megbetegedése, majd O0szi haldla miatt csak az els6 évben, Vagvolgyiné Dr. Téth
Marietta gyermekének 2004. 6szi sziiletése, majd a két éves GYES miatt csak a futamidd
mintegy 40 %-4ban vett részt a munkdban. Hadady Zsuzsa 2004. szeptemberétdl eltdvozott az
egyetemrOl. Berzsényi Eszter tanulmanyainak befejezése miatt 2005. mdajusdban kivalt a
kutatocsoportbol. A 2004/05. tanévben Telep6 Katalin, a 2006/07. tanévben Hiise Csaba és
Koénya Bélint diplomamunkdésként dolgoztak a csoportban.

A kutatds célja és a vallalt munkaprogram

A szénhidrat alapu gydgyszerhatéanyagok kifejlesztésére vald torekvések egyik irdnya a
glikoenzimek gatldszereinek megtaldldsa, szerkezet—hatds Osszefiiggéseik felderitése. Ilyen
gyogyszerek mar ma is forgalomban vannak (pl. neuraminiddzgatl6: Relenza® — Zanamivir, ,
a-glikkoziddzgatlok: Glyset™ — Miglitol, Glucobay™ — Acarbose), illetve (pl. egy glikozidaz
inhibitor AIDS-ellenes szerként) klinikai kiprobalas alatt allnak. A szintén szénhidrat alapu
Arixtra® — Fondaparinux szintetikus heparin-helyettesitd.

A tervezett munka célja olyan szénhidritszarmazékok elOallitdsa, amelyek bizonyos
glikoenzimek (glikozidazok, amildzok, glikogén foszforildzok) gatlasaval terdpids célok
elérését (elsOsorban a diabetes befolydsoldsat) tehetik lehetdvé az alabbi munkaprogram
szerint:

1. Eléallitunk kiilonb6z6 N-glikopiranozil-N’-acil- vagy -aril-karbamid szarmazékokat,
melyekben valtoztatjuk: a) a cukorrészt (B-D-gliiko, B-D-galakto, B-D-xilo, B-D-malto) a
vegyliletek GP kotohely-specificitdsdnak vizsgalatdra; b) az acil- vagy az arilcsoportot a
hidroféb jelleg hatdsdnak tanulmanyozdsdra; c¢) az acil-karbamidok karbonilcsoportjit
szulfonilra.

2. Vizsgalatokat végziink az acil-karbamid szerkezeti egységnek a GP gétlasdhoz sziikséges
és elégséges részleteinek felderitésére.

3. Megvizsgaljuk N-(1-(CN, CONH,, vagy COOR)-szubsztitudlt-glikozil)-karbamidok, mint
GP inhibitorok eldallitdsanak lehetdségét a megfeleld 1-szubsztitudlt-glikozil-azidokbdl
kiindulva.

4. Megkiséreljiik a cukorrészeken 6sszekapcsolt gliikopiranozil amidok, esetleg karbamidok
eldallitasat D-gliik6zaminbdl dikarbonsavval végzett acilezés, anomer azidképzés, és
Staudinger-reakcié megfeleld sorrendben végzett kombinacidjaval.

5. Glikopiranozilidén-spiro-heterociklusok  pl.  oxatiazolok, oxadiazolok, tiazolonok,
imidazolonok és szulfahidantoinok eldallitasat vizsgaljuk részben francia partnereinkkel
egyiittmiikodésben. Ezeket a vegyiileteket valamennyi emlitett enzimtipus gatldsara
megvizsgéljuk.
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6. Glikopeptidomimetikumok elddllitasdra irdnyulé vizsgdlatokat végziink anomer o-
aminosavat tartalmazé tripeptidek szintézislehetdségeinek tanulmanyozasaval.

7. Biokémikus és krisztallografus partnereinkkel egyiittmiikodésben folyamatosan vizsgédljuk
az elkésziilt vegyiiletek gétl6 hatasat glikozidaz, amildz és glikogén foszforildz enzimekre,
valamint az enzimekhez val6 kotddés szerkezeti sajatsagait.

Eredmények” a munkatervi pontok szerint

1. Az N-B-D-gliikopiranozil-karbamid tipusu vegyiiletek részletes vizsgdlatdanak alapja az a
kordbbi megfigyelésiink volt, hogy az N’-acetil- és az N’-benzoil szdrmazék a nyul
vazizom glikogén foszforilaz (RMGPb) mikromélos gatlészerének bizonyult,' illetve az
N’-2-naftil szubsztituens jelenlétében a gatlds nanomdlossa erdsodott (1. Tabl. 1, 9 és 6).

Az Uj szarmazékokat ugy terveztik meg, hogy az acil-karbamid véltozatos gytiriket,
illetve kiilsnbozéképpen helyettesitett benzoilcsoportokat tartalmazzon™ > (1. Tébl. 2-8, ill.
9-17). A 6 (R = Ac, R’ = acil, X = O) vegyiiletek elddllitasira elsOként a védett
gliikopiranozil-azidbél (4) Pintér médszere® szerint készithetd 8 (R = Ac) karbamid Lewis-
sav katalizdlt acilezését’ alkalmaztuk. Ennek sordn igen gyakran mindkét anomer
képzédését tapasztaltuk,” ami — a szinte teljesen azonos kromatografids mobilitds miatt —
jelent6sen megnehezitette a kivant -anomerek izoldldsat. Ennek elkeriilésére eléallitottuk
a vegyiileteket a 4—1—6, illetve az in situ készitett glikozil-izociandton keresztiil haladé
4—1—2—6 utakon is, azonban az anomerizaciot igy sem sikeriilt elkeriilniink.® Tovébbi
gondot jelentett a véddcsoportok eltavolitdsa: a szokdsos Zemplén koriilmények kozott
igen rovid reakci6idd alatt is az N’-acil csoport lehasadédsat tapasztaltuk a 8 (R = H)
karbamid képzodése mellett; savkatalizalt 4tészterezési koriilmények kozott ez a reakcid
jelentdsen lelassult, ami lehetévé tette a kivant, nem védett 6 karbamidok izoldlasat,
azonban a 8 (R = H) karbamid tovabbra is jelen volt a reakcidelegyekben.

E problémak elkeriilésére a D-gliikkozbdl (10) kivalé hozammal készithetd gliikkozilamin-
karbamatot” ® alakitottuk 4t a 6 (R =H, R’ = acil, X = O) acil-karbamidokka. Ezen az uton
szamos N-szubsztitudlt karbamid és -tiokarbamid, illetve egy szelenokarbamid
szarmazékot 6 (R = H, R’ = aril, aralkil, X = O, S, Se) is elkészitettiink.® Karbamidok és
tiokarbamidok készitésére alkalmaztuk a 4—1—6, 4—5—6 és 4—1—2—6 utakat is a
megfeleld izo(tio)ciandtokat, illetve aminokat haszndlva reagensként.

A fenti utakon eldallitott nem védett acil-karbamidok, illetve a 4—1—6 tuton eloallitott
szulfonilkarbamid enzimkinetikai vizsgilatinak eredményei az 1. Téblazatban taldlhatok.
Ennek alapjan megallapithatd, hogy az acil részben nagyméretli, megfeleld orientacidju
homoaromds csoport jelenléte eredményezi a legerdsebb kotddést az enzimhez, mig a
benzoilcsoport para-helyettesitdi koziil a nagyméretli és/vagy hidroféb alifds csoportok
eldnyosek. A karbonilcsoport cseréje szulfonilra a gatld hatés elvesztésével jar.

Az enzim—inhibitor komplexek rontgenkrisztallografids vizsgédlata sordn fény deriilt arra,
hogy a benzoil-karbamid (1. T4bl. 9) kotédik a GP dj allosztérikus helyéhez is.! Ezt a
kotédéstipust a 2-naftoil-karbamid (1. Tabl. 6), és az N-(B-D-gliikkopiranozil)-2-naftoesav-
amid esetében is tapasztaltuk. Mivel az enzim aktiv helye, ahol a gliikkézszarmazékok

" A végzett munka egy részét nemzetkozi folyGiratokban kozzétettiik. Ezek a kozlemények tartalmazzak az adott
téma kutatdsdnak elézményeit, és az elért 4j eredmények részletes bemutatdsat. Ezekre a folyéiratcikkekre az
irodalomjegyzékben hivatkozunk, amely tartalmazza az eldkésziiletben 1évo kéziratokat is. Ez utébiak tartalmat
a zaréjelentésben kifejtjiik, mig az el6bbieket csak Osszefoglaldsszertien emlitjiik.



kotodnek, specifikus a D-gliiko konfigurdciora, ettdl eltéré konfiguracidji vegyiiletektol az
Uj allosztérikus helyen valé szelektiv kotddést reméltiink (Id. a 4. pontot is). Ennek
vizsgalatira D-galakto és D-xilo konfiguricioban eldallitottuk az 1. dbra 8 tipusu
karbamidjait, majd ezekbdl a 6 tipusi benzoil-szairmazékokat, valamint a 4 tipusu
azidokbdl az N-(B-D-galaktopiranozil)- és —(B—D—Xilopiranozil)—2—naftoesavamidokat.10 Az
utébbi amidok rontgenkrisztallografids vizsgdlata valoban mutatta a kotddést az 1j
allosztérikus helyhez (a benzoil-karbamidok vizsgilata még nem fejez6dott be).

1. Tablazat: N-acil-N’-B-D-gliikopiranozil-karbamidok gatlé hatdsa nydl vdzizom
glikogén foszforildz b (RMGPb) enzimre

OH R
OH \n/ \ﬂ/ HO \n/
O O

OH
O O
En- K; ICs En- K;
R Ref. R Ref.
try (uM]  [uM] try [UM]
1. 305 ! 9. -H 4.6 !
2. 5000 3 10. —CHs, 23 2
3. 10000 ° 11. —-CF, 0.6 3

12. —-C(CHs)s 0.3 3

358490

4. >5000 °
13. —CgHs 3.7 2
14. -NO, 3.3 2
6. 0.35 3 15. —NH, 6.0 2
7. 4.0 3 16. -OH 6.3 2
X
8. I 68 . 17. —cl 44 7
N
OH CHy
0 H H
18 HO&@N N
HO \n/ s
OH 1~0 ,
O O nem gétol




E vizsgalatok sordn arra is fény deriilt, hogy az anomer centrum 3-NH szubsztituense nincs
H-hid kotésben az enzimben a His377 félanc-karboniljaval. A kordbban vizsgalt -D-
gliikopiranozilamin szdrmazék inhibitorok esetén ez a H-hid invaridnsan mindig jelen volt,
igy az a felismerés, hogy ennek hidnyédban is kialakulhat er0s kot6dés, az inhibitor-
tervezésnek Uj iranyt adott (1d. az 5. pontot).

2. Az acil-karbamidokban a hatékony gétlashoz sziikséges és elégséges elemek azonositdsara
elséként a cukor és az aromds rész kozotti ,linker” hosszisigdnak megdallapitdsara
végeztiink vizsgalatokat. Az 1. dbrdn vazolt reakcidutakon a 6 tipusi (R = H, R’ = aril, X =
O) karbamidok mellett elkészitettik a hosszabb lancot tartalmazé 3 és 9 biuret
szarmazékokat. Ezek hatékonysdginak Osszevetése (a kordbbi vizsgdlatokbdl ismert
amidokkal is) azt mutatta, hogy a 4 atomos kapcsold elem esetén a legjobb a gatl6 hatas (2.
Tabl. 1-3, 8-10).

2. Tablazat: A cukor és az aromas rész kozotti kapesold elem (linker) hatdsa az RMGPb
gatlasara (K; [uM])

OH
Hﬁg&&/ﬁnker—m Ar
OH
linker Q OO
81!l
1. | NHCO 44413 10"
144"
2. | NHCONH 18° 350 (ICsp) ° 15 (ICs) °
3. | NHCONHCO 4.6' 10° 0.35°
4. | NHCONHCH, ~750° - -
5. | NHCOCH=CH 18" - 3.58
6. | NHCOCH,O 3414 - -
7. | NHCOCH,NH 70" - 142
8. | NHCONHCONH ICso 75 UM - -
9. | NHCONHCOCH, | 600° - -
45 %
. | NHCONHCONH - -
10 CONHCONHCO (625 M) °




OAC (Cl30)2CO, CH,Cly, H0, NaHCOs, . t. OAc PhNHCONH RO
A L e AcO Q_Nco 2 RO%&H NN
AcO AcO RO N._N.__N

OAc orR I T \©
1 2 5 O O
R'INCX
Hy, Ra-Ni &‘NHQ

OAc 1. PMeg OAc OR HO
RNCX
AcO _2.RNCO_ ACO&/ —c=N-R' | _H"H0 RO&H § HO%&/
& <95 N=C=N-R o N\H/N\R, %5 NHz.HO,CNH;

OAc OR OH
4 5 6 7

NH4O0>CONH,5
MeOH

R'(b)Cl
PPhs, CO,, NHs,

EtOAc

R=Ac—H

R' = (a) alkyl, aryl, aralkyl,
(b) alkanoyl, aroyl, arylalkanoy!

1. dbra: Gliikkopiranozil-karbamidok és analdg vegyiiletek szintézise



A kovetkezOkben az NHCONHCO rész elemeinek helyettesithetdségét vizsgaltuk. Ennek
érdekében a 4 azidokbdl foszfinimin koztiterméken at ariloxiacetamidokat (11)
készitettiink.'* Mivel az anal6g reakcié N-fenil-glicinnel nem vezetett eredményre, a 13
arilaminoacetamidokat a 4—1—12—13 keriil6 tton készitettiik el.'"* Az enzimkinetikai
vizsgdlatok alapjan (2. Tabl. 4-7) megdllapithatd, hogy az acil-karbamid rész elemeinek
cseréje a gatlas romldsdhoz vezet, tehit a teljes NHCONHCO kapcsol6é rész jelenléte

elengedhetetlen a hatékony inhibiciohoz.

: 3
2. ArOCH,COOH

OAC 1. PMe OR
AcO . &
o
11

H,, Ra-Ni
OAc OAc OR
ACO o BICH,COBr , o H ANHy g o H
AcO NH; AcO N\H/A\Br RO N\H/A\N'Ar
OAc OAc 5 OR 5 H
1 12 13
j@omb

OAc H OR
Aco/& \H)J\ AI'NHz RO 7‘>/ é@/ \H)J\ JAr
Cl

OR HBr, OR OR
AcOH
RO/&&CN cO RO/&&CONHZ _NOp, CHCla RO/&/COOH
RO RO RO
OR OR OR
17 18 19
PhNCO (neat) PhCONHNH,
f
(R=Ac.Bz—=H | reflux DCC, CHoCly, . .

OR OR
O O O
oo £ ) mena By
RO N~ N RO N
OR OR
H H H o

20

2. dabra: Szintézisek az acil-karbamid lanc elemeinek helyettesitésére és felcserélésére

Megvizsgaltuk azt is, hogyan hat az acil-karbamid rész elemeinek felcserélése a gétlasra.
Az 1 gliikkozilamint in situ oxalamoil-kloridda (14) alakitottuk, majd egy masodik, aromas
aminnal a 16 oxamidokat kaptuk minden esetben a 15 N,N’-bisz-(B-D-gliikopiranozil)-
oxamiddal egyiitt. Tovabbi permutédcidkat kaptunk a 17 gliikopiranozil-cianidbdl kindulva:
a 18 amidon at a 20 ,,forditott” benzoil-karbamidot kaptuk, mig a 19 anhidro-aldonsavbdl a
21 aszimmetrikus diacil-hidrazinhoz jutottunk. A nem védett szarmazékok enzimgatld
sajatsagainak Osszevetése (3. Tabl.) alapjan megéllapithatjuk, hogy a 4 atomos linker
elemeinek felcserélése a gdatlds gyengiiléséhez vezet: az oxamidok mintegy 1-2



nagysdgrenddel rosszabb inhibitorok, mds permuticiok esetén viszont teljesen megsziinik a
ARt
gatlo hatés.

3. Tablazat: Az acil-karbamid rész elemeinek felcserélése és ennek hatdsa az RMGPb gétlasara

OH
Hgg&&/linker—R
OH
Entry Linker Ki [uM] Ref. Entry Linker Ki [uM]  Ref.
1.  NHCONHCO 46 ! 6. NHCOCONH 100 15

apalel

2. NHCONHCO 152 ° NHCOCONH 144 15
3. NHCONHCO 035 3 8. NHCOCONH 56 15
X
4. NHCONHCO 68  ° | 9. NHCOCONH 230 .
N
. 15 22%at 15
5. CONHCONH  no inh. Q 10 CONHNHCO 37207 °

3. Az 1-szubsztitudlt gliikopiranozil-karbamidok eldallitdsdnak célja az volt, hogy
informécidkat nyerjiink az anomer centrumon bifunkciés szdrmazékok esetén elsdsorban a
karboxamido csoport jelenlétének hatdsdra (az o-karboxamido csoport erdsitette a gatlast
az irodalombdl ismert vegyiiletpar'® '’ esetén: B-NHCOOMe-0-CONH, — K; = 16 uM, p-
NHCOOMe—-o-H - K; = 86 uM).

Elokisérletekként a megfelelé per-O-benzoilezett 2-azido-2-dezoxi-f-D-glitko-hept-2-
ulopiranozonsav metilészterb6l és -amidbdl 1j gliikkézszarmazékokat A4llitottunk eld,
amelyek bifunkciés anomer centrumin N3;—COOMe (nincs gétlas), Ns—-CONH, (K; = 1.8
mM), N3;—-CONHCH,COOMe (nincs gétlas), és NHCOMe—-CONH, (K; = 310 uM),
szubsztituensparok talalhatok.'”® E vegyiiletek csak mérsékelt gatlé hatdst mutattak a nyul
vazizombdl izolalt glikogén foszforildz enzimmel szemben, a karboxamido csoport hatdsa
pedig a masik szubsztituenstdl fliggden valtozik.

Az 1-karboxamido-szubsztitudlt gliikkozil-karbamidok elkészitésére a D-gliikk6zbdl hat
1épésben nyerhetd per-O-benzoilezett 2-azido-2-dezoxi-f-D-gliiko-hept-2-ulopiranozon-
savamidbdl indultunk ki. Katalitikus redukcidval elkészitettik a megfeleld 2-amino
szdrmazékot, amelyet anomer keverék formdjdban kaptunk meg.'® Az egyensiilyi vizsgalat
azt mutatta, hogy az axidlis aminocsoportot tartalmazé anomer a f6 komponens, amelyet
kristdlyos formdban izoldlni is tudtunk. Ennek a reakcidja fenil-izocianéttal sok
komponensti, elvdlaszthatatlan termékkeveréket adott, ezért ezeket a reakcidkat nem
tanulmanyoztuk tovéabb.




A karbamid rész kialakitisara az 1. dbran alkalmazott 4—5—6 atalakitdsok a karboxamido
csoport jelenlétében foleg gytirlizarashoz vezettek, karbamid szarmazékot csak egy esetben
tudtunk izolalni (részletesebben 1d. az 5. pontban).

4. Az uj allosztérikus helyen — mely az enzim nem kovalensen kotott alegységei kozott
elhelyezkedd iiregben taldlhaté — eddig kiilonbozd klérindol-karboxamid szarmazékok
kotédését figyelték meg." A hely C2 szimmetridjanak megfeleléen az egyik legjobb ilyen

inhibitor a szintén C2 szimmetridji CP526423.%°
0
Ar H Cl
H Ar N ’
O H
CP526423 22

IC5¢ = 6 nM, emberi maj GP

Elkészitettiik e vegyiilet 2-naftil analogjat (22),
mivel egyes glikézszarmazékok megfigyelt
kotodése az uj allosztérikus helyen (1d. az 1.
pontot) felvetette a kldrindol rész egyszeri-
sitésének lehetdségét. A 22 vegyilet a
krisztallografiai vizsgdlatok szerint szintén
kimutathat6 ezen a kotOhelyen, azonban igen
rossz oldhatésdga a részletesebb vizsgalatokat
nem tette lehetdvé. Az N-(B-D-gliikkopiranozil)-
2-naftoesavamid és 22 ezen a helyen megismert
kotédési modjainak szuperpoziciéja (Id. az
abran) alapjan a két cukorgytiri 6sszekotése a 2-es poziciokban egy jobb oldhatosagu, és
hasonl6 kotédésii szarmazék eldallitdsanak lehetdségét vetette fel. A modell alapjin a 2-es
szénatomok koz¢ egy négy atomos kapcsold elem beiktatdsa tiint célszertinek.

oA 5% HCl O%C (COCI), EtsN oA
AcO 0 aceton Aco/éw 2, Elg Acoé&/
Acoéwo’*c —EEE AcO OAc AcO OAc

N=CH-CSH4-(4)OM9 NH2HC| absz. CH2C|2 NH
/
MesSiNg, SnCly kat. NaOAc, H,0 0=C,
absz. CHxCl, ” 24 25 26 2
R' = CH,CCl3 %ococn Me3SiNg SnCly kat.
absz. CH20|2
OAc _ OAc OAc
A o 505y
C apnsz.

NHCOOR' ave NHCOOR' ¢ NH

27 28 0=C

20 0\

2
ap2 - | %
OA(§> Nap-Z OAc l}lap-z OF(’t) l}lap-2
ACO/&W deprot. ACO/&&V COCl), Et3N RO’&W
o2 NHCO PO, ACOC NHcO  (COCI):, Ets 85 NHCO

NHCOOR' NH, absz. CH,Cl, NH

32 v 2

3. dbra: ,,Dimer” glikozilamidok eldéllitasa



A per-O-acetilezett D-glilkézamin nitrogénen szokdsosan védett szdrmazékabdl (23) az
azidképzés sikertelen volt, ezért a 25 amint oxalileztiikk, majd elkészitettilk a 29 azidot.
Ennek Staudinger tipusu atalakitdsa a kivant amidd4 (Phs;P, BusP, MesP illetve 2-naftoesav
vagy 2-naftoil-klorid alkalmazédsaval) nem volt eredményes. A megfeleld glikozilamin N-
acilezése érdekében megkiséreltiikk 29 redukcidjit, azonban ez katalitikus hidrogénezési
koriilmények kozott (Raney-Ni, Pd/C) nem reagalt. Ezért kénytelenek voltunk keriil¢ utat
megvizsgdlni, €s a 2-NH, csoportot az amid mellett szelektiven hasithaté csoporttal védeni.
Az dltalunk e pélydzat keretében kidolgozott j trikléretil hasitds®' (1d. a 6. pontot) tovabbi
kiprébaldsdra kiinduldsi anyagként a 2,2,2-trikloretil-karbamdatként védett azidot (27)
valasztottuk, és alakitjuk 4t a célvegyiiletté (az utolsé két reakcidlépés 30—31—32
megvalositasa a jelentés irasakor még nem fejez0dott be).

5. A glikogén foszforilaz els6 mikromodlos gétloszerei a 36 (X = O, S) gliikkopiranozilidén-
spiro-(tio)hidantoinok voltak.'> #*?* A fehérje-krisztallografiai vizsgélatok e vegyiiletek-
ben is az anomer centrum [-NH szubsztituensének H-kotés donor szerepét erdsitették
meg.25’ % Az acil-karbamidokkal nyert tapasztalatok alapjdn — melyek szerint er0s kotddés
e H-hid hidnydban is kialakulhat — olyan spiro-szarmazékokat éllitottunk el6, amelyekben
ez a H-kotés szerkezeti okok miatt nem johet 1étre.

Gliikopiranozilidén-spiro-tiazolonok. A 33 (ulopiranozilbromid)onsavamid szdrmazék
tiokarbamiddal a 34 spiro-tiazolonnd alakult. Ennek acilezése szelektiven a 35
szarmazékokat adta, mig alkil-bromidokkal bézis jelenlétében végzett alkilezése fOleg az
amid nitrogénen ment végbe (R’ = Me: 62 % 38; R’ = allil: 24 % 38 + 26 % 39; R’ = Bn:
26 % 38 + 24 % 39). A 34 és 35 vegyiiletekkel eddig elkésziilt enzimkinetikai eredmények
alapjan (34 (R = H), Ki = 14 uM; 35 (R = H) Ar = Ph, K; =9 uM; Ar = I-naftil, K; = 8 uM;
Ar = 2-naftil, Ki = 4 uM) ez a vegyiilettipus igazolta a tervezési szempontot, és tovabbi
képviseldinek eldallitdsa folyamatban van.

OBz OR OR
Bé(z)&%/oowz HaNCSNH, RO O ArCOCI RO Q
Bz R >=NH R \FNN COAr
Br o N o N
34 H 35 H

33

PhC(=NH)NH
o NG

o% .y OBz OR OR
RO BzO Q RO Q RO Q
RO N Bzci)— RO S RO S .
BzO
o N o~ N o~ N
36 37 38 R’ 39 R

4. dbra: Gliikopiranozilidén-spiro-tiazolonok el6ééllitasa és reakcidik

Gliikopiranozilidén-spiro-imidazolonok. A tiazolonokkal anal6g, de a B-NH csoportot is
tartalmaz6 imidazolonok elddllitasat kiséreltik meg 33-b6l benzamidinnel, azonban a
kivant gylriizaras helyett csak a 37 eliminacios terméket kaptuk meg.
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5. dbra: Glikopiranozilidén-spiro-imidazolonok eldallitasa

Imidazolon tipust vegyiiletek elddllitasara vizsgalt masik lehetéség a 40 (ulopiranozil-
azid)onsavamid szarmazék Staudinger eljardssal végzett in situ atalakitdsa egy karbodiimid
tipusu koztitermékké (43), amely gylrit zarhat a vart termék keletkezése irdnydban. E
reakciok végrehajtasakor minden esetben bonyolult termékelegyet kaptunk, amelyekbol
nem sikeriilt valamennyi képzddott vegyiiletet elkiiloniteni. Ha a foszfinimint rovid (~15
perc) reakci6idé alatt képeztiikk, €s 4-nitrofenil-izociandttal reagdltattuk, a vart 44
imidazolont és annak izocianat addicios szarmazékat (45) tudtuk izoldlni. Hosszu ideji (6-
8 nap) foszfiniminképzés utan a 41 és 42 N-szubsztitudlt hidantoinokat kaptuk (melyek
keletkezéséhez a 43 karbodiimid karbamidda hidratalodasat tételeztiik fel). Benzil-
izocianat alkalmazdsakor tobbféle olddszer €s hOmérséklet kiprobéldsa is a 46 és 47
vegylileteket szolgaltatta eltérd aranyban.

Glikopiranozilidén-spiro-oxatiazolok. Ezeket a vegyiileteket D-gliiko?’ és D-galakto®
konfigurdciéban éllitottuk el6 a megfelel6 védett 1-tio-aldopirandzbdl (48) arilhidroximoil-
kloriddal végzett tiohidroximat (49) képzéssel, és ezt kovetd oxidativ gylriizarassal (50). A
véddcsoportok konvenciondlis eltdvolitdsa utdn kaptuk az enzimoldgiai vizsgélatokra
alkalmas vegyiileteket.

ax —~OAc RoO.2x —~OR RO.2x —~OR
Acg;é&/ oy _ArC(C)=NOH eq%&gvs A NBS eq 0
AcO — RO A T RO o S>_
O- —Ar
. 50 N

OA
¢ N
48 49 HO
eq: D-glliko; ax: D-galakto
6. dbra: Glikopiranozilidén-spiro-oxatiazolok eldéllitasa
A D-galakto konfiguraciéju szarmazékokat E. coli D-galaktoziddzzal szemben vizsgaltuk:

mind a tiohidroximatok, mind a spiro-oxatiazolok gyenge gatldszernek bizonyultak (K; =
1-10 mM).”®
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A D-gliiko konfiguracidji vegyiiletek tervezésekor az 1. pontban részletesen leirt acil-
karbamidokat tekintettiik irdnyadénak, amennyiben az ott hatdsosnak bizonyult
szubsztituenseket alkalmaztuk a spiro-oxatiazol gylrii helyettesitéiként. A tiohidroximatok
nem mutattak gatlast a nydl vazizom glikogén foszforildzzal szemben, de a spiro
vegyliletek k6zott tobb a mikromdlos tartomanyban, mig a 2-naftil szarmazék a nanomolos
tartomanyban gétolta az enzimet (4. Tébl.).”’

4. Tablazat: A gliikopiranozilidén-spiro-oxatiazolok gatlé hatdsa az RMGPb enzimre

Ar

OH
HO Q
HO S
O"b )—Ar | Ph p-NO,Ph  p-CNPh p-FPh  p-OMePh p-PhPh 2-Naphthyl
N

Inhibicig K 26 48 8.2 0.16

[(uM] ICs 250 700 250

Gliikopiranozilidén-spiro-oxadiazolok. A spiro-oxatiazolokkal parhuzamosan vizsgaltuk a
megfeleld6 oxadiazolinok (52) el6dllitasat is, amelyekben az anomer centrumhoz
kapcsol6dé B-NH az emlitett médon hozzdjarulhat az erés kotédéshez. Szamos reakcidutat
megvizsgalva a 4 azidbdl moédositott Staudinger mddszerrel tudtuk eldéllitani az oxidativ
cikliziciéra alkalmas 51 amidoximokat. A kiillonboz6 koriilmények kozott megkisérelt
gylriizaras sordn 51-b6l (Ar = 4-NO,-CgH,) Osszetett termékkeveréket kaptunk, melynek
komponenseit azonositva nem taldltuk meg a vért terméket. A {6 termékek részlegesen O-
acetilezett 5-polihidroxialkil-2-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazolnak (54), illetve oxidalt
szarmazékdnak (55) bizonyultak, amit a heterogyliri aromatizdcidjanak érdekében
bekodvetkezd cukorgytirii-felnyildssal értelmeztiink.?’

RO
AACCC?%&/N I Pes RSO%&LH Ar
=Ac —
A= 0 2. ArC(Cl)=NOH RO Y
N
4 o1 “OH Ar = CgHs,
4-NO-CgHa,
fory 0 H . 4-CN-CgH,
AcO N
ACOO />—Ar l l l
N
%2 AcO AcO AcO
c c c
A‘A%’&&N Ar A%O&QT/N A‘}P&i’/
c — c —
c h * ACOO )—Ar + AcOl™ >—Ar
N\\O ~N ~N
Conditions (c) 53 (%) 54 (%) 55 (%)
Lamp (W) NBS (eq)
60 4 31 0 -3
60 4x1 0 0 45
375 4 0 20 10

7. dbra: Gliikopiranozilidén-spiro-oxadiazolinok eldallitdsara végzett kisérletek
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Gliikopiranozilidén-spiro-szulfahidantoinok. A glikogén foszforildz enzimek gétloszerei-
nek tervezéséhez néhdny esetben szamitdsi kémiai médszereket is publikdltak.”’ Ennek
alapjdn érdekesnek tlint egyes inhibitorok szerkezetében karbonil—szulfonil cserét
végezni.

A B-D-gliikkopiranozil-szulfonamid (64) el6éllitasat elséként az 1-tio-f-D-gliikopiranzbdl
(87) oxidacidval nyerhetd szulfonatsébol (58) kiséreltiik meg, azonban szamos probalkozas
ellenére sem sikeriilt a megfelel6 savkloridhoz (61) jutnunk. A savklorid jelenlétét
feltételezd, nitrogén nukleofilek jelenlétében végzett probalkozdsok is eredménytelenek
maradtak. Egy, a munkdnk kozben megjelent kozlemény megerOsitette, hogy a 61
szulfonilkloridok igen bomlékonyak, kéndioxid vesztéssel a megfeleld glikozil-kloridda
(60) alakulnak.’® A 64 szulfonamidot mds tdton, az 59 tioglikozid oxidécigjat (62) kovetd
B-elimindciéval nyerhetd szulfindtsébol (63) allitottuk eld.

A 36 spiro-hidantoinokkal anal6g szulfahidantoinok egyik regioizomerjének (70)
elkészitése érdekében a 64 szulfonamidot gyokosen bromoztuk. A véart 1-brém szdrmazék
(67) mellett az 5-brém vegyiilet (66) is keletkezett, ami egyes irodalmi tapasztalatok®’
alapjan varhat6é volt. Vdératlan volt viszont az acetobromgliik6z (68) keletkezése, amely
valamennyi kisérlet (Br,, CHCI;, K,COs, hv, reflux; NBS, Bz,0,, CCly, reflux; Bry,
K,COs3, PhCF;3, hv, reflux) sordn féterméknek bizonyult. Ennek elkeriilésére vizsgaltuk az
59 tioglikozid és a 62 szulfon bromozasat. Az 59 tioglikozid esetén bomlds tortént, mig a
62 szulfonbdl az 1-brém- (69) és az 5-brom (65) szarmazékokat izolaltuk. Az 1-bréom-
szulfonbdl megkisérelt B-eliminécid tobb terméket adott, melyek koziil egyet sem sikeriilt
tiszta formdban elkiiloniteni. A nem tiszta frakcick NMR spektruma alapjan
val6szintsithetd, hogy a reakcid f6 irdnya az oldallanc lehasaddsa helyett a HBr eliminaci6
a cukorgytirli 1,2-pozicidibol.

A 67 1-brémglikozil-szulfonamidot a 36 spiro-tiohidantoin eldéllitasdnak koriilményei
kozott reagéltattuk, azonban nem tapasztaltunk dtalakuldast (NH4SCN vagy AgSCN,
CH;3NO,, 80 °C vagy reflux, DMF reflux). A 67 és 69 megkisérelt azidszubsztiticids
reakciokban (NaNj3 vagy LiNs, vagy Mes;SiN3/AgOTf DMF-ben vagy acetonban szoba-
vagy refluxhomérsékleten) is hasonl6 észleleteink voltak.

A spiro-szulfahidantoin masik regioizomerje elkészitésének lehetdségét a 40 (ulopiranozil-
azid)onsavamidbdl kiindulva vizsgdltuk. Ennek redukcidja aminkeveréket (71)
szolgaltatott, melynek reakcidja szulfonil-kloriddal a vart tomegli vegyiiletet (72) adta,
azonban a spiro-konfigurdcié egyértelmii meghatdrozdsa a rendelkezésre allé csekély
termékmennyiség miatt eddig nem késziilt el.
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8. dbra: Gliikkopiranozilidén-spiro-szulfahidantoinok eldéllitasara végzett kisérletek

6. Kordabbi munkdink sordn szdmos glikopeptidomimetikum prekurzornak tekinthetd
(ulopiranozilazid)onsav-"> ** és mds>*szdrmazékot allitottunk eld. Jelen vizsgdlataink arra
iranyultak, hogy ezeket hogyan alkalmazhatjuk olyan tripeptidek eldéllitasara, melyek az
anomer o-aminosavat kozépen tartalmazzdk, és amelyek standard peptidkémiai
véddcsoport manipuldcids és kapcsoldsi méodszerekkel tovabbalakithatok.

A szintézislehetOségek tanulmanyozdsa sordn cink por és N-metilimidazol etil-acetiatban

val6 alkalmazdsdaval 4 moddszert dolgoztunk ki 2,2,2-trikléretil-alapi véddcsoportok
(észterek, karbonatok, karbamatok) szelektiv eltavolitasara redukalhaté (azid, nitro, szén-
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szén kettds kotés, fenacil), illetve savérzékeny (terc-butil) funkcids- és véddcsoportok
jelenlétében.”!

A D-galaktéozbol 6 1€pésben elkészithetd 73 bromozott aktivészterbél aminosav
szarmazékokkal a 74-76 amidokat, majd ezekbdl azidszubsztiticiéval a 77-79 azido
»dipeptideket” allitottuk eld (9. dbra; 5. Tabl.). A 77 és 78 glicinamid redukciéjaval kaptuk
a 83 és 84 dipeptideket anomer keverék formdjaban, amelyekben az o-NH; szarmazék volt
tdlsdlyban, illetve ezeket kristalyositassal izoldlni is lehetett. A 83 acetilezésével kapott
elegybdl mindkét anomer dipeptidet (93 és 97) el tudtuk kiiloniteni. Az aminkeverékek
tovabbi, DCC-vel végzett acilezési reakcidelegyeibdl csak az 86 és 87 axidlis amidokat
izoldltuk. A 77 azido-glicinamid Staudinger mddszerrel végzett reakcidjdban az
acetilezdszertdl fliggden eltérd termékaranyokat (93 és 97) figyeltiink meg.

A di- illetve tripeptidek szetereoszelektiv eldallitisa érdekében vizsgéltuk 74-76 Ritter-
reakcidjat, amely korabbi talpalsztallaltalink34 szerint nem helyettesitett amidokkal (pl. 74 R =
H) axidlis nitrilbeépiilést mutatott. A 74-76 vegyiiletekbdl kiindulva a 80-82 spiro-
oxazolinokat kaptuk, melyek savkatalizalt hidrolitikus gyfirlinyitdsa a 85, 86 és 88 di- és
tripeptideket adta.

Az ellentett konfigurdciéju peptidek eldéllitdsara a 77 és 78 azidokat Staudinger
modszerrel a megfeleld védett aminosavval reagaltattuk, €s a 90 és 91 szarmazékokat
izolaltuk.

A tripeptidek anomer konfigurdcidjanak bizonyitdsa — az oldallincok mozgékonysaga
miatt — NMR mddszerekkel nem volt teljesen egyértelmil, ezért tovabbi vizsgalatok,
elsésorban CD mérések és molekulamodellezés sziikségesek, illetve folyamatban vannak.
Az itt megadott konfiguracidk az alkalmazott reakciok ismert szelektivitdsi viszonyain,
illetve a piranézgytiriik vazprotonjai kémiai eltolddasainak korreldcidjan alapulnak.

AcO AcO AcO
ACO‘§ O oo, X ACO'% O connr _NeNs ACO'% L
AcO AcO
Aol 27875 EtN Ao DMSO, 1. t, T acol
Br dioxan, r. t. Br CONHR
73 74-76 77-79

Id. 5. Tabl. Ra-Ni

EtOAc, r. t.
AcO AcO
AcO o NR AcO o
AcO AcO NH,
AcO [e) AcO
NQ( CONHR Id. 5. Tabl.
8082 83, 84
TFA, H
\’ 20 Jld. 5. Tabl.
AcO AcO
AcO- o AcO- o
A CONHR NHCOR'
cO + AcO
AcO AcO
NHCOR' CONHR
85-88 89-91

9. dbra: Anomer o-aminosav tartalmu di- és tripeptidek eldéllitasa
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5. Tablazat: Anomer o--aminosavat tartalmazo szarmazékok szintézise

(Zﬁiﬁuft) R Reakcidkoriilmények termIézlleei; %)
73 1d. a 9. 4brdn ;‘; gg 75 (66);
74 CH.CO.Me 1d. 2 9. dbrdn 77 (65)
AgyCOs, CHCN, r. t., sotétben 80 (65)

75 CH.CO:Bn 1d. 2 9. dbrdn 78 (87)
gr%z)cC%i\I(I:{%g%f\I, r. t. sOtétben 81 (29)

76 CH(CHs)CO:Me 1d. a 9. dbrén 79 (66)
AgyCOs3, CH5CN, r. t. sététben 82 (43)

77 CH.CO.Me 1d. 2 9. dbrdn 83 (79)
Me;P, AcCl, CHoCl, 20°C -r.t. 85 (24); 89 (10)
MesP, Ac,0, CH,Cl, 20°C -r.t. 85 (51)
Me;P, AcOH, CH,Cl,, -20°C - 1. t. 85 (29)
M EIOSHCNOR

78 CH.CO2Bn 1d. 2 9. dbrdn 84 (67)
EA:IZ%ISSZEH(CHQNHCOZtBu, 91 (33)

79 CH(CHs)CO:Me

80 CH,CO:Me CHa 1d. 2 9. dbrdn 85 (55)

81 CH,CO:Me CH.NHCO,Bn 1d. a 9. dbrdn 86 (27)

82 CH(CHs)CO:Me  CHg 1d. 2 9. dbrdn 87 (29)

83 CH.CO,Me AcCl, piridin, r. t. 85 (15); 89 (15)
gg;gg’};zlecoan, DCC, 86 (42)

84 CH,NHCO,Bn gg;ggE?THCOZB“’ DCC, 87 (31)

85 CH,CO:Me CHs

86 CH.CO.Me CH,NHCO,Bn

87 CH.CO:Bn CH,NHCO,Bn

88 CH(CH;)CO:Me  CHg

89 CH,CO:Me CHs

90 CH.CO:Me CH(CHa)NHCO,Bu

91 CH,CO,Bn CH(CHs)NHCO,Bu
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7. Az uj vegyiiletekkel elkésziilt enzimkinetikai és krisztallografiai vizsgdlatok fontosabb
eredményeit az el6z6 pontokban ismertettiik.

A gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin akarbdzzal végzett enzimkatalizalt transzgliko-
zilezésével egy uj, tetraszacharid jellegli spiro-tiohidantoint allitottunk eld, amely a nyél
amildzt az akarb6zndl négyszer jobban gétolta.”

A gliikkopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (TH) in vivo hatékonysdgat Wistar patkdnyokon
streptozotocinnal (STZ) indukalt hiperglikémias koriilmények kozott hiperinzulinémids
(INS) euglikémids gliikkéz-clamp mddszerrel vizsgaltak. Megdllapitottdk, hogy a vegyiilet
in vivo vércukorszint-csokkentd hatdsi. A legfontosabb eredményeket 0sszegzd édbrikat
mellékeljiik.*

9,0

8.5 Figure 2. The hypoglycaemic
j‘;‘ }<}/ \§\+I\ /} action of thiohydantoin (100
s [ 1\1 {’ mg/kg) on faspng blood glucose
g | [mye L\I\I* . level after its intravenous
£ 651 LSt | l\l dmini . * indi
N B v 1 administration. * indicate
2 significant difference from its
§ 5.0 control value obtained just before
B 45+ }\}\%/i/}\}} (0 min) the intravenous
K 03 administration of thiohydantoin.
2,54 —— S
2,0 D §<%\§
0 5 10 is 2 35 30min
30 * Figure 3. The effect of
| thiohydantoin (100 mg/kg i.v.)
25 administration 30 before the
_ " commencement of clamp
20 * procedure on the whole body
2 [ insulin sensitivity as determined
£ 154 by hyperinsulinaemic
E - euglycaemic glucose clamping.
= 104 | 5 * means statistically significant
I = different from the
2] é N & streptozotocin-induced diabetic
) ‘” [Ill]  rats (STZ) at P <0.05.

C-(B-D-Gliikopiranozil)-heterociklusok  (benzimidazol, benztiazol, 1,3,4-oxadiazol)
kotodésének szerkezeti sajatsagait egylittmiikodd partnereinkkel protein krisztallografiai
modszerekkel vizsgalva a glikogén foszforildz enzim egy 4j kotéhelyét fedeztiik fel, amely
a benzimidazol gytirli szelektiv kapcsoldsara alkalmas.”’

Felkérésre konyvfejezetben foglaltuk 6ssze a glikogén foszforildz enzimek gliik6z anal6g

inhibitoraival kapcsolatos ismereteket,”® illetve djabb megkeresések alapjan a glikogén
foszforildz gatlasanak az antidiabetikus terdpidban nyil6 lehetdségeit 6sszegeztﬁk.39’ 40
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Publikdciok, hivatkozdsok

A munka eredményeirdl eddig 7 kézleményiink jelent meg/van nyomdédban (az irodalom-
jegyzék 6., 18., 21., 28., 35., 37., 38. tételei). Egy Osszefoglalé (39.) elfogadds, egy ujabb
attekint6 cikk (40.) bekiildés el6tt all. Tovabbi 7 eredeti kozlemény (2., 3., 9., 10., 15., 27.,
36.) szintetikus és enzimoldgiai része elkésziilt, a krisztallografiai vizsgalatok leirdsanak
hozzdaddsa utdn kiildjilk be Oket kozlésre. Hazai és nemzetkozi rendezvényeken 31
eldaddst/posztert tartottunk/mutattunk be (Id. a jelentés végén). A megjelent munkdkra eddig
27 hivatkozas érkezett.
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Oszedllitas alatt 4ll.
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elodllitasa (2005) A Magyar Kémikusok Egyesiilete Nivodijaval kitiintetve
TELEPO KATALIN — N-Acil-N’- 5-D-gliikopiranozil-karbamid tipusi glikogén foszforildz
inhibitorok elddllitdsa (2006)
KONYA BALINT — Glikogén foszforildz inhibitorok elddllitdsa és enzimkinetikai vizsgdlata
(2007)
HUSE CSABA — Gliikopiranozil tiokarbamidok, mint glikogén foszforildz inhibitorok
elodllitasa (2007)
OTDK dolgozatok
KONYA BALINT — Gliikopiranozil-karbamid tipusi glikogén foszforildz inhibitorok elddllitdsa
(2007)
HUSE CSABA — N-(5-D-gliikopiranozil)-N’-aril- illetve acil-tiokarbamidok, mint potencidlis
antidiabetikumok elédllitdsa (2007)

A kutatdsi téma tovabbi lehetséges irdnyai, hasznositdsi lehetoségek

A glikogén foszforildz enzim gétlészereinek, mint potencidlis antidiabetikumoknak a
fejlesztése irant jelentds nemzetkozi érdeklodés mutatkozik, ezért ezen a teriileten tovabbi
vizsgalatokat terveziink: molekulamodellezéssel €s kémiai dokkoldsokkal tdmogatva az acil-
karbamidok uj generédcigjat tervezzilk meg és allitjuk eld; a gliikkopiranozilidén-spiro-
heterociklusok tovabbfejlesztése is igéretes; az acil-karbamidok vezérszerkezetként vald
alkalmazasaval nagyobb kémiai stabilitdsti nem klasszikus bioizosztérek készithetOk. Ezek a
vegyliletek megfeleld bioldgiai aktivitds ¢és farmakokinetikai tulajdonsdgok esetén
gyogyszerfejlesztés kiinduld pontjai lehetnek.

A glikozidazgatlok (gliikkoziddz, galaktoziddz, amildz) teriilete szintén igéretes lehetne,
azonban a hazai kooperécids partnerek nyugdijazdsa és kutatdsi lehetdségeik megsziinése
miatt ez a teriilet a kozeljovében kisebb érdeklddést kap csoportunkban.

Debrecen, 2008. februar 26.
Dr. Somsak Laszlo

egyetemi tanér
témavezetd
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