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1. Az értekezés eldzményei és celkitOzései

A cukorbetegség (Diabetes mellitus) napjainkban egyre sulyosbod6 problémét jelent a fejlett
nyugati tarsadalmakban. A WHO adatai szerint mintegy 171 millio6 ember szenved ebben a
betegségben. Az érintettek 90%-anak 2. tipusu cukorbetegsége van. Az elGrejelzések alapjan a
betegek szdma 2030-ra elérheti a 366 millio f6t is.

A cukorbetegség a szénhidrat anyagcsere kronikus betegsége, melynek jellemz6je a magas
vércukorszint  (kronikus hyperglycaemia), kozvetlen oka pedig az abszolit vagy relativ
inzulinhiany.

Megjelenési forméajat tekintve két fécsoportra oszthato:

Az 1. tipust vagy inzulinfuggé Diabetes mellitus esetében a hasnyalmirigy [-sejtjeinek
miikddese, és ezaltal az inzulin termelése csokken, szélsdseges esetben teljesen hianyzik, igy nincs,
ami elinditsa a sejtek glikéz felvételét és a glikogénszintézist. Leggyakrabban fiatalkorban
kezdédik, de alkalmanként el6fordul feln6tteknél is. Inzulin adagolasaval a szervezet
cukorhéztartasa egyensulyban tarthatd.

A 2. tipusu vagy nem inzulinfliiggé Diabetes mellitus esetében a 3-sejtek miikddnek, viszont a f3-
sejtek glikdz-érzékenysége, az inzulin-felszabadulds, valamint a szervek inzulinérzékenysége
romlik, végul inzulinrezisztencia 1ép fel. A szervezet szénhidrategyensdlya inzulin adagolasaval
nem tarthato fent, csak diétaval vagy pedig orélis antidiabetikumok alkalmazéasaval.

A kialakult hyperglycaemiaért els6sorban a maj megndvekedett gliikdz -termelése a felels, ami
a glikoneogenézisre és a glikogenolizisre vezethetd vissza.

Kezelésének egyik modja lehet, ha a glikogen foszforilaz (GP) enzim aktivitasat valamelyik
kotbhelyhez kapcsolodd inhibitor molekuldval csdkkentjik. Az enzim aktivitdsnak gatlasaval a
glikogénlebontés visszaszorithato és ez a vércukorszint csokkenéséhez vezethet.

A nyolcvanas években szdmos inzulinrezisztenciat csokkentd tiazolidin-2,4-dion tipusu

vegyuletet irtak le (1. tdblazat).
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1. tAblazat

Koziiliik kiemelends a troglitazon (1), amely az USA-ban Rezulin® néven keriilt
forgalomba. 2000 maérciusdban azonban betiltottdk alkalmazésat, mivel az Eurdpéaban tortén6
bevezetése kapcsan kider(lt, hogy a kezelt betegek 2%-anél stlyos majkarosodast okozott.

A lilaviragl maériatdvisb6l (Silybum marianum) izolalt, majved6 hatdsa (+)-szilibinnel (5)
[Legalon®, Madaus AG, KélIn] kapcsolatos hatas-szerkezet ¢sszefiiggés vizsgalatok azt mutattak,

hogy a méjvédd hatas szempontjabol a molekula 1,4-benzodioxan vézanak dont6 szerepe van.

1. bra: A lilaviragl mariat6visbdl (Silybum marianum) izolalt (+)-szilibin szerkezete

Kutatécsoportunk a kdzelmultban olyan troglitazon analogonokat [5-arilidén-tiazolidin-2,4-
dion szarmazékok (6)] Allitott el6, melyekben e vegyilet kromén részét 1,4-benzodioxan
gy(rlrendszerrel helyettesitették. E vegyuletek farmakoldgiai adatai arrél tantskodtak, hogy az 1,4 -

benzodioxan gy(r(irendszer potencialis ,,épit6 k8” lehet egy 0j tipusu antidiabetikus gyogyszer
kifejlesztéseben.
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2. abra: A troglitazon rokon vegydletei

Doktori munkam soran e feltételezést az englitazon (2) 1,4-benzodiox&n analogonjainak

vizsgélataval kivantuk megerdsiteni.
2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

Kutatdmunkank soran a szerves kémia mikro-, félmikro- és makro mddszereit alkalmaztuk.
A reakciok nyomon kovetesét és az elGallitott termékek tisztasdganak ellendrzését vékonyréteg-
kromatogréfidval, a termékek tisztitdsat oszlopkromatogréfidval és/vagy kristalyositassal végeztuk.
Az Uj vegylleteket fizikai &llandoikkal (olvadaspont, forgatoképesség) jellemeztiik, szerkezetiiket

'H-NMR méréssel igazoltuk.
3. Uj tudomanyos eredmények
3.1. Englitazon analogonok szintézise és glikogén foszforildz enzim gétl6 hatdsuk vizsgalata

A hatas-szerkezet dsszefliggések felderitésehez a 3. dbran feltiintetett englitazon analogonok

szintézisét valositottuk meg.
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3. dbra: Englitazon és rokon vegytleteik szerkezete I.



A kereskedelmi forgalomban is kaphatd 3,4-dihidroxibenzaldehidbdl (12) vagy vanillinbdl

(13) kiindulva tobb lépésben véaltozatosan szubsztitudlt 1,4-benzodioxanvézas aldehideket

allitottunk el6, melyeket mikrohullamd korulmények kozott tiazolidin-2,4-dionnal (TZD)

kondenzalva 7a, b, 9a, b és 10a-c englitazon analogonokhoz jutottunk. A 7a, b és 10a, b vegyiile-

tek nyomas alatti katalitikus hidrogénezése 8a, b és 11a, b vegyileteket eredményezte (4. 4bra).
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4. abra: Englitazon analogonok el6allitasa

A vegylleteink farmakoldgiai vizsgélatdt a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészség-

tudomanyi Centrum Orvosi Vegytani Intézetében végezték el.
A GP enzim inhibicijat 30 °C-on 50 mM trietil-amin / HCI pufferben (pH=6,8)
1% glikogénnel 4 mM a-D-glik6z-1-foszfat és 1 mM AMP jelenlétében mérték. Az eredményeket

a 2. tdblazatban tiintettiik fel.
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2. tdblazat

H 233

A 2. tébldzatban ismertetett enzimkinetikai adatokbo6l megéllapitottuk, hogy az 1,4-

benzodioxan gy(ir(is sz&rmazéka [(x)-8a: K;= 217 uM,] a GP enzim természetes inhibitoranal, a -



D-gluk6zndl (K; = 1700 pM) mintegy nyolcszor hatékonyabb és az 1,4-benzodioxan
gy(rlrendszerhez kapcsolddo benzilcsoport helyzetének (C-2 vagy C-3) nincs meghatarozo szerepe
[(x)-8b: Ki = 217 pM], s6t e csoport elhagydsa némi hatasnovekedést is okoz [(+)-1lla:
Ki=200 pM]. E vegyuletnek az enzim aktiv centrumahoz vald illeszkedését a C-8 helyzet(i
hidrogénjének metoxicsoporttal [(x)-11b: K; = 257 pM] val6 helyettesitése, vagy a tiazolidin-2,4-
dion gydrl C-5 szénatomjan a kettds kotes bevezetése (10a: K= 233 uM) szamottevGen rontotta.
Ez utdbbi vegyllet esetében is a C-8 helyzetli metoxicsoport (10b: K; = 243 pM) vagy a brém (10c:
Ki = 283 pM) beépitése jelentds hatasvesztést eredményezett. A C-2 vagy C-3 helyzeti
metiléncsoport jelenléte a gatld hatas teljes megszlinéséhez vezetett (9a és 9b: K; > 625 pyM).
Meglep6 modon ez utébbi vegyiiletek fenilszdrmazékai (7a: Kj= 100 pM, 7b: K; =25 yM) a 8a-nél
is szamottevGen hatékonyabb gatl6 hatast mutattak.

E meglep6 farmakoldgiai eredmények az alébbi kérdéseket vetették fel:

a.) A hatas milyen mértékben kotddik a 2-benzilidén-1,4-benzodioxén gy(rirendszerhez?

b.) Van-e meghatérozo szerepe a tiazolidin-2,4-dion gydr(rendszernek?

Kérdéseink megvéalaszoldsara 16-19 vegyiileteket allitottuk eld és vizsgaltuk GP inhibitor
hatasukat (5. &bra).

Sacras ?DM o o

16 17aR=H 19
17b R=OMe

5. dbra: Englitazon és rokon vegytleteik szerkezete I1.

A racém-16 el6allitasat a 6. dbran bemutatott moédon a mar keziinkben 1évé 14b 1,4-

benzodioxan szdrmazékbdl kiindulva valdsitottuk meg.
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6. abra: A racém-16 szintézise

A 21 - 23 aldehidekbdl tiazolidin-2,4-dionnal a mar ismert korilmények kozott végzett

kondenzacioval 17b — 19 vegyiletekhez jutottunk (7. 4bra).
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7. abra: A 17b-19 vegyiletek el6allitasa

A 4-hidroxibenzaldehidet (24) tiazolidin-2,4-dionnal kondenzéltatva a 25 sz&rmazékot
kaptuk, melybdl fahéjalkohollal (26) Mitsunobu reakciéval j6 hozammal izolaltuk a 17a

szarmazékot (8. 4bra).
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8. dbra: A 17a englitazon analogon szintézise

A racém-16, 17a, b, 18, 19 tiazolidin-2,4-dion szarmazékok farmakologiai vizsgalatainak

eredményeit a 3. tablazatban tlintettik fel.
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3. tablazat folytatasa

Meglepd mabdon, e vegyuletek 625 puM-os koncentracioban sem csokkentették a glikogén
foszforilaz enzim aktivitasat. Ez egyértelmden arr6l tanuskodik, hogy e vegyiletek GP enzim gétl6
hatdsdban az 1,4-benzodioxan gydrQ és a benzilidéncsoport egyittes jelenléte a meghatarozo és a

tiazolidin-2,4-dion gy(r( elhagyhato.

3.2. N-2-Naftil-B-D-glukopiranozilamin O-heterociklusos rokon vegyuleteinek szintézise és

farmakologiai vizsgalata

A tanszéklinkon Somsék professzor iranyitdsaval mar tébb mint tiz éve intenziv kutatasok
folynak a glikogén foszforilaz enzim gliik6z analdg gatloszereinek (potencialis antidiabetikumok) a
szintézise és bioldgiai vizsgalata teriletén.

Nagyszamu szénhidrat szdrmazeékokat, tobbnyire O, N és C-B-D-glikozidokat &llitottak mar
el6 és megéllapitottdk, hogy e vegyiletek kozill az N-acil-B-D-glukopiranozilamid (28, 29) illetve
N-szubsztitualt-N’-(B-D-gliikopiranozil)karbamid szarmazékok (30) hatékony inhibitorok (9. &bra).

OH OH
N R HO NN«
Ho="or" [ HOS"%R" R
0 0
28: R=2-naftil Kj=9,7 uM 30: R=2-naftil K;=0,4 uM
HO
Q
H
" i~ SI
m Y\/“
HO 5

29: Ki=3,5 uM

9. abra: A glikogén foszforilaz glikoz anal6g gatldszerei



A hatas-szerkezet Osszefuggések mélyebb megismeréséhez az N-2-naftil-B-D-

glikopiranozilamin (28) O-heterociklusos analogonjait (31a-c, 32-34) is el6allitottuk (10. abra).
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10. abra: O-Heterociklusos N-B-D-gliikozilamidok szerkezete

A tetra-O-acetil-p-D-gliikopiranozilazidot (35) a 36a-c, 37, 38 és a 39 karbonsavakkal a
madositott Staudinger-reakcié korilményei kozott kapcsoltuk és magas hozammal a kivant -D-
glikopiranozilaminokat kaptuk meg (40a-g). A racem-37 karbonsav esetében diasztereomerek
(40d, e) keletkeztek, melyek elvalasztasat oszlopkromatogréafiaval sikerllt megoldanunk. Az 1,4-
kutatdcsoportunk altal megfogalmazott helicitési szabaly alkalmazaséaval hataroztuk meg. Az acetil

veddcsoportok Zemplén-féle elszappanositasa a kivant glikozidokat eredményezte (11. 4bra).
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11. abra: Staudinger reakciot kovetd Zemplén-féle elszappanositas

A farmakoldgiai vizsgalatok eredményeit a 4. tablazatban foglaltuk dssze.
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Vegyuleteink inhibicios allandoit (K;) az N-benzoil-B-D-gluk6zamidéval (41) dsszevetve
megallapithatd, hogy a fenilcsoport szubsztitdcidja (31a-c) szamottevéen csdkkentette a molekula

illeszkedését az enzim aktiv centruméhoz. Az aromas és a szénhidrat farmakofor 6t kotésen

4. tdblazat

keresztil torténé Osszekapcsoldsa hatasnovekedést okozott (K;:3la > 3la

33) is. Kilondsen fokozddott ez, ha a molekula m-donor képességét (lasd 33 és 34) még a

konjugacidval is ndveltik.

32b). Jelent6s
hatasndvekedést okozott e nagy hidrofob csoport n-donor képességének novelése (32a vagy 32b —



3.3. N-2-Naftoil-N =(B-D-glukopiranozil)karbamid analogonok szintézise és farmakologiai

vizsgélata

Somsdk professzor és munkatarsai azt talaltdk, hogy az N-2-naftoil-N’-(B-D-
glikopiranozil)karbamid (30) mar nanomolos koncentracidban is inhibitora a glikogén foszforilaz
enzimnek (K;= 0,4 uM).

Doktori munkam soran e vegyilet 42 és43 tipust szabadalomképes O-heterociklosos
analogonjainak szintéziseit valositottuk meg és ezek kozott a 30 szarmazéknal is hatékonyabb

(Ki =0,37 uM) vegydiletet talaltunk (12. &bra).
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12. abra N-2-naftoil-N’-(B-D-glikopiranozil)karbamid O-heterociklosos analogonjai

A fenti vegyuletek részletes el@allitasait és farmakologiai adatait szabadalmi okok miatt

doktori dolgozatomban nem ismertettik.



1. Background and aims of the dissertation

Nowadays Diabetes mellitus represents a serious problem in affluent western societies. 90%
of these affected have type 2 Diabetes mellitus. According to WHO data, over 171 million people
suffer from this disease, which is predicted to reach even 366 million patients by 2030.

Diabetes mellitus is the chronic disease of carbohydrate metabolism characterized by
chronically elevated blood glucose level and its origin is the absolute and relative deficiency of
insulin.

Considering its appearance Diabetes mellitus is divided into two main types:

Type 1 diabetes is the autoimmune mediated destruction of insulin producing p-cells in the
pancreas resulting in absolute insulin deficiency. In this case glucose uptake and the synthesis of
glycogen are hindered. Frequently it began in youth but occasionally it occurs at adults as well. By
administration of insulin, the glucose level can be balanced.

In type 2 diabetes or non-insulin dependent Diabetes mellitus, the B-cells are functioning but
their glucose-sensitivity, insulin-discharge and the insulin-sensitivity of the organs fail and insulin-
resistance occurs. Only diet, exercise and oral hypoglycaemic agents can help and the glucose-
balance can not be maintained by the administration of insulin.

The high glucose production of liver is mainly responsible for hyperglycaemia, which can be
attributed to glyconeogenesis and glycogenolysis.

A possible way of treatment is to reduce the activity of the glycogen phosphorylase (GP)
enzyme by bonding an inhibitor to one of its active sites.

In the eighties many thiazilodin-2,4-dione-type derivatives reducing insulin resistance were
reported (Table 1.).
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Table 1

From these, troglitazone (1), introduced as Resulin® in the year 2000 in USA, was found
outstanding. In March of the same year, it was withdrawn because it turned out that it caused
serious liver damage at 2% of the treated patients when introduced in Europe.

The structure-activity study of (+)-sylibin (5) [Legalon®, Madaus AG, Kéln], isolated from
the purple-flowered variant of the milk thistle (silybum marianum), showed that the 1,4-

benzodioxane moiety has a decisive role in its liver-protecting effect.

Figure 1: The structure of the (+)-sylibin

Our research group has synthesized recently some troglitazone analogues (6), in which the
chromene moiety was replaced by a 1,4-benzodioxane ring system. The GP enzyme-inhibitory
effect of these compounds showed that the 1,4-benzodioxane moiety might be potential “building

block” for the development of a new anti-diabetic drug.
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Figure 2: Troglitazon analogous

In the present dissertation we aimed to confirm this supposition by the synthesis and

investigation of the 1,4-benzodioxane analogous of englitazone (2).
2. Applied methods

The micro-, semi micro- and macro-methods of modern preparative organic chemistry were
applied. Reactions were followed and the purity of products ¢ hecked by thin layer chromatography.
Purification of products was performed by column chromatography and/or by crystallization.

New compounds were characterized by physical constants (melting point, optical rotation),

their structures were verified by *H-NMR spectra.
3. New scientific results
3.1. Synthesis of englitazon analogs and investigation of their GP enzyme inhibiting activity

For the structure-activity relationship studies, we synthesized the following englitazon

7a R!= =CH-Ph, R%=H 8a R!=Bn, R?=H % R1 R2=CH,, R%= R4—
7b R'=H, R?= =CH-Ph 8b R!=H, R?=Bn 9b R1=R2=H, R3 R4=CH,

N
¢ s~(NH

(0)

analogous (Figure 3).
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Figure 3: Structure of englitazon and its analogous I.

From the commercially available 3,4-dihydroxy-benzaldehide (12) or vanilline (13)
aldehydes containing a 1,4-benzodioxane skeleton with versatile substitution pattern were

synthesized. Microwave-assisted condensation reactions of these aldehydes with thiazolidin-2,4-



dione (TZD) gave the 7a, b, 9a, b and 10a-c englitazon analogous. Catalytic hydrogenation of 7a, b
and 10a, b under pressure resulted in compounds 8a, b and 11a, b (Figure 4).
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15b - 9b =CH, H H H
16a - 10a - 1la H H H H H
16b - 10b - 11b H H H H OMe
16¢c - 10c H H H H Br

Figure 4: Preparation of englitazon analogs

The pharmacological studies of our compounds were carried out at the Medical Chemistry
Department of University of Debrecen.

The inhibition of GP enzyme was measured at 30 °C, in 50 mM triethyl amine / HCI buffer
solution (pH=6.8), in the presence of 1% glycogen and 4 mM a-D-glucose-1-phosphate and 1 mM
AMP. The results are summarized in Table 2.
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The enzyme-kinetic data proved that racemic 8a englitazon analogous (Ki=217 uM) are
eight times more efficient than the natural GP enzyme inhibitor D-glucose (K; = 1700 uM), and the
position of the benzyl group connected to the 1,4 -benzodioxane ring system either at C-2 or at C-3,
does not have an important role. Moreover, the lack of this group leads to a somewhat increased
activity [(¥)-11a: K; = 200 uM]. By introduction of a methoxy group at C-8 [(z)-11b: K; = 257 yM]
or of a double bond at C -5 on the thiazolidin-2,4-dione ring (10a: K; = 233 pM), the binding to the
active site of the enzyme became worse. The presence of a methoxy group (10b: K; =243 pyM) or
bromine (10c: K; = 283 pM) on the C-8 of the 1,4-benzodioxane ring leads to remarkably smaller
activity. The methylene group at C-2 or C-3 caused complete loss of the effect (9a and 9b: K; > 625
pM). Unexpectedly, the phenyl derivatives of these compounds ( 7a: K; = 100 pM, 7b: K; = 25 uM)
showed considerable inhibitory activity.

These pharmacological results raised some questions as listed below:

a.) How is the activity related to the 2-benzylidene-1,4-benzodioxane skeleton?

b.) Is the role of the thiazolidine-2,4-dione ring system?

In order to address these questions compounds 16-19 were synthesized and their GP

inhibitory activities were investigated (Figure 5).
0O
| w0 |
Spevass ? o DO o

16 17aR=H 19
17b R=OMe

Figure 5: Structure of englitazon and its analogous 1.

The preparation of racemic-16 was achieved from the available 1,4-benzodioxane derivative

(14b) as show in Figure 6.

O CH
N = CHO 1. neopentyl glycol/p-TsOH TZD/NaOAc,_ H
o 2. Hy/Pd(C), 12 atm. o Tuow

3. (COOH
14b ( )2 20

Figure 6: The synthesis of the racemic-16

The condensation of aldehydes 21-23 with thiazolidin-2,4-dione under the described

reaction conditions gave compounds 17b - 19 (Figure 7).
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Figure 7: Preparation of the 17b-19 compounds

Condensation of 4-hydroxy benzaldehyde (24) with thiazolidin-2,4-dione resulted in
compound 25, which reacted under Mitsunobu conditions with cinnamyl alcohol (26) to afford
derivative 17a with good yield.

The results of pharmacological tests of racemic-16, 17a, b, 18, 19 thiazolidin-2,4-dione

derivatives are shown in Table 3.
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Surprisingly, these compounds did not inhibit the activity of GP enzyme even at a
concentration of 625 pM.

This revealed unambiguously that in the inhibitory activity of GP enzyme the
1,4-benzodioxane ring and benzylidene group are both responsible, while the thiazolidin-2,4-dione

moiety can be omitted.
3.2. Synthesis of O-heterocyclic derivatives of N-2-Naphthyl-f-D-glucopyranosyl amines

The synthesis and pharmacological investigations of glucose analogue inhibitors of the GP
enzyme (potential antidiabetics) have been pursued for more than ten years under the supervision of
Prof. Somsék at our department.

A great number of carbohydrate derivatives, mostly O-, N- and C-B-D-glycosides were
prepared and it was found that the N-acyl-p-D-glucopyranosyl amides (28, 29) and N-substituted-N-

(B-D-glucopyranosyl)urea derivatives (30) were efficient inhibitors (Figure 9).

OH OH
Q
N N<
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O O
28: R=2-naphthyl K;=9,7 uM 30: R=2-naphthyl K;=0,4 uM
HO.
H
o 1~
l_m/ 7‘/\/.
HO 0

29: K;=3,5 uM
Figure 9: The inhibitors of the GP enzyme glucose analogous

For a deeper understanding of the structure-activity relationships, the O-heterocyclic

analogous of the N-2-naphthyl--D-glucopyranosyl amine (28) were synthesized (Figure 10).
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Figure 10: Structures of O-heterocyclic N-B-D-glucosyl amides

Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl azide (35) was coupled under modified Staudinger

reaction conditions with carboxylic acids 36a-c, 37, 38 and 39 and the desired 3 -D-glucopyranosyl



amines (40a-g) were isolated in high yields. In the case of racemic carboxylic acid 37,
diastereomers (40d, e) were formed, which could be separated by column chromatography.
The absolute configuration of the chirality centre of the 1,4-benzodioxane ring system was
determined on the basis of its CD spectra, using the helicity rule established by our research group.
After removing the acetyl protecting groups according to Zemplén method, the desired
glycosides were obtained (Figure 11).
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Figure 11: Zemplén saponification method following the Staudinger reaction




The pharmacological results are shown in Table 4.
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The inhibition constants (K;) of our compounds compared to that of N-benzoyl-f-D-glucose
amide showed that the substitution of the phenyl group ( 31a-c) reduced considerably the binding of

the molecule to the active site of the enzyme.

The five-bond connection of the aromatic and carbohydrate pharmacophore resulted in
increased activity (Ki: 31a>3la = 32b). The extension of the m-donor capacity of this large

hydrophobic group caused a remarkable better activity. This effect was enhanced further when the

n-donor capacity of the molecule was increased by conjugation.



3.3. Synthesis and pharmacological studies of N-2-naphthoyl-N Z(3-D-glucopyranosyl)urea
analogous

Professor Somsék and co-workers found that N-2-naphthoyl-N’-(B-D-glucopyranosyl)urea
(30) inhibited GP enzyme in even nanomole concentrations.

During our research, the syntheses of patent susceptible O-heterocyclic analogous (42, 43)
were achieved, and among them some were found to have similar activity then compound 30.

Due to the patentable results, the synthesis and the pharmacological data of the above

compounds are here not described.
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Figure 12: N-2-naphthoyl-N’-(B-D-glucopyranosyl)urea analogous
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