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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

A cukorbetegség (diabetes mellitus) korunk egyik legsulyosabb betegségének
tekinthetd. A betegség kozvetlen kivaltd okai és kialakuldsanak pontos biokémiai hattere nem
ismert, de minden tiinete ¢s szOvodménye a kdrosan magas vércukorszintre vezethetd vissza.
Feltételezések szerint a glikogén lebontasat katalizald glikogén foszforildz enzim szelektiv
gatldsa megoldast jelenthet a II. tipust cukorbetegség kezelésében. Jelenlegi ismereteink
szerint a glikogén foszforilaz enzim egyik leghatékonyabb gliikkdzanal6g inhibitora az enzim
katalitikus helyéhez ko6tédd N-2-naftoil-N’-B-D-gliikopiranozil-karbamid, ezért szintéziseink

vezérszerkezeteként ezt a molekulat tekintettiik.
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1. abra A glikogén foszforildz enzim leghatékonyabb gatloszerei, illetve ezen molekuldkon

tervezett valtoztatasok

Célul thztik ki olyan tovabbi 0j gliikopiranozil-karbamid tipusu molekuldk
eldallitasat, melyekben a vezérszerkezethez képest modositottuk a lancvégi acilcsoportot (1.
abra, €), az anomer centrum ¢€s az aromas rész kozotti lanc hosszat (B; aril-karbamid, acil-
karbamid, aril-biuret), valamint ezen lanc elemeit (B; aril-gliikopiranozilkarbonil-karbamid,
acil-szulfamid), majd vizsgélni kivantuk azt, hogy ezek a valtoztatasok hogyan befolyasoljak
a gatlasi sajatsagokat. E modositdsokbol kivantunk kovetkeztetni arra, hogy mennyi és milyen
atomok jelenléte sziikséges az erds gatlohatds kialakuldsdhoz. Az aktiv helytdl kiilonb6zo
(galakto- és xilopiranozil-karbamidok, és -amidok) eldallitasat is terveztiik (A4).

Az N-2-naftoil-N’-B-D-gliikopiranozil-karbamid mellett a D-gliikopiranozilidén-spiro-
hidantoin is hatékony inhibitora a glikogén foszforildz enzimnek. Kisérleteket tettiink ezen
molekula szubsztitudlt szarmazékainak eldallitasara (D) azt feltételezve, hogy a
szubsztituensek hatasara még szorosabb illeszkedés valosulhat meg a [-csatornaval, ezaltal

kedvezobb kdlcsonhatasok alakulhatnak ki €s hatékonyabb gatlast érhetiink el.



2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

Kisérleti munkank soran a modern szerves kémia makro-, félmikro- és mikro-modszereit
alkalmaztuk. A reakciokat vékonyréteg-kromatografiaval kovettiikk. Az eldallitott termékeket
oszlopkromatografiaval és/vagy kristalyositassal tisztitottuk, tisztasdgukat vékonyréteg-
kromatografiaval ellendriztiik.

Az 10j vegylileteket fizikai allandoik (olvadaspont, forgatoképesség) mérésével jellemeztiik,

szerkezetiiket 'H és °C NMR, illetve tdmegspektrometrias modszerekkel igazoltuk.

3. Uj tudoményos eredmények
3.1. Gliikopiranozil-karbamid szarmazékok eléallitasa

3.1.1. Az acilcsoport valtoztatasa — Gij N-acil-/V’-B-D-gliikopiranozil-karbamidok
eléallitasa

A Pintér-mddszer szerint képzett 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-gliikopiranozil-karbamid
(106) acilezésével a 155-167 molekuldkat allitottuk eld (1. tdblazat, d modszer). A 156, 157
kivételével anomer keverékek keletkezését tapasztaltuk, melyek elvalasztasat a 155 és 158
esetén egyik tisztitdsi modszerrel sem sikeriilt megvalositanunk. A 159-164 feldolgozasa
tett kisérletek ezen az ton nem voltak eredményesek. A 164-167 termékek szintézisét a 105
izocianat ¢és a megfeleld amid reakciojaval (¢ modszer) valositottuk meg. Ezen a reakciotuton
1S anomerizaciot tapasztaltunk. Az anomer elegyet oszlopkromatografids modszerrel
valasztottuk el és az a-anomereket is izolaltuk tiszta formaban.

Az acetil véddcsoportok eltavolitasat elsOként a Zemplén-féle modszerrel kiséreltiik
meg (2. tdblazat), de szdmos esetben azt tapasztaltuk, hogy az acetil véddcsoportok mellett a
karbamid lanc végén talalhaté acilcsoportok is lehasadtak. Ezért a tovabbiakban az

elszappanositast savas katalizissel végeztiik.

3.1.2. A lanchossz valtoztatasa — N-aril-V’-p-D-gliikopiranozil-karbamidok

és -biuret eloallitasa

A 170 és a 180 karbamidot a 110 azidbol allitottuk elé Staudinger modszer
alkalmazasaval (2. abra). A 170 és 182 karbamid szarmazékokat a 111 aminbdl kiindulva a
105 izocianat koztiterméken keresztiil kaptuk. Az acetil véddcsoportok eltavolitasat Zemplén-

féle modszerrel végeztiik.



. tablazat N-acil-N’-(2,3.,4,6-tetra-O-acetil-D-gliikopiranozil)-karbamidok eldallitasa

d modszer

OAc 1, NH;, CO, OAc RCOCI
% 2, PPh, %H ZnCl,
Ao OAc Ns EtOAc Ao ke N\H/NHZ CHCl,
¢} reflux
110 106 (88 %) OAe
. ACO%H Ho R
¢ modszer AcO OAc \ﬂ/ \n/
OAc OAc 0o o
Ao % (C1,C0),CO o % RCONH, 155 - 167
c NH, —————> |Ac _—
AcO OAc ~ NaHCO,/CH,C, AcO OAc Neo toluol
11 0°C 105 reflux
Termék R Modszer Reakcidido (6ra) Hozam (%) 1zolalt termék
H,C
155 e d 3 29 ot p
156 /O d 3,5 40 B
157 7 (] d 4 57 B
158 O d 11 14 a+p
159 32 B
d 24
160 1 o
161 d 4 40 B
CH,
162 A@ d 3 76 B
CH,
63 [T d 6 34 B
d 8 36 B
164 MG on,
/©)<CH3 41 B
c 3
166 10 o
165 o, 69 B
/©/ c 4,5
167 9 o




2. tablazat N-acil-N’-B-D-gliikopiranozil-karbamidok eldallitasa

OAc OH

AcO orne T T e, - Meon HO on T T
(0] O O O
156-158, 161-165 171-178
Termék R Homérséklet (°C) Reagens Reakcioidé Hozam (%)
171 /O 0 NaOMe 65 perc 80

172 /\© 0—25 NaOMe 75 perc 64

173 25 AcCl 3 nap 98

174 25 AcCl 6 nap 86

175 /\/@ S 25 NaOMe 1 6ra 66
25 AcCl 2 hénap 50

25 AcCl 12 nap 54

CH
CH,
O
H,C
CH,
77 /©)<CH3 25 AcCl 1,5 nap 77
/<>/CF3

178 25 AcCl 6 nap 83
OAc OAc OAc
A o% P(CH,), A O% ArNCO AGO o
c N - c N=P(CH,),| — = A¢ N=C=N—Ar
3 3/3
AcO OAc CH,Cl, AcO OAc CH,Cl, AcO OAc
179 Ar=fenil (24 %)
110 168 180 Ar=1-naftil
1%TFA L aceton:viz=2:1
OAc OAc OAc
P (C1,C0),CcO o ArNH, o y
AcO NH, > AcO NCO | ———> AcO H N
AcO OAc NaHCO, / CH,ClI, AcO OAC CH,Cl, AcO OAc T Ar
111 105 170, 181, 182
NaOMe l MeOH
Ar Szama Hozam (%) Szama Hozam (%)
. H
fenil 170 70 137 90 &H !
. HO
1-naftil 181 67 183 89 N N
HO on I A
2-naftil 182 53 184 87 0
137, 183, 184

2. abra N-aril-N’-B-D-gliikopiranozil-karbamidok eléallitasa




Az aromads csoport és az anomer centrum kozotti lanc hosszabbitasat a 106 karbamid
szubsztitualasaval képzeltiik el, de ekkor a 170, 185 ¢és 186 termékek keletkezését tapasztaltuk
(3. abra). A 187 terméket a 105 izocianat és fenil-karbamid reakcidjaban kaptuk meg. Az

acetil véddécsoportokat savkatalizalt dezacetilezéssel tavolitottuk el (188).

H
N—Ph

(@]
AcO OAc \ﬂ/ OAc \ﬂ/ Ph OAc \ﬂ/ Ph OAc \ﬂ/ Ph
(o] (o]

0 o)

106 170 185 186

oA OA((:) OHO
AO% PhNHCONH,  ac0 oo AcCl HO NN H
c! N —_— > ~ _ ~
AcO co toluol AcO oAc T 1 PP chcimeon . MO on Y P

OAc 0O O o O
105 187 (42 %) 188 (91 %)

3. abra Biuret szarmazék eldallitasa

3.1.3. Az acil-karbamid lanc elemeinek valtoztatasa
3.1.3.1. Az acil-karbamid lanc-elemek sorrendjének megforditasa

A 191 forditott” acil-karbamid lancot (CONHCONH) tartalmaz6 heptonamid
szarmazekot C-(2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-gliikkopiranozil)-formamidbol (189) allitottuk eld
(4. ébra). A benzoil véddécsoportok eltavolitasa soran viszont natrium-metoxid €s acetil-klorid
alkalmazéasa esetén is bomlést tapasztaltunk, ezért analdg reakcioban eldallitottuk az
acetilezett szarmazékot (190) is. Az acetil véddcsoport eltdvolitdsa sordn viszont ugyanazt

tapasztaltuk. A dezacetilezést végil trietil-amin hozzdadasaval valdsitottuk meg.

OR OR o o OH
0 0 Et,N o 0 0
RO%CONH Fries ROW @ = . HO
RO 2 reflux RO )LN CHCl, - MeOH HO )k

N
OR OR H H OH H H
189 R=Bz 191 R=Bz (69 %) 194 (45 %)
190 R=Ac 192 R=Ac (88 %)

4. abra N-fenil-N’-B-D-gliikkopiranozilkarbonil-karbamid eldallitasa

3.1.3.2. Gliikopiranozil-szulfamidok eléallitasa

A 198 szulfamid eldallitasara tett kisérleteink koziil a 111 amin és a 4-metil-N-
klérszulfonil-benzamid reakcidja bizonyult a legmegfelelébbnek (5 &bra). Az acetil
véddcsoportok eltdvolitasat acetil-kloriddal végezve az enzimkinetikai mérésekhez sziikséges

mennyiségli anyagot sikertiilt tiszta formaban kinyerniink.



CH,
H
1. O AN , CH,Cl,, 0°C
25
o

o o

OACO 2. AcCl / CHCI, - MeOH OR o s
Aco/$$/r\u42 RO%H N
AcO oAC RO ;S(
OR O/ \O o
11 196 R=Ac (97* %, * Nyerstermékre vonatkozé hozam)

197 R=H (24 %)

5. abra N-(4-metil-benzoil)-N’-B-D-gliikopiranozil-szulfamid eldallitasa

rer

3.2. A szénhidratgyiri konfiguraciojanak valtoztatasa

"o

A Pintér-féle modszer szerint eldallitott 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galaktopiranozil-
karbamid (107), valamint 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-xilopiranozil-karbamid (108) acilezésével

nyertiik a 198 és 199 karbamidot (6. abra). Az acetil véddcsoportok eltdvolitasat acetil-

kloriddal végeztiik.
R2 R2 R?
R3 1. PPh, R3 1. PhCOCI R3
R o 2.COp NHy O H 2. AcCl R O H 8 Bh
N, — = N NH, ——= N
3 EtOAc 2

AcO OAc AcO OAc T RO OR T T
143 R'=H, R=0Ac, R®=CH,0Ac 107 R'=H, R2=0Ac, R3=CH,0Ac (72 %) 198 R'=H, R2=0OAc, R3=CH,0Ac, R=Ac (41 %)
144 R'=OAc, R2=R3=H 108 R'=OAc, R2=R3=H (64 %) 199 R'=OAc, R2=R3=H, R=Ac (29 %)

200 R'=H, R?=OH, R3=CH,OH, R=H (67 %)
201 R'=OH, R?>=R3%=H, R=H (55 %)

6. abra N-benzoil-N’-(B-D-galakto- és -xilopiranozil)-karbamidok eléallitasa

Az N-2-naftoil-N’-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galaktopiranozil)-amidot (203) és az N-
2-naftoil-N’-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-xilopiranozil)-amidot (204) a 143 ¢és 144 azidokbol
kiindulva Staudinger reakcioban allitottuk eld (7. abra). A dezacetilezést Zemplén-féle

modszerrel végeztiik.

R® R
’ N P(CH,); . 0 2 NaOMe 1
R Ny, —oho R N=P(CH,), R
AcO adv) AcO

OAc OAc
143 R'=H, R?=0Ac, R3=CH,0Ac 145 R'=H, R?=0OAc, R3=CH,0Ac 203 R'=H, R?=0Ac, R*=CH,0Ac, R=Ac (82 %)
144 R'=0OAc, R?=R3=H 202 R'=OAc, R?=R3=H 204 R'=0Ac, R2=R3=H, R=Ac (71 %)

205 R'=H, R?=OH, R®=CH,OH, R=H (93 %)
206 R'=OH, R?=R3%=H, R=H (88 %)

7. abra N-2-naftoil-N’-(B-D-galakto- és xilopiranozil)-amidok eldallitasa



3.3. Szubsztitualt gliikopiranozil-hidantoin szarmazékok eloallitasa

A szubsztitudlt hidantoin szadrmazékok eldallitasat gylirizarassal — kivantuk
megvaldsitani a 209 szadrmazékbol kiindulva (8. abra) Staudinger reakcioban, izocianat
reagens hozzdadaséaval. A p-nitro-fenil-izocianat reagens hozzaadéasa utan a 215 ¢és 216, illetve
a 217 ¢és 218 molekulat izoldltuk a foszfinimin koztitermék kialakitasara szant id6
fiiggvényében. Reagensként benzil-izocianatot alkalmazva a 223 és 224 szarmazékot sikertilt
kinyerniink. A debenzoilezést Zemplén-féle modszerrel végeztiik és a 227 molekula esetében

gylrtizarodast tapasztaltunk.

o
0 0 H
2. p-NO,PhNCO (BZO)4W (Bz0), N
NONO2 =0
a HN\( + N 216 (10 %)
o
o)

OBz
B20 & 1. P(CHy)s | 215 (28 %)
BzO 3 CH,CI
‘ BzO o NO

CONH,

2
b
209 H
2. p-NO,PhNCO o n o Y
(BzO), N . (B20), N
- -
N N
NO,

NO.
217 (41 %) 2 218 (8 %)
NaOMe | CHCI, - MeOH
OH
o
HO ¥
HO HO ﬁN 225 (37 %)
a, b N
s L
NO,
o o
2. BANCO 0 NHBn
L — > (BzO), NH + 0
2 (820), ﬂ;N
HN >—NHBn
V
223 (61 %) %0 N
—— - BnHN o
A foszfinimin kialakulasanak
reakcioideje: L 224 (17 %)
a: 1 hét NaOMe | CHCI, - MeOH
b: 15 perc

OH

O
O
HO
HO HO N—Bn 227 (63 %)

HN«

(0]

8. abra A 209 azid reakcidja p-nitro-fenil- és benzil-izocianattal



3.4. Szerkezet-hatas osszefiiggések vizsgalata

Az eldallitott karbamid szarmazékok koziil (3. tablazat) elsdsorban a nagyméretii
aromas csoportot tartalmazé szarmazékok bizonyulnak hatékony gétldészereknek, viszont az
aromas csoport anomer centrumtdl valod tavolsaga, illetve annak térbeli elhelyezkedése
jelentdsen befolyasolja a gatlas mértékét. A karbonilcsoportok szulfonilcsoporttal torténd
helyettesitése  (197) gyakorlatilag a gatlohatds teljes elvesztését eredményezi.
Megallapithatjuk tehat, hogy a lanc hosszusaga és annak Osszetétele egyarant jelentds szerepet
jatszik a gatlasi sajatsagok kialakuldsaban. Az eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a
hatékony gatlds szempontjabdl a négyatomos tavolsag és a teljes acil-karbamid szerkezeti

egység egyiittes jelenléte sziikséges.

3. tablazat Az N-acil-karbamid tipust molekulak gatlasi allandoi

OH OH R OH
o (0] 0]
TR ot i 1 A
R IComm | R KMl | R Ki [uM]

171 Q 0.5 176 __cH, 23 137 \© 18
172 A@ 10 177 __crF, 1.8 ‘
184 5.2

Q 178 _C(CHy);, 0.7
173 >5

-
D) 174 _c, 37 188 ) 4

Megvizsgaltuk azt, hogy az acil-karbamid lanc elemeinek ’felcserélése’ milyen
hatassal van a gatlasi sajatsagokra. A 194 molekula nem gétolja az enzimet, ez alapjan
kijelenthetjiik, hogy a lanc elemei nem cserélhetdk fel és a lanc irdnya nem fordithaté meg a
J0 gétldhatas megtartdsa mellett.
2-naftoil-amidok kotddnek az 0j allosztérikus helyhez. A 200 és 201 benzoil-karbamidok
esetén viszont ez a kotddés nem jon létre.

A 225 szarmazék (ICso = 250 uM) sokkal gyengébb gatlohatast mutatott, mint a D-
glikkopiranozilidén-spiro-hidantoin (K; = 3.1 puM), amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a
szubsztituens térallasa nem felel meg a B-csatorna geometridjanak, és a 280-as hurok nem tud

annyira elmozdulni, hogy az aglikon beférjen.



1. Introduction

Diabetes can be considered as one of the most serious disease nowadays. The
molecular origin of the disease is still not understood although each of the symptoms and
complications can be originated from abnormally increased blood glucose level. Selective
inhibition of glycogen phosphorylase catalyzed degradation of glycogen can be a promising
solution to regulate blood glucose levels. N-2-Naphthoyl-N’-B-D-glucopyranosyl urea has
proved to be one of the most efficient molecules among glucose analog inhibitors of glycogen

phosphorylase enzyme.

>
[v2]

OH OH
o o |n H o 0 X =0 (K =3.1uM)
r N R
HO (o] \n/ \[r HO HO X= Nv\@
0 O N
© H

R = 2-naphthyl (K; = 0.35 pM)
R = alkyl, aralkyl, aryl

: modification of configuration

: modification of length, elements
: modification of R group

: modification of X group
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Scheme 1. The most effective inhibitors of glycogen phosphorylase enzyme, and planned

modifications on these molecules

Therefore we planned syntheses of analogous molecules by the modification of the
acyl group (Scheme 1., C), the length (B, aryl urea, acyl urea, aryl biuret) as well as the
elements (B, aryl-glucopyranosylcarbonyl urea, acyl sulfamide) of the chain between the
sugar moiety and the aromatic group to investigate how these changes influence the inhibition
effect. We wanted to establish how many and which kind of atoms are necessary for effective
inhibition. Glycosylamide and -urea derivatives (4) with galacto and xylopyranosyl moieties
were prepared to investigate binding sites other than the catalytic site in glycogene
phosphorylase enzyme.

D-Glucopyranosylidene-spiro-hydantoin is also a very efficient inhibitor of glycogen
phosphorylase enzime therefore preparation of substituted derivatives (D) was also a part of

our aims.

2. Methods

In the course of the synthetic work, macro, semimicro and micro methods of modern

preparative organic chemistry were applied. Reactions were monitored by thin-layer



chromatography. Products of the reactions were purified by coloumn chromatography and/or
crystallization.

New compounds were characterized by their physical properties (melting point, optical
rotation) and their structures were elucidated by '"H NMR and *C NMR methods as well as

mass spectrometry.

3. Results
3.1. Synthesis of glucopyranosyl urea derivatives

3.1.1. Modification of the acyl group - synthesis of new N-acyl-N’-(B-D-glucopyranosyl)

ureas

Compounds 155-167 were synthetised by the acylation of 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
glucopyranosyl urea 106 prepared by the modified Pintér method (Table 1, method d). Except
molecules 156 and 157 formation of anomeric mixtures was observed. Separation of anomers
in case of 155 and 158 could not be achieved, but pure B products were isolated in case of
159-164. Under these conditions synthesis of 165 was not successful. Compounds 164-167
were prepared in the reaction of isocyanate intermediate 105 and the appropriate amide
(method c). Anomerization occured during this reaction as well. The anomeric mixture was
separated by coloumn chromatography and the a isomers were also isolated.

At first the Zemplén method was applied for the deprotection of our molecules, but the
partial cleavage of N-acyl groups from the urea chain came about before the molecules were

fully deacetylated (2. table). This was the reason why we applied acidic conditions afterwards.

3.1.2. Modification of the chain length - synthesis of N-aryl-NV’-(B-D-glucopyranosyl)

ureas and -biuret

Products 170, 181 were obtained by the Staudinger method starting from azide 110
(Scheme 2.). Compounds 170 and 180 were prepared from amine 111 via isocyanate

intermediate 105. Deprotection was carried out by Zemplén method (137, 183, 184).

10



Table 1. Synthesis of N-acyl-N’-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosyl) ureas

d method

OAc 1, NH;, CO, OAc RCOCI
% 2, PPh, %H ZnCl,
Ao OAe Ns EtOAc Ao Pyl N\H/NHZ CHClI,
(0] reflux
110 106 (88 %) OAc
. ACO%H N R
¢ method AcO OAc \ﬂ/ \ﬂ/
OAc OAc (6] (o]
Ao % (C1,C0),CO o % RCONH, 155 - 167
C NH, ———————= |Ac _
AcO OAc ~ NaHCO,/CH,CI, AcO Ohc NCO toluene
11 0°C 105 reflux
Product R Method Reaction time (h) Yield (%) Isolated product
H,C
155 ek d 3 29 ot p
156 /O d 3,5 40 B
57 7 () d 4 57 B
158 O d 11 14 at+f
159 32 B
d 24
160 1 o
161 d 4 40 B
CH,
162 N@ d 3 76 B
CH,
w 7 4 e w
d 8 36 B
164 MG on,
/©)<CH3 41 B
c 3
166 10 o
165 cr. 69 B
/©/ c 4,5
167 9 o
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Table 2. Synthesis of N-acyl-N’-B-D-glucopyranosyl ureas

OAc OH
O H Reagent O H H
A‘°0%H N R HO%N N R
AOM"0me T T OHCl, - MeoH HOMm T T
O O (e} (0]
156-158, 161-165 171-178
Product R Temperature (°C) Reagent Reaction time Yield (%)
171 e 0 NaOMe 65 min 80
172 A@ 0 25 NaOMe 75 min 64
173 25 AcCl 3 days 98
174 25 AcCl 6 days 86
175 /\/@CW 25 NaOMe 1 hour 66
A 25 AcCl 2 months 50
CH,
176 /©/ 25 AcCl 12 days 54
" CH,
177 Q/kcm 25 AcCl 1,5 days 77
CF,
178 wr 25 AcCl 6 days 83
OAc OAc OAc
N, ———> |Ac N=P(CH,),| ———— AC N=C=N—Ar
AcO OAc ? CH,CI, AcO OAc . CH,Cl, AcO OAc
179 Ar=phenyl (24 %)
110 168 180 Ar=1-naghthyl
1%TFA L acetone:water=2:1
OAc OAc OAc
P (C1,C0),CcO s ArNH, o H
AcO NH, ———————> | AcO NCO | ———> AcO H N
AcO OAC 2 NaHCO, / CH,ClI, AcO OAc CH,Cl, AcO OAc T Ar
111 105 170, 181, 182
NaOMe l MeOH
Ar No Yield (%) No Yield (%)
phenyl 170 70 137 90 o -
1-naphthyl 181 67 183 89 HO%N N
naphihy FON o
2-naphthyl 182 53 184 87 N
137, 183, 184

Scheme 2. Synthesis of N-aryl-N’-B-D-glucopyranosyl ureas
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For the elongation of the chain between the anomeric center and the aromatic group
urea 106 was reacted with phenyl isocyanate, but only 170, 185 and 186 were formed
(Scheme 3.). Reaction of isocyanate 105 prepared in situ and phenyl urea resulted in the

formation of 187. Deprotection was carried out under acidic conditions to produce 188.

H H
OAc N—Ph OYN—Ph
N
o)

o
AN A BN O N
2 ~ ~
AcO ore T oAc ][ P oAc ][ Ph oAc )| Ph
o) )

o

106 170 185 186

oAc OA((:) OHO
Ao% PANHCONH,  ac0 HoHoH AcCl HO H H H
c —_— ~ —_— ~
AcO OO touene AR P Tekemeon . MO on T ) P

OAc
0 O o o
105 187 (42 %) 188 (91 %)

Scheme 3. Synthesis of biuret derivative

3.1.3. Modification of elements of the chain
3.1.3.1. Reversal of the order of elements

The heptonamide derivative 191 containing a ,,reversed” acyl urea chain was prepared
from C-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-B-D-glucopyranosyl)-formamide (189, Scheme 4.). During
the cleavage of benzoyl protecting groups with sodium methoxide as well as with acetyl
chloride, decomposition occured. Therefore the acetylated derivative (190) was also prepared
in an analogous reaction, but unfortunately the same phenomenon was observed. Deprotection

could only be achieved by the application of triethylamine reagent.

OR OR o o OH
o 0 [e] (@]
RO%CONHZ _PhNCO _ Row L /© _ v How JIS /©
RO reflux RO N N CHCI, - MeOH HO N N
OR OR H H OH H H
)
)

189 R=Bz 191 R=Bz (69 %

194 (45 %)
190 R=Ac 192 R=Ac (88 %

Scheme 4. Synthesis of N-phenyl-N’-B-D-glucopyranosylcarbonyl urea

3.1.3.2. Synthesis of glucopyranosyl sulfamides

Among our attempts to prepare sulfamide 196 the reaction of amine 111 and 4-methyl-
N-chlorosulfonyl-benzamide proved to be the most effective method (Scheme 5.).

Deprotection was carried out under acidic conditions to give 197 in low yields.
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CH,
H
1. C'\S/N , CH,Cl,, 0°C
258

O O o

OACO 2. AcCl / CHCI, - MeOH OR o CHe
ACO%NHZ RO%H y
AcO oAc RO ;S(
OR O/ \O o
111 196 R=Ac (97* %, * Yield concerns crude product)

197 R=H (24 %)

Scheme 5. Synthesis of N-(4-methyl-benzoyl)-N’-B-D-glucopyranozyl-sulfamide

3.2. Modification of the configuration of the carbohydrate ring

Ureas 198 and 199 were obtained by the acylation of 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
galactopyranosyl urea (107), and 2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-xilopyranosyl urea (108), respectively
prepared by the modified Pintér method (Scheme 6.). For the deprotection acetyl chloride was

applied.
R? R2 R2
R3 1. PPh, R3 1. PhCOCI R3
R 0 2. CO,, NH, Ri O H \H 2. AcCl R O H -
N, = . N —_— N
3 EtOAc 2
AcO OAc AcO ore 1 RO ok T T
(0] (0] (0]
143 R'=H, R2=OAc, R3=CH,0Ac 107 R'=H, R2=0Ac, R3=CH,0AC (72 %) 198 R'=H, R2=OAc, R%=CH,OAc, R=Ac (41 %)
144 R'=OAc, R?=R%=H 108 R'=OAc, R2=R3=H (64 %) 199 R'=OAc, R2=R3=H, R=Ac (29 %)

200 R'=H, R2=OH, R3=CH,OH, R=H (67 %)
201 R'=OH, R2=R3=H, R=H (55 %)

Scheme 6. Synthesis of N-2-benzoyl-N’-(-D-galacto- and xilopyranozyl) ureas
N-2-Naphthoyl-N’-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-pf-D-galactopyranosyl)-amide (203) and N-
2-naphthoyl-N’-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-xilopyranosyl)-amide (204) were synthetized

from azides 143 and 144 by the Staudinger method (Scheme 7.). The Zemplén method was
applied for the deacetylation.

o]

R2 R2 1 <;| R2
R3 R3 R3

; O P(CH,)s , 0 2. NaOMe 1 0 H OO
F; o) Ny o F; o N=P(CH,), RRO N
C OAc 2 C OAc OR

O
143 R'=H, R?2=0Ac, R3=CH,0Ac 145 R'=H, R=0OAc, R®=CH,OAc 203 R'=H, R2=0OAc, R¥=CH,0Ac, R=Ac (82 %)
144 R'=0Ac, R?=R%=H 202 R'=OAc, R?=R3=H 204 R'=OAc, R2=R3=H, R=Ac (71 %)

205 R'=H, R?=OH, R3=CH,0OH, R=H (93 %)
206 R'=OH, R?=R3=H, R=H (88 %)

Scheme 7. Synthesis of N-2-naphthoyl-N’-(B-D-galacto- and xilopyranozyl)-amides

3.3. Synthesis of substituted glucopyranosyl-hydantoin derivatives

For the synthesis of substituted spiro-hydantoin derivatives the Staudinger method was

applied starting from azide 209 followed by the addition of isocyanate reagents (Scheme 8.).
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In case of p-nitro-phenyl-isocyanate compounds 215 and 216, as well as 217 and 218,
respectively could be isolated depending on the time of formation of the phosphinimine
intermediate. By the addition of benzyl isocyanate products 223 and 224 could be isolated.

The deprotection was carried out by the Zemplén method. In case of 227 a ring closure

occured.
o P 0
2. p-NO,PhNCO (BZO)AW (B20), §
NONOZ =0
. HN\K + 5 N 216 (10 %)
0Bz o}
0 0
BzO N 1. P(CH;)s | 215 (28 %)
BzO 5 3 CH,CI,

NO

2
H
o NONOZ
0 o) Y
(BzOhﬂ;N + (BzOhﬂ;N
=N —N
(L L
o" H o H
NO, NO

CONH,
209

2. p-NO,PhNCO

2

217 (41 %) 218 (8 %)
NaOMe CHCI; - MeOH
OH
o
HO Y
HO HO ﬁN 225 (37 %)
ab N
o’ H
NO

2
(0]

0 O _NHBn
2. BnNCO
(B20), o Y
NH, + (BZO)Afj;

N
HN >—NHBn
Y/
223 (61 %) }o N

BnHN o

Reaction time of formation of

phosphinimine intermediate 224 (17 %)

NaOMe | CHCI; - MeOH
a: 1 week

b: 15min OH

0
o)
HO
HO—"10 N—Bn  227(63%)

"

e}

Scheme 8. Reaction of azide 209 with p-nitro-phenyl- and benzyl-isocyanate

3.4. Structure-activity relationships

Among the prepared urea derivatives molecules containing large aromatic groups
proved effective inhibitors (Table 3.). Nevertheless, the distance between the anomeric center
and the aromatic group, as well as spatial orientation of the aromatic group affect the

inhibition significantly. Replacement of the carbonyl with a sulfonyl group resulted in loss of
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inhibition. Structure-activity relationships of N-acyl-N’-B-D-glucopyranosyl ureas show that
the length as well as the composition of the chain between the sugar moiety and the aromatic
group are equally responsible for the inhibition properties. The four-atomic distance and the

whole acyl urea structure is necessary for good inhibition according to the results.
Table 3. Inhibition constants of N-acyl urea type molecules

OH OH R OH
O H H O H H O H H
HO%N N._R HO%N N HO NN
~
HO o jo( jo( HO g HO jo( R

H
© o O

R ICso [mM] R K; [nM] R K; [nM]

171 Q 0.5 176 __cH, 2.3 137 @ 18
172 /\© 10 177 __cF, 1.8 ‘
184 5.2

Q 178 _C(CHy); 0.7
173 >5

[ 174 g, 37 |88 L) 4

Compound 194 has no inhibitory effect on glycogen phosphorylase, that is the
elements of the acyl urea chain are not interchangeable and the orientation of the chain cannot
be inverted without the decrease of inhibition potency.

Among the molecules of galacto and xilo configuration 2-naphthoyl-amides 205 and
206 bind to the new allosteric site. In case of benzoyl ureas 200 and 201 no binding could be
observed.

Derivative 225 shows weaker inhibiton (ICsy =250 uM) than D-glucopyranosylidene-
spiro-hydantoin (K; = 3.1 uM), which may reveal that the orientation of the substituent is not

suitable for the B-channel, and the 280 loop cannot move so as to accommodate the aglycon.
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