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1. Bevezetés

A szénhidratok jelentds szerepet toltenek be az €16 szervezetekben. Mono-,
oligo- ¢és polimer formajukban régdta ismert tapanyagok, valamint a vaz- és
kotdszovetek alkotdelemei. Am szerepiik, jelentéségiik ennél sokkal nagyobb. A
glikanok ¢és konjugatumaik (pl. glikolipidek és glikoproteinek) a felismerési
folyamatok ¢és a jelatvitel altalanos kozvetitéiként mikddnek. Szerepiik van olyan,
az €10 sejtek feliiletén lejatsz6do folyamatokban, mint példaul a sejtadhézid, a
sejtosztodds kontakt gatldsa, virusok, baktériumok, hormonok, toxinok
megkotodése a sejteken, az immunvalasz kialakuldsa, az ivarsejtek egymasra
talalasa.!

A fehérjék a transzlacio utan bizonyos modositasokon eshetnek at, amelyek
megvaltoztatjak miikodésiiket, lokalizacidjukat vagy mas molekuldkkal kialakitott
kapcsolatukat. A legismertebb poszt-transzlacios modositasok (PTM) a metilezés
acetilezés, ubikvitilezés, foszforilezés és a glikozilezés.” A fehérjék
glikozilezésekor olyan glikokonjugatumok keletkeznek, amelyben valtozatos
szénhidrat egységek (mono-, oligo- és poliszacharidok) kovalens kotéssel
modositanak fehérjéket, O- és N-glikanokat eredményezve. A fehérjék
glikozilezése a legelterjedtebb és szerkezetileg legvaltozatosabb PTM.? Az O-(N-
acetil-gliikozaminilezés) egy olyan glikozilezési PTM, amely soran egyetlen N-
acetil-D-gliikozamin (GICNAC) egység kapcsolodik fehérjék szerin, illetve treonin
oldallanc-OH  csoportjahoz ~ P-glikozidos  kotéssel. Az O-(N-acetil-
gliikdzaminilezés) reverzibilis és tobb esetben kompetitiv a foszforilezéssel. Mig a
foszforilezést szamos kinaz és foszfataz enzim szabalyozza, az O-(N-acetil-
gliikozaminilezés)-t egyetlen enzimpar végzi: az uridin  difoszfo-N-

acetilgliikozamin:polipeptid N-acetil-B-D-gliikozaminil-transzferaz (OGT), amely

* A magyar szakszdvegekben az itt felsorolt modositasok kétféle szoalakja fordul eld: a szerves
kémiai szakirodalomban a metilezés, acetilezés, stb. formakat, mig a biokémiai szdvegekben a
foszforilacio, glikozilacio tipust szoképzést hasznaljak. Ebben a dolgozatban a szerves kémiai
irasmodot alkalmazzuk.



UDP-GIcNAC szubsztratot hasznalva felelds a monoszacharid egység fehérjéhez
kapcsolasaért, mig a [protein]-3-O-(N-acetil-p-D-gliikkozaminil)-L-szerin/treonin N-
acetilgliikdzaminil hidrolaz (OGA) a hasitasat katalizalja. A fehérje O-(N-acetil-
gliikozaminilezés) szinte minden {6 sejtfolyamatban szerepet jatszik, beleértve a
sejtciklust, a genom fenntartasat, az epigenetikai szabalyozast, a
fehérjeszintézist/lebontast, a metabolikus ¢€s jelatviteli utvonalakat, a stresszvalaszt
és az apoptozist.® Az elmult évtizedek vizsgalatai egyértelmiien azt mutatjak, hogy
a fehérjék hiper- vagy hipo-O-(N-acetil-gliik6zaminilezés)-e szorosan Osszefiigg
szamos emberi Dbetegséggel, kiilonosen a rdk, a cukorbetegség ¢és a
neurodegenerativ rendellenességek esetében.

Kutatécsoportunk tobb évtizede foglalkozik kiilonb6zd glikoenzimek
(glikozil csoportok atvitelét katalizalo fehérjék) inhibitorainak tervezésével és
szintézisével. A legnagyobb figyelmet a glikogén-foszforildz enzim inhibitorai
kaptak, melyek biokémiai vizsgalatara is jol bevalt partnerkapcsolatok jottek 1étre.
Néhany éve azonban egy 1) hidrolaz enzim, az OGA 1is felkeltette az
érdeklédéstlinket, melynek azonban biokémiai vizsgdlatai még kiaknazatlanok
voltak szamunkra. Doktori munkam soradn tehat feladatom volt ij OGA inhibitorok
szintézise, valamint az enzim heterolog termeltetésének kidolgozasa Escherichia
coli (E. coli) expresszios rendszerben és a szintetizalt vegyiiletek OGA enzimre

kifejtett gatlasi tulajdonsagainak vizsgalata.



2. Irodalmi el6zmények
2.1 Az O-(N-acetil-gliikozaminilezés) poszt-transzlacios modosulds

Az O-(N-acetil-gliikkozaminilezés)-t tobb mint 30 éve tanulmanyozzak, de a
folyamatban 1év0 vizsgalatok még mindig hoznak biologiai meglepetéseket. Az O-
GIcNAc-ot, ezt az egyszeri monoszacharidot, amely O-glikozidos kotéssel
kapcsolodik polipeptidekhez, kezdetben nem vették észre glikoprotein és
proteoglikan rokonainak rendkiviil Osszetett glikanszerkezetei kozott. Az elsd
leirast kovetéen* a kutatok egy kis csoportja elkezdte vizsgalni lehetséges biologiai
funkcioit. A glikozilezés tobbnyire egymast kovetd, 6sszehangolt 1épésekbdl all az
endoplazmatikus retikulumban (ER) és a Golgi-késziilékben, ami a szekrécids
fehérjék glikozilezését eredményezi. Az akkoriban ismert glikoproteinekt6l
eltéréen az O-GIcNAc modositott fehérjéket azonban a sejtmagban és a
citoplazmaban talaltadk meg. Az els6é azonositott O-GIcNAc moddositott fehérjék a
magpoérus komplex komponensei voltak.>® Ezt kdvetéen szamos kromatin fehérjét
talaltak O-GlcNAc modositassal, beleértve a transzkripcios faktorokat és a
Drosophila politén kromoszoémdainak savkézi régioit is.® Az O-(N-acetil-
gliik6zaminilezés) funkcidjanak megértését a modern technologiak, koztik a
proteomika, az dssejt-technologia, a genomika és a bioinformatika segitették eld.
Az O-(N-acetil-glikozaminilezés)-nek tobb kiilonb6z6 aspektusa van: 1) a Ser/Thr
oldallancok hidroxil csoportjainak kapcsolasa egyetlen monoszachariddal,
ellentétben az O- és N-glikdnok Osszetett szerkezetével® ° 2) szinte kizardlag a
sejtmagban, a citoplazmaban és a mitokondriumban lokalizalt fehérjéken van
jelen;’ 3) ezen reverzibilis kovalens modositast két enzim katalizalja és
szabalyozza: az O-GlcNAc transzferaz (OGT, amely katalizdlja a GIlcNAc
kapcsolasat Ser/Thr oldallancahoz)!'™'3 és az O-GIcNAc hidrolaz (OGA, amely
katalizalja az O-GIcNAC hasitasat);'* 4) ez egy rendkiviil dinamikus folyamat, ami
gyorsan képes a fehérjék miikodésének modositasara, szElsé esetben a funkcidjuk
be- és kikapcsolasara (mint a foszforilezés) és 5) kolcsonhatasba 1ép mas
szabalyoz6 PTM-ekkel (pl. kompetitiv a foszforilezéssel). Molekularis szinten az
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O-GlcNAc fehérjék ezreit modositja, amelyek szinte minden funkciondlis osztalyt
képviselnek. Kiilon meg kell jegyezni, hogy az O-(N-acetil-gliikozaminilezés)
tapanyag-érzékeld, mivel az UDP-GIcNAc (az OGT donor szubsztratja)
intracellularis koncentracidja nagymértékben érzékeny a hexdzamin bioszintetikus
utvonalon (HBP) keresztiil torténd tapanyagaramlasra. Tépanyag-fliggdsége miatt
egy O-GIcNAc modositds hidnya a fehérjéken olyan kaszkadot indithat el,
amelynek célja, hogy ,irdnyitsa” a sejtet a tdpanyag-megoOrzéssel kapcsolatos
folyamatok  fokozasara, példaul a sejtproliferacié  csokkentésére, a
tapanyagraktarozas ¢és a sejtnovekedés csillapitasara. Bizonyos élettani hatasok,
mint amilyenek az 1. abran lathatok, képesek befolyasolni az UDP-GIcNAc szintjét
a szervezetben. Igen kifinomult és Osszetett mechanizmus szabalyozza a fehérjék
O-(N-acetil-gliikkozaminilezés)-ét, amely érzékenyen tud reagalni mind a szervezet,
mind a sejt energia és tapanyag statuszara, amely az UDP-GICNAC
homeosztazisaban nyilvanul meg (1. abra). Tekintettel arra, hogy az O-(N-acetil-
gliikbzaminilezés)-sel modositott fehérjék funkcidjukat tekintve rendkiviil
sokfélék, nem meglepd, hogy az aberrans fehérje O-(N-acetil-gliikozaminilezés)

crer

anyagcsere-zavarokban  (beleértve a  cukorbetegséget),™  1®  rikos

17,18 4 19-21

megbetegedésekben ¢és neurodegenerativ elvaltozasokban.
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1. abra Az UDP-GIcNAC homeosztazis érzékenyen reagal a kiilonbozo élettani
hatasokra és meghatarozza a fehérjék O-(N-acetil-gliikozaminilezés)-i szintjét. A
fehérjék mitkodésének megvaltoztatasaval a megfeleld sejtvalasz indul el.??



2.2 A7 OGT és OGA enzimek

Az emlds sejtekben csupan két enzim felelés az O-GIcNAc fehérjéhez
kapcsolasaért €s arrdl torténd lehasitasaért: az OGT és az OGA. Ebben kiilonbozik
a masik igen elterjedt intracelluldris poszt-transzlaciés moddositastol, a
foszforilezéstol, amely hasonld szamu fehérjét modosit, mint az O-GlcNAc (¢és
valdjaban gyakran kozvetleniil verseng az O-GIlcNAc helyekért), de tobb szaz
protein kindz és tobb tucat protein foszfatdz kozvetiti. Mivel egyetlen enzimpar
végzi a glikozilezést és a deglikozilezést, az OGT és az OGA enzimeknek bonyolult
szubsztratszelekcios mechanizmusokat kell alkalmazniuk, hogy képesek legyenek
a sejt igényeinek megfelelden a kivant fehérjék O-(N-acetil-glikozaminilezés)-ére,
a szervezet finomhangolasara.

Az O-GIcNAc transzferazt (OGT) egyetlen gén kodolja, amely az X
(Xq13.1) kromoszoman talalhat6. Az OGT gén harom kiilonb6z6 izoformat kodol,
amelyek az N-terminalis ismétl6do tetratrikopeptidek (TPR) hosszaban térnek el
egymastol. A teljes hossziisagt OGT (ncOGT) izoforma 13,5 tetratrikopeptid
ismétlédést tartalmaz.? 2* A tetratrikopeptid ismétlddéseket tartalmazé szekvencia
hatdrozza meg az N-terminalis domént. A C-terminalis - glikoziltranszferaz
katalitikus aktivitast mutato - régiéo multidomén felépitésii. A mitokondrialis OGT
(mOGT), amely csak a mitokondriumokban lokalizalodik, 9,5 TPR hosszasagt N-
terminalis doménnel és Kis Katalitikus aktivitassal rendelkezik.?>?" Végiil a rovid
OGT (sOGT) 3,5 TPR-t tartalmaz, és korlatozott kutatasi eredmények allnak
mechanizmusardl tobb elmélet is sziiletett, melyeket Stephen és munkatérsai
foglaltak ossze a kozelmultban.?® A szubsztrat szelekcids mechanizmus
valosziniileg egyedi minden fehérje vagy fehérjeosztaly esetében. A
szubsztratfelismerés kiilonbozd interakcidos mechanizmusok, sejtszintii hatasok (a
tapanyag allapotabol adodo), az adott fehérje szamara kijelolt specifikus Gtvonalak
kombinacioja (beleértve a partnerfehérjék ¢és az OGT poszt-transzlacios

modositasait, specialis aminosav kdlcsonhatasokat).
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Az O-GlcNAcaz (OGA) egy hidrolaz enzim, mely az OGT éltal a fehérjéhez
kapcsolt O-GIcNAC hasitasaért felelés. Az OGA-t kodolo gén a 10-es szomatikus
kromoszoman talalhat6.*® Az enzim két kiilonalld6 doménbél all, melyeket egy
»szar”, ugynevezett kapocs régio kot ossze (2. abra): Az N-terminalis domén a
hidrolaz-aktivitast tartalmazé katalitikus domén, a C-terminalis domén pedig
hiszton-acetiltranszferaz-szeri (HAT-szer)) domén. Ez utobbi domén HAT
aktivitdssal nem rendelkezik, azonban, tobbek kozott szabalyozza a DNS javitd

""" .31 Az OGA enzimnek két izoformaja ismert: a

hossza ,long” izoforma (OGA-I) elsésorban a sejtmagban és a citoszolban

lokalizalodik, mig a rovid ,,short” izoforma (OGA-s) foleg a sejtmagban fordul eld.

Kaszpaz-3 hasité hely

N-terminalis C-terminalis

OGA-s 76 kDa

Kaszpaz-3 hasité hely

2. abra Sematikus abra az OGA enzim izoformairol

Az OGA a GHB84 glikozid-hidrolaz csalad tagja a CAZy osztalyozasi
rendszerben.3? 33 A GlcNAc egy kétlépcsds sav/bazis katalitikus mechanizmussal
szabadul fel a glikopeptidekbdl, melyet szubsztrat-segitett vagy szomszédcsoport
részvétellel torténd mechanizmusként is emlitenek. A katalitikus hidrolizis az
anomer konfiguraci6 megtartasaval megy végbe, amelyben az aminosav
szekvencidban egymadst kovetd két aszparaginsav oldallainc (a human OGA
esetében Aspl74 és Aspl75) vesz részt. Az Aspl75 szolgél éltalanos sav/bazis
katalizatorként segitve az aglikon tavozasat (3. 4bra).>*3" Az elsd 1épésben az
acetamido csoport megtamadja az anomer szénatomot, és 0xazolin intermedier jon

létre. Az Aspl74 oldallanc stabilizalja az oxazolin intermediert. Majd egy



vizmolekula, amelyet az Asp175 karboxilat oldallanc aktival, nukleofil tdmadast

intéz az anomer szénre, €¢s a masodik 1épésben hidrolizélja az intermediert.

sav/bazis

Asp175
Ho K i
0 3 5 /070
\\;SO \ OR — ﬂfd\ H20
X" R ROH
HN ( 8*’NH N 087 \&/ Hbd i

u};o /J%
0.0 HsC o%(o CHs o g\*o o)
e L N

Asp174 0 H
oxazolin stabilizald H’l‘*(
0.0~
ﬁ/ CHs
i oxazolinium intermedier

&/ 0”0 /
A0,

3. abra A GH84 csaladba tartozd human OGA enzim katalitikus mechanizmusa

A szerkezeti jellemzés alatamasztja azt a megfigyelést, hogy az OGA valogatas
nélkiil hasitja a kiilonb6z6é O-GlcNAc helyeket kiilonbozd célfehérjéken, nagyjabol
egyenértékii katalitikus hatékonysaggal.® Osszességében elmondhaté, hogy maga
az O-GlcNAc rész modulalja az OGA specificitasat, nem pedig a fehérjegerinc
vagy az aminosav oldallancok. Az OGA ilyen csekély szubsztrat-szelektivitasa
részben megmagyarazhatja, hogy miért elegend6 egyetlen enzim az O-GICNAC
eltavolitasahoz az intracellularis O-GlcNAc homeosztazis fenntartasdhoz. Szamos
modszert fejlesztettek ki az OGA funkciondlis szerepének vizsgalatira. Az
emldsokben az OGA kilitése Ujsziilottkori letalitdshoz vezet, amely a
visszamaradott fejlédés ¢és az embrick O-GIcNAc szintje emelkedésének
kovetkezménye.®® Szamos genetikai modszert alkalmaztak az OGA kiilonbozé
biologiai szerepeinek feltarasara (pl. szabalyozott koriilmények ko6zott ki- majd
bekapcsolt OGA aktivitas, az OGA enzim siRNS altal indukalhat6 kikapcsolasa és
az OGA adenovirus altal kozvetitett tilzott expresszidja).*>* Valojaban az OGT-

hez hasonloan az OGA miikodése szigortian szabalyozott, és ha ez a szabalyozas
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nem megfeleld, aberrans O-GICNACc ciklus alakul ki, amely szamos betegséget
okoz.17:45-48

A HEXA ¢és HEXB gének két olyan fehérje lancot kddolnak, amelyek
asszociaciojabol funkcionalis hexdézaminidaz enzim all elé. A hexdézaminidazok
szintén  hidrolitikusan  hasitjdk a  terminalis  N-acetil-D-gliikozamint
glikokonjugatumokrol. A B-hexézaminiddz A (HexA) izoenzim heterodimer, a
HEXA gén kodolta a és a HEXB kodolta B lancokbol all. A homodimer izoenzim, a
hexozaminidaz B (HexB), két B-alegységbdl all. Az a- és B-alegységek kb. 60%-
ban azonosak.*® *® Mindkét alegység katalizalja a termindlis B-N-acetilgliikézamin
¢és B-N-acetilgalaktozamin lehasitasat a glikokonjugatumok széles spektrumar6l. A
B alegység biztositja a semleges szubsztratok hidrolizisét, és sziikséges a Gme-
aktivator komplex HexA-hoz valé kétddésehez, Gmz gangliozid hidrolizisekor. A
Gwmz gangliozid a HexA legfontosabb természetes szubsztratja.’! %2 Az o alegység
még a negativ toltésii szubsztratrol, mint pl. keratan-szulfatrol, is képes lehasitani a
B-glikozidos kotésben levé GIcNAc-6-szulfat csoportokat. Mindkét enzim a
glikozid-hidrolazok GH20-as csaladjaba tartozik, és altalaban a lizoszomakon beliil
lokalizalodik. Ezen enzimek milkodési zavara gangliozidok és mas
glikokonjugatumok felhalmozodasat eredményezi a lizoszomakban, ami a Tay-
Sachs- és Sandhoff-korként ismert, 6rokl6d6é neurodegenerativ rendellenességeket
okozza.®®* A két enzimcsaldd (GH20 és GH84) Kkatalitikus mechanizmusa
megegyezik, valamint az aktiv hely szerkezete is nagy hasonlosdgot mutat
fliggetleniil attol, hogy szekvencidlisan nincs kozottiik hasonlosag. Konnyti belatni,
hogy fontos a szelektiv inhibitorok fejlesztése, hogy elkeriiljiik a nem kivant

mellékhatasokat a gyogyszerként torténd alkalmazasuk soran.



2.3 Ismert OGA inhibitorok

A kis molekulaju OGA inhibitorok nagy érdeklddést valtottak ki az O-(N-
acetil-gliikozaminilezés) fiziologiai szerepének vizsgalataban. Ezeknek a
vegylileteknek a tobbsége szénhidrat alapu inhibitor, melyek vagy a katalitikus
reakcido kozbensd termékeit vagy az atmeneti allapotokat utanozzak, valamint
ismert néhany nem szénhidrat alapt inhibitor is. Az inhibitorok itt kovetkezo
bemutatasa az irodalomban megtalalhaté 6sszefoglalok alapjan késziilt.>4>®

A Streptozotocin, (N-metil-N-nitrozoureido-D-gliikk6zamin, STZ, 1, 1.
tablazat) egy természetes vegyiilet, amelyet régéta hasznalnak I-es tipusu
cukorbetegség eldidézésére allatmodellekben a hasnyalmirigy-szigetekre gyakorolt
kéros hatdsa miatt. Az STZ (1) gyenge OGA-inhibitor (Ki = 1,5 mM),*" nyilvanvalo
,off-target” hatasokkal, ezért nem alkalmas eszk6z az O-GlcNAc sejtbiologia
tanulmanyozasara. Néhany tanulmany azonban az 1 STZ-t hasznalta az O-GICNAc
modosulés fiziologiai szerepének vizsgalatara az Alzheimer-korban,*® valamint az
apoptozisban.>® © A PUGNACc (O-(2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikopiranozilidén)-
imino-N-fenilkarbamat, 2, 1. tablazat) az OGA erds inhibitora (Ki = 46 nM),%
azonban nem szelektiv, mivel hasonlé6 mdédon gatolja a GH20 csaladba tartozo N-
acetilhex6zaminidazokat. Az N-fenil-karbamat rész hidrogén-kotéseket tud
kialakitani az oxim nitrogénatomja és az aktiv centrum aminosav oldallancai kozatt,
az aktiv hely zsebébdl kifordulo fenil csoport pedig kdlcsonhatasokat hoz 1étre a
hidroféb aromas oldallancokkal.®* A fenil-karbamat csoportot nem tartalmazo
LOGNAC (2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikonohidroximo-1,5-lakton, 3, 1. tablazat)
koriilbeliil 30-szor gyengébb inhibitor (Ki = 1,68 uM),** ami azt mutatja, hogy ez a

rész jelentdsen hozzajarul a kotédéshez.
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1. tablazat Streptozotocin, PUGNAc és hasonlé OGA inhibitorok

Inhibitor Ki (OGA) [uM]  Ki (HexB) / Ki (OGA)
OH
HO O
o= 1500 n. a.
N—-NO

Streptozotocin (STZ, 1)

TR o
S 7@ 0,046 1

PUGNAC, 2

B2 o

AcHN N7 1,68 n. a.

LOGNACc, 3

?ﬁ\ o \© 2,4 11

butil-PUGNAC, 4

OH
%ﬁ Q 0,028 1

er 0,056 1

n. a.: nincs adat
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Habér a GH20 és GH84 csaladba tartoz6 enzimek katalitikus mechanizmusa
megegyezik, a GH84 aktiv centrumaban talalhat6 zseb mélyebb, igy lehetdség van
a 2-acilamido csoportok lanchosszabbitasara, ezéltal a szelektivitas novelésére. A
butil-PUGNAC (4, 1. tablazat), habar veszit gatloképességébdl (Ki = 2,4 pM)®? a 2
PUGNAc-hoz képest, szelektivitisa jelentésen nd a hosszabb lancnak
koszonhetden. A négy szénatomnal hosszabb lancok azonban mar jelentésen
rontjak a gatloképességet és a szelektivitast is.62 A PUGNAC (2) fenil csoportjanak
szubsztitualasa (5, 6, 1. tablazat) kis mértékben képes befolyasolni a
gatloképességet, de a szelektivitast nem javitja.®

Knapp ¢és munkatarsai allitottak el6 az 1,2-didezoxi-2'-metil-a-D-
gliikopiranozo-[2,1-d]-A2'-tiazolint®* (NAG-tiazolin, 7, 2. tablazat), mely jelentds
mértékben gatolta mind az OGA, mind a HexB enzimet (Ki = 70 nM mindkét
enzimre).>* A NAG-tiazolin (7) szerkezetébél adédéan mas modon kotddik az
enzim aktiv centrumahoz, mint a PUGNAc (2). Mig utdbbi az sp? hibridallapott
szénatom miatt az oxokarbénium-ion atmeneti allapothoz hasonlo szerkezettel
bir,%® a NAG-tiazolin (7) geometriailag az oxazolinium intermedierre hasonlit,
amelynél a piranéz gytirii enyhén torz pszeudo-szék *Ci1 konformacioban van.®® Az
erdsen konzervalt aktiv hely egy mély zsebet mutatott a metil csoport alatt, amely
nagyobb szubsztituenseket képes befogadni. Ez az ilireg nincs jelen a lizoszémalis
GH20 B-hexézaminidadzokban. Ez a felfedezés vezetett a szelektiv human OGA
inhibitor, az NButGT (8, 2. tablazat) szintéziséhez, amelynél n-propil-lanc
kapcsolodik a tiazolingytiriihoz (Kioca) = 0,230 uM, Kiexs) = 340 pM).3* Ismert
szelektivitasa miatt a 8 NButGT-t széles korben hasznaljak az O-GIcNAcC
modositas funkcionalis szerepének tanulmanyozasara, mivel a PUGNAc (2)
esetében jelentkezo ,,0ff-target” hatasokat nem észlelték. Az Alzheimer-kor (AD)
egy in vivo allatmodelljének vizsgalata kimutatta, hogy ez a szelektiv inhibitor
hasznalhat6 a P-amiloid plakkok lerakodasanak csokkentésére €s a memoria
megmentésére.%” Az oldatban 1évé NButGT (8) nagy része deprotonalt forméban

van jelen 7,4-es fiziologias pH mellett, ami gyenge ionos kdlcsonhatasra utal a
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kulcsfontossagti katalitikus Asp174-gyel, amely elésegiti az anomer centrummal
szomszédos acetamido csoport tdmadasat.®® A Thiamet-G (9, 2. tablazat) esetében
a metilén csoport NH-ra torténd cseréje a tiazolin gytirti endociklusos nitrogénjének
bazikussagat noveli, igy elOsegiti annak protonalodasat €s erdsebb ionos
kolcsonhatas 1étrejottére van lehetéség a katalitikus Aspl74-gyel. Ezaltal a
Thiamet-G (9) er6sebben kotédik az aktiv centrumhoz (Ki = 21 nM) és a
szelektivitasa is jelentdsen nétt HexB-vel szemben.®® A 9 Thiamet-G-t szamos
csoport hasznalta a fehérjék O-GlcNAc szintjének ndvelésére, valamint a tau-
aggregacio és az amiloid patologidk elleni védelemre AD allatmodellekben.’® "3 A
9 Thiamet-G-t a human leukémias sejtek paklitaxellel, a rak kezelésére hasznalt
mikrotubulus-stabilizald szerrel szembeni érzékenyitésére is hasznaltak anélkiil,
hogy a sejtek életképességét befolyasolta volna.”® A 2’-amino-alkil-lancok
méretének novelése (10, 11, 2. tablazat) ugyan nem eredményezte a vegyiiletek
erosebb kotédését, de a szelektivitast jelentés mértékben fokozta HexB-vel
szemben.™ A 9 Thiamet-G viszonylag alacsony membran-permeabilitdst mutatott,
ezért McEachern és munkatarsai kisérletet tettek a permeabilitas novelésére.’® Ez
eredményezte az MK-8719 (12, 2. tablazat) szintézisét. A primer CH,OH csoport
difluormetilre torténd cseréje jelentés mértékben novelte a vér-agy gaton valo
atjutast, és a vegyiilet megtartotta erds gatloképességét (Ki = 7,9 nM) és

szelektivitasat is.”®
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2. tablazat Atmeneti allapot analég OGA inhibitorok

Inhibitor Ki (OGA) [uM] Ki (HexB) / Ki (OGA)

OH
HO
N 0,070 1

\_S
§ 0.230 1500
;

NS
ng 0,0021 350 000

HN 0,0032 950 000
HN 0,0020 1 850 000

HN\YS 0,0079 > 1200
)

MK-8719, 12
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A PUGNAc-imidazol hibrid (13, 3. tablazat) egy médositott glitko-nagstatin
szarmazék, mely tartalmazza a 2 PUGNACc-ban 1évd fenil-karbamat csoportot.
OGA enzimmel szembeni gatlasa gyengébb (Ki = 3,8 uM), mint a PUGNAc (2)
gatlasa.”” Az amid linker orientacioja kedvezdtlen, sikban van az imidazol gytiriivel
és igy a fenil csoportot kiforditja a hidrofob oldallancokkal koriilvett zsebbdl.””
Ezért van Aalten és munkatarsai a fenil- és imidazol csoportok kozotti amid-linkert
két metilénegységgel helyettesitették, és a 2’-helyzetben 1évo alkil-lanc méretét is
novelték a szelektivitis novelése érdekében.’® ° A GIcNAcstatin B-H (14, 3.
tablazat) vegyiiletek 2’-helyzetben valtozatosan szubsztitualt gliikko-nagstatin
szarmazékok. A leggyengébb kotodést a GlcNAcstatin F 3-merkaptopropanamid
szarmazék mutatta (Kj = 11,2 nM), mig a legerdsebbet a GlcNAcstatin B és D etan-
¢és propanamid szarmazékok mutattak (Ki = 0,42 nM és 0,72 nM). Valamennyi
vegyiilet szelektivnek bizonyult a lizoszoémalis f-hex6ézaminiddzzal szemben, a
legszelektivebb a GlcNAcstatin G penta-2,4-diénamid szarmazék (szelektivitas:
> 900 000) és a GIcNAcstatin H butanamid szarmazék (szelektivitas: 35 000).”® 7

Li és munkatarsai glikozil-azidok és alkinek kozotti Cu(l)-katalizalt ,,click”
cikloaddicios reakcidval 1étrehoztak egy molekulakonyvtarat, amely vegyiileteket
vizsgaltak OGA enzimmel szemben. A leghatékonyabb inhibitornak a 15 triazol
szarmazék bizonyult (Ki = 186 pM, 3. tablazat).8% Késébb egy masik kutatocsoport
ugyanezt a reakciotipust alkalmazta olyan vegyiiletek szintézisére, melyekben a 2-
acetamido csoportot cserélték triazol linkerre. Az igy eldallitott 12 vegyiiletbol
harom szdrmazék mutatott szamottevo OGA gatlast (16; 17; 18; 1Cso = 0,50; 0,52

és 0,72 uM, 3. tablazat), valamint szelektivitast HexB-vel szemben 8
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3. tablazat Heterociklust tartalmazo OGA inhibitorok

Inhibitor Ki (OGA) [uM]  Ki (HexB) / Ki (OGA)

OH
HO NM
Ho < o

\p N 3,8 n. a.

=

o= 42-10%-1,1-102 4 - 900 000

R
GIcNAcstatin B-H, 14
R = Me, Et, Pr, iPr, (CH,),SH,
CH=CH-CH=CH

OH nN=N

HO O N
H&/N 7
AcHN o

% 186 n. a.

N\ N ICs0 = 0,50 1100

%‘N @ ICs0 = 0,52 1100

%‘N ICs0 = 0,72 800

n. a.: nincs adat
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Szamos kiilonboz6 gylrliméretli iminociklitol szarmazék talalhaté az
irodalomban, amelyek hatékony inhibitoroknak bizonyultak kiilonb6z6 glikozid-
hidrolaz csalddokkal szemben,®?84 koztik a GH20 csaladba tartozd P-N-

k88" &s a funkcionalisan analég, GH84 csaladba tartozé

acetilhexd6zaminidazo
OGA enzim®: & esetében. A forditott amid pirrolidinek, melyek N1 helyzetben
szubsztitualt propil-lancot tartalmaznak (19 és 20, 4. tablazat), bizonyultak a
legjobb inhibitoroknak ezen szdrmazékok koziil (ICso = 3,7 nM ¢és 2,0 nM),
valamint szelektivitasuk is szamottevé B-N-acetilhex6zaminidazokkal szemben (65
000 és 150 000).58

Mivel egyetlen ismert szénhidrat alapi OGA inhibitor sem felel meg a
Lipinski-féle ,,drug-like” szabalyoknak, Dorfmueller és munkatarsai® nagyszamu
molekula sziirésével felfedeztek egy N°-metiladenin szarmazékot (21, 4. tablazat),
mely megfelel a ,,drug-like” szabalyoknak €s alacsony mikromolos tartomanyban
gatolja az OGA enzimet (ICsop = 4 uM), valamint szelektivitast is mutat a GH20
csaladdal szemben. Johnson és munkatarsai egy sor nem szénhidrat alapu, 2,5-
diszubsztitualt tiazolt allitottak el6™ és vizsgaltdk az OGA enzimmel szembeni
gatlasukat. A 22 vegyiilet (4. tablazat) ICso = 0,2 uM gatlast mutatott human OGA
enzimmel szemben.%? A kézelmiltban a szabadalmi irodalomban egy sor biciklusos
spiropiperidint ¢és spiropirrolidint (23-25, 4. tablazat) nagyon erds OGA-
inhibitorként azonositottak, amelyek ICso-értéke a pikomolaris tartomanyba esik az
enzimatikus vizsgéalatban, valamint a HEK293 sejteket alkalmazd sejtes
vizsgalatban.®® A vegyiiletek hasznosak lehetnek szamos tauopathidval 6sszefiiggd
neurodegenerativ betegség, koztiik az Alzheimer-kor, a frontotemporalis demencia,

a Pick-kor és a Down-szindréma kezelésében.%
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4. tablazat Iminociklitolok és egyéb, nem szénhidrat alapu OGA inhibitorok

Inhibitor ICs0 (OGA) [nM]  ICs0 (HexB) / 1Cs0 (OGA)
HO N O
o_ : 3,7 65 000
O
19
HO QH
(N OH
Q O‘J HN
\H/U\ N\\/\S/O 2 150 000
20
SNH
NN
Ly 4000 75
21
NXZ%NH
0 200 n. a.
22
— N=
N 2N )
Y N 0,00665 n. a.
23
=N
\ N N
e 0,00558 n. a.
24
— (0]
Ny =N }
N 0,00675 n. a.
25

n. a.: nincs adat
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2.4 Szintetikus elozmények

A PUGNAC (2) szintézisét elészor Beer és Vasella 1990-ben irtak le (4.
4bra).®® A nyolclépéses szintézisut (Osszhozam 14 %) két kritikus 1épést is
tartalmazott: a) a 27 kiindulasi vegyiilet (melyet két 1épésben kaptak a 26 N-acetil-
D-gliikozaminbol) nem teljes és alacsony hozamu atalakulasa a 28 hidroximo-1,5-
laktont eredményezd oxidacids 1épésben (50% hozam, 65% konverzid), b) a
benzilidén véddéesoport eltavolitasa natriummal cseppfolyds ammonidban, mely a
29 szabad oximot eredményezi. Mindkét transzformacié multigrammos szintézisre
valo kiterjesztése alacsonyabb hozamokhoz vezetett, €s kényelmetlen feldolgozasi
eljarasokkal jart.% A 30 acetil-védécsoportokkal védett oximot két Iépésben kaptak
jo6 hozammal, melyet fenil-izocianattal reagaltatva, majd az acetil-véddcsoportok

eltavolitasaval kaptak az 2 PUGNACc-ot.

OH

OH
yin SN s WU L g RN IR 2
_ N, OH HO N, -OH
AcHN "OH HO™ACHN N-OH HOT GHN N AcHN N
26 27 28 29

OH OAc OAc
HO% 2 ACO% - ACO&&
X, -O_NHPh N, .O._NHPh AcO N, -OH
HO N ACOTLGHN N TAcHN N
1 0 31 O 30

4. abra A PUGNAC (2) els6 kozolt szintézise: a) két 1épés,®” % 81 %; b) MnOx,
MeOH, 50°C, 12h, 35 % 27, 50 % 28; ¢) Na/NHs, MeOH, -35°C, 86 %; d) 1. Ac20,
piridin, 0°C-t6l rt., 96 %; 2. MeNHa2, EtOH, 0°C, 71 %; ¢) PANCO, EtzN, THF, 3h,
94 %; f) NHa/MeOH, 0°C, 4h, 61 %.

2000-ben Mohan ¢és Vasella egy javitott, hatlépéses (6sszhozam 15 %)
szintézisutat kozoltek (5. dbra).%® A szerzok a szintézisut elsd felét modositotték; a
26 N-acetil-D-gliikkozamin peracetilezésével, majd szelektiv dezacetilezéssel kaptak
a 33 triacetatot. A 33 triacetatot hidroxilamin-hidrokloriddal reagaltatva allitottak
el6 a 34 oximot. A 34 oxim reakcidja MnOo-dal nem vezetett eredményre, igy a 30
hidroximo-1,5-laktont DBU/NCS-sel tortén6 oxidacioval kaptak, de csak 59 %-0s

hozammal, és ennél a 1épésnél a -40°C hémérséklet tartasa volt a kritikus:
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alacsonyabb hoémérsékleten az 4talakulas nem volt teljes, mig magasabb

homérsékleten az 1,4-lakton-oxim képzodott.

OH ) OAc ) OAc ) OAc
HO O a) | AcO O > AcO O © _ AcO OH
Ho/éﬁ“ Acgéﬁ Aco Aco =N~gy
AcHN "OH AcHN A AcHN AcHN
26 32 33 34
OH OAc OAc
R NI ST §
HOS x.,.O._NHPh AGQS x.,.O.__NHPh Aco . OH
AcHN N7 AcHN N AcHN N
1 o 31 o 30

5. abra A PUGNAC (2) javitott szintézise: a) Ac20, piridin, rt., 92 %; b)
(NH4)2CO3, THF/MeOH, rt., 24h, 74 %; c) NH2OH-HCI, piridin/MeOH, reflux, 2h,
75 %; d) DBU, NCS/CH2Cly, -40°C, 59 %; €) PhANCO, EtsN, CH2Cl, rt., 3h, 70 %;
f) vizes NHa, -10°C-t6l rt., 3h, 73 %.

Wolk ¢s munkatarsai 1992-ben kozolték a 2-acetamido-2-dezoxi-D-
gliikono-1,5-lakton 4-fenilszemikarbazon (39) haromlépéses szintézisét (6. abra).*®
Els6 1épésben a 33 laktolt forraltak 4-fenilszemikarbaziddal (35) 1,2-dikloretanban,
katalitikus mennyiségli oxalsav jelenlétében. Azt tapasztaltak, hogy két termék is
keletkezett, a gylirtis 36 és a nyilt lancu 37 forma, melyek egyenstulyban vannak
egymassal. A két vegyiiletet ,,flash”-kromatografiaval elvéalasztottak egymastol, és
a 36 gylirlis szarmazékot reagaltattdk tovabb. Az oxidacios reakcidt szamos
reagenssel elvégezték (pl.: jodbenzol, MnO2, PbO>), a legjobbnak a CrOs-piridin
komplex bizonyult diklérmetanban szobahdmeérsékleten, mely soran jo6 hozammal
kaptak a megfelelé gliikono-1,5-lakton-szemikarbazont (38). A véddcsoport
eltavolitasat ammoniaval telitett metanollal végezték. A 2-acetamido-2-dezoxi-D-
glitkono-1,5-lakton 4-fenilszemikarbazon (39) nagyon hasonlé a 2 PUGNAc-hoz,
ezért megvizsgaltdk a vegyiilet inhibicids képességét szarvasmarha borju vesébol
szarmaz6 HexA/HexB enzimre. A vegyiilet jo inhibitornak bizonyult (Ki = 130

nM), am az ,,0” cseréje ,,NH”-ra nem okozott javulast a gatlasban.
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6. abra A 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-fenilszemikarbazon (39)
szintézise: a) NH2NHCONHPh (35), kat. (COOH),, CICH2CH CI, 58 % 36, 19 %
37; b) CrOz-piridin, CH2Cl2, 74 %; c) NH3/MeOH, 83 %.

2.5 Biokémiai elozmények

Az OGA enzim szekvencidja rendkiviil konzervativ magasabb szintl
eukariota szervezetekben, foleg emlésokben.®® A human enzim N-terminélis ~400
¢s a C-termindlis ~350 aminosav hosszisagl szakasza a legnagyobb mértékben
konzervalt. Ezt a két domént egy nagyon varidbilis, ~150 aminosavbol 4ll6 régid
valasztja el. 1994-ben Dong és Hart patkany 1épbdl izolaltak az OGA enzimet, majd
tisztitas utan vizsgaltak stabilitasat és aktivitasat kiilonbozo koriilmények kozott. '
Megallapitottak, hogy az OGA enzim pH optimuma a semleges tartomanyban van,
ellentétben a P-N-acetilhex6zaminidazokkal szemben, melyek a savas
tartoméanyban aktivak. Az altaluk izolalt enzim kizarolag a fehérjek szerin vagy
threonin oldallancahoz kapcsolodd B-D-GICNAc-ot hasitotta, mig nem mutatott
aktivitast sem a GalNAc-val, sem mas olyan szubsztrattal szemben, amelyen a f3-
N-acetilhex6zaminidazok aktivak. A mesterséges p-nitrofenil-GIcNAc (pNP-
GlcNACc) szubsztratra nagy, 2,55 mM-0s K értéket mértek SO mM-o0s Na-kakodilat
pufferben 7,0-s pH-n. Vizsgaltak az enzimet kiilonb6z6 kationok jelenlétében ¢€s
megallapitottak, hogy a Cu?*, Hg?*, Zn?* és Cd?* ionok gatoljak az aktivitast | mM-
os koncentraciéban, mig a Mg?*, Fe3*, Ca?*, Mg?* és Co?" ionok jelenléte nincs

hatéssal az enzimre. Etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) hozzaadasaval szintén nem
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valtozik az aktivitds, igy valdszintsithetd, hogy az aktivitdshoz nincs sziikség
kétértéki kationokra. A nagy sokoncentracio (1 M NaCl, és 75 mM trisz-
(hidroximetil)-aminometan [Tris]) szintén gatolja az enzim aktivitasat.
Megvizsgaltak néhany B-N-acetilhex6zaminidaz inhibitorral szemben is, koztiik a
PUGNAC (2) és LOGNACc (3) vegyiiletekkel, melyek jo inhibitoroknak bizonyultak
(Ki=52nM és 1,68 uM)

Késébb Gao és munkatarsai Szarvasmarha agybdl is izolaltak és tisztitottak
OGA enzimet, majd aminosav szekvencia analizisnek vetették ala.3® A kapott
szekvencia alapjan a huméan genomban azonositottdk a human OGA enzimet
kodold gént. Ennek alapjan molekularis bioldgiai modszerekkel izolaltdk a cCDNS
fragmenst, amely kodolja a 916 aminosavat tartalmazo nukleocitoplazmatikus
OGA enzimet, amely a hosszll izoforménak felel meg. A hOGA izoformat emlds
expresszios rendszerben fejezték ki elGszor Hise-tag fuzids fehérjeként. Egy
egyszerii IMAC affinitds kromatografia segitségével, egy 1épésben tisztitottak a
rekombinans enzimet, majd vizsgaltak aktivitasat.

Egy masik kutatdcsoport szintén emlds expresszios rendszerben, HEK-293
sejtekben fejezte ki a teljes hossziusagu hOGA izoformat, N-terminalis GST-hOGA
fizios fehérjeként. 1%

Prokaridta, E. coli expresszios rendszerek is megfelelének bizonyultak a
teljes hossziisagh hOGA enzim termeltetésére. A kapott enzim preparatumok
biokémiai paraméterei azonban eltérést mutattak. Vocadlo és munkatarsai 2005-
ben kanamicin rezisztenciat hordoz6 pET28a expresszios vektorba inzertaltak az
OGA enzimet kodolo plazmidot, majd Tuner (ADE3) E. coli sejtekbe
transzformaltak és termeltették a rekombinans enzimet N-terminalis Hise-tag fi1zios
fehérjeként, és az oligohisztidin szekvenciat koordinalni képes IMAC affinitas
kromatografiaval tisztitottak.®® Az igy kapott enzim kinetikai paramétereit PBS (10
MM natrium-foszfat puffer, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI) pufferben vizsgaltak 7,4-
es pH-n. Ilyen koriilmények kozott 206 uM-0s Kw értéket kaptak pNP-GICNAC

szubsztratra.
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Egy masik prokariota expresszios rendszerben pBAD/HisA expresszios
vektort és E. coli TOP 10 sejteket alkalmazva N-terminalisan Hise-tag szekvenciat
tartalmazo rekombindns hOGA fehérjét kaptak.’®® Meglepden nagy ionerdsség
mellett vizsgaltak az enzim aktivitasat (0,5 M citrat/foszfat pufferben, 6,5-6s pH-
n). Ilyen koriilmények kozott 1,1 mM-0s Km értéket kaptak pNP-GICNAC
szubsztratra.

A kiilonb6zo expresszios rendszerekben termeltetett és kiilonbozé modon
tisztitott fehérje preparatumok tisztasagat nehéz megitélni az irodalomban
fellelhet6 kozlemények alapjan, mivel ezek nem tartalmaznak elektroforetikus
analizist, csupan Western-blot abrat mutatnak be, amelyhez oligohisztidin
szekvenciara specifikus antitestet hasznalnak.

Az eml6s és prokariota mellett bakulovirus-vektort alkalmazé expresszios
rendszerben is termeltették a hOGA fehérjét. A hOGA haromdimenzids
szerkezetének  megfejtéséhez ez  utdbbi, a  Spodoptera  frugiperda
rovarsejttenyészetben termelt hOGA kiilonboz6 fragmenseinek sikeres egykristaly
novesztése, majd rontgendiffrakcios szerkezetmegoldasa jarult hozza. 2017-ig nem
sikertiilt a teljes hossziisagt hOGA enzim kristalyositasa €s a szerkezet megoldasa.
Tobb kutatdcsoport is probalkozott egyrészt roviditett aminosav szekvenciaju
hOGA fehérje, valamint kiilonb6z6 hOGA fragmensek kifejezésével, amelyek
egykristaly novesztésére alkamasak voltak, és megdrizték aktivitasukat a teljes
hosszisagt hOGA szubsztratok irant. Kiilondsen a hOGA fragmensekkel torténd
kisérletek bizonyultak eredményesnek, ahol az elsd fragmens a katalitikus domén
volt (hOGAs7.400) kihagyva az N-terminalis els6 56 aminosavbol allo rendezetlen
szekvenciat.1® A mésodik fragmens a katalitikus domén és a pszeudo-HAT domén
kozotti ugynevezett kapocs régid, amelybdl kihagytadk az N-termindlis rendezetlen
szakaszt (NOGAsa4-705).1% A két fragmens komplexet alkot oldatban, valamint
hasonlo katalitikus tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a teljes hosszusdgi hOGA.
A két fragmens kozos kristalyositasa alkalmasnak bizonyult rontgendiffrakcios

szerkezetmeghatarozasra 3,21 A felbontasban. A szerkezetben a katalitikus domén
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szorosan kotédik a kapocs régiohoz, egy komplexet alkot, amely dimerizalodik.
PUGNAC (2) jelenlétében kristalyositottak a hOGAs7-400/544-705 konstrukciot (PDB
kod: SUHO).1%% A szerkezetben azonositani lehetett az aktiv centrumot, melyet nem
csak a katalitikus domén alkot, hanem a dimer szerkezetben a masodik komplex
kapocs régidja is hozzdjarul a felépitésé¢hez (7. abra). A késdbbiekben
bebizonyosodott, hogy oldatban is dimer forméban van jelen, és az aktivitast ez
képviseli.’® A hOGAs7-400/544-705 konstrukeid kinetikai paraméterei pNP-GIcCNAC
szubsztratra Km = 40 uM, a katalitikus alland6 értéke kozel azonos, mint a hossza
izoformanak. A 2 PUGNACc-kal torténd gatlas hasonld eredményt hozott, mint a

hosszu izoforma esetében.0?

PUGNACc kotddése

hOGAs44.705 az aktiv centrumban

PUGNACc kotédése
az aktiv centrumban

v

ot

V S
y ‘r\b{?)

A\ =

7. abra A hOGAs7.400544-705 - PUGNAC (2) (PDB koéd: SUHO) komplex
kristalyszerkezete. Kék és bordd szinekkel vannak jeldlve a hOGAs7-400/544-705
konstrukci6 monomerjei. A fehérje abrdzolasa szalagdiagrammal torténik, a
masodlagos szerkezeti elemeket jeldlve, mig a ligandum megjelenitése golyo és
palcika abrazoldsmoddal torténik.
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3. Sajat vizsgalatok
3.1 Célkitiizés

Habar a PUGNACc (2) egy gyakran és széleskortien alkalmazott inhibitor, a
szintézise tartalmaz néhany kritikus 1épést, melyek jelentdsen rontjak a szintézisut
Osszhozamat (1asd: 2.4 Szintetikus el6zmények). Az N-fenil-karbamat rész fontos
szerepet jatszik az enzimhez valo kotédésben: az oxim nitrogénje és a karbamat
NH-ja hidrogénkotések kialakitdsara képes az aktiv centrum aminosav
oldallancaival, a fenil csoport pedig az aromds oldallancokkal alakit ki
kolcsonhatast. Kordbban  vizsgaltdk a PUGNAc aromas  gylriijének
szubsztitualtsagat, de méretének novelését nem, valamint megallapitottak, hogy 2-
es helyzetben hosszabb N-acil lancok alkalmazasa noveli szelektivitasat
hex6zaminiddzokkal szemben. A cukorgylirii s az aromés csoport kozotti linker
valtoztatasara azonban nincs példa az irodalomban. Ezeket az el6zményeket szem
elétt  tartva  2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  hidrazonok (39
célvegyiiletek a 8. abran) szintézisét terveztiik. Vizsgalni kivantuk a cukorgyiirii és
az aromas csoport kozotti linker (X = CONH: szemikarbazonok, X = CSNH:
tioszemikarbazonok, X = SO>: szulfonilhidrazonok) hatasat a kotédésre. Az aromas
rész (Ar = fenil, szubsztitualt-fenil, naftil) elektronstiriségének és méretének
valtozasa is befolyassal lehet a kotddésre. A 39 célvegyiiletek eldallitasa varhatoan
egyszeriilbb, mint a PUGNAC (2) esetében, azonban a nagyfoku szerkezeti
hasonlosdg miatt a valtoztatdsok ellenére megdrizhetik, vagy javithatjdk az

inhibicids tulajdonsagot.

OH

OH
HO 0 H HO O H
HO N _O__N HO N NG AT
AcHN N7 \© AcHN N7 X
o}

PUGNACc, 2 Célvegyiletek, 39
X = CONH, CSNH, SO,

8. abra PUGNAC (2) és 39 célvegyiiletek szerkezete
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Ahhoz, hogy a szintetizalt vegyiiletek inhibicids tulajdonsagait vizsgaljuk,
terveztik a hOGA enzim heterolég expresszidjanak kidolgozasat a
rendelkezésiinkre allo E. coli expresszios torzsekben. A 2.5 Biokémiai el6zmények
fejezet tanulmanyozasa utan konnyt belatni, hogy a megfelel6 hOGAexpresszios
rendszer alkalmazasa nagy fontossaggal bir funkcionalis enzim termeltetés
szempontjabol. A rekombinans hOGA enzim biokémiai jellemzése
elengedhetetlen, hogy aldtamasszuk ezt a funkcionalitast és meghatarozzuk az
enzim Kkinetikai paramétereit. A GH84 csaladba tartozO0 hOGA katalitikus
mechanizmusa megegyezik a GH20 csaladba tartozo B-N-
acetilhexdzaminidazokkal (HexA és HexB), ami miatt a legtobb OGA inhibitor
gatolja a hexdézaminiddzokat is, mely tulajdonsdg nem kivant mellékhatasokhoz
vezethet az inhibitor alkalmazasa soran. Ezért a szintetizalt vegyiiletek inhibicios

tulajdonsagait vizsgalni sziikséges a GH20 csaladba tartozé enzimekre is.

3.2 Célvegyiiletek szintézise

A 39a célvegyiilet megtalalhat6 az irodalomban,®® ezért a szintézis ennek a

crer

O-acetil-2-dezoxi-D-gliikkopiran6z  (33) kiinduldsi anyagot D-gliikozamin-
hidrokloridbol (40) allitottuk el6 két 1épésben irodalmi modszerek alapjan.t% 105 A
33 vegyiiletet 4-arilszemikarbazidokkal (35a-h), illetve arilszulfonil-hidrazidokkal
(35i-n) reagaltattuk 10 mol% p-toluolszulfonsav jelenlétében.

A 35a, 35h, valamint 35i reagensek kereskedelmi forgalombdl szarmazo
vegyiiletek voltak, mig a 35b-g vegyiileteket aromas aminokbol (41b-g) allitottuk
eld irodalmi modszerek alapjan (9. abra).% Etil-klorformiattal elészor a megfeleld
42b-g karbamatot allitottuk el6, majd hidrazin-monohidrattal forralva kaptuk a
35b-g szemikarbazidokat kdzepes hozammal. A 35f-n vegytileteket arilszulfonsav-
kloridokbdl (43f-n) hidrazin-hidrattal allitottuk elé irodalmi moddszerek alapjan
kozepes hozammal (9. 4bra).}®” A 39a irodalmi példa szintézise soran 1,2-

dikloretant alkalmaztak oldoszerként, ami a kutatolaborunkban nem gyakran

hasznalt oldészer, ezért szerettiink volna lecserélni. Igy elvégeztik a reakciot
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toluolban, diklormetanban és kloroformban. Toluolban a kiindulasi anyag nehezen
oldédott, mig diklérmetanban alacsonyabb hozamot értiink el, mint kloroformban.

Ezért ez utdbbi oldoszer alkalmazasa mellett dontottink.

X
o o
o o™ HoN-NH, * H,0
Ar'-NH, Ar', )KO/\ 22 ey, ArLN)kN,NHz
CH,Cly, rt. reflux H H
41b-g 42b-g 35b-g
(52 - 76 %)
HoN-NH, * H,0 D H
A-S0,C1 ———2 27, A2-S-N-NH,
THF / 0-5°C I
43jn 35j-n

(42-70 %)

9. abra A 35b-g 4-arilszemikarbazidok, valamint a 35j-n arilszulfonil-hidrazidok
szintézise irodalmi médszerek alapjan

A 35a-g szemikarbazidokkal elvégzett reakciok esetében a 37a-g nyilt lancu
tautomerek jelenléte is megfigyelhetd volt a 'H NMR spektrumokban, mig a 35h
tioszemikarbazid, illetve a 35i-n szulfonilhidrazidok esetében a nyilt lanca
tautomer képzOodését nem tapasztaltuk. A tautomereket nem probaltuk meg
elvalasztani, keverékként vittiik tovabb a kovetkezo reakcioban. A keverékek NMR
spektrumai tartalmaztak azokat a jeleket, amelyeket az irodalomban a tiszta 36a és
37a vegyiiletek. A 36 és 37 tautomer keverékek oxidacioja CrOs-piridin komplex-
szel jo hozammal eredményezte az 38a-g lakton szemikarbazonokat. Azonban a
36h tioszemikarbazid és a szulfonilhidrazinok (36i-n) esetében ez a reagens
kombinaci6 komplex reakcidelegyet eredményezett. Szamos oxidaloszert
teszteltiink (I2/NEts, PIDA, ICI/Cs2C0s), végiil a MnO2 bizonyult hatékonynak a
kivant 38h-n vegyiiletek eldallitasaban. Az O-acetil véddcsoportok eltavolitasat
ammoniaval telitett metanolban végeztiik, mely a megfelelé 39 lakton hidrazonokat
eredményezte. Ezeknek az 6tlépéses szintézis-szekvencidknak az 6sszhozama 15-

55 % kozé esik.
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5. tablazat Célvegyiiletek szintézise!%% 109

OAc OAc H OAc
AcO 0 b) AcO O A OH
Aco/éﬁh — AcO N ‘N’R (/f\%o \
AcHN ‘OH AcHN H AcHN
N~NH
33 36 + 37

’a) ) VV

O"(') OAc o) OH
HO AcO O HO O
Hg&S‘H Aco/é& H - Ho/é& H

i I NS NS _N
CI HsN* "OH AcHN N g AcHN N"g

D-glik6zamin HCI 38 39
40

Reagensek és koriilmények: a) 1. Ac20, absz. piridin, r.t.; 2. 4A MS, absz. MeOH, r.t.
(83 % két 1épésre)t®* 1%: b) NH2NHR (35), 0.1 ekv. pTsOH-H20, CHClIs, reflux; c) a-g
esetében: CrOs-piridin, absz. CH2Cl», 0°C — r.t.; d) h-n esetében: MnO3, absz. CH2Cl,
reflux; ) NHs/MeOH, r.t.

Termékek és hozamok (%)

R 36 : 37 39 6sszhozama
36 +37 aranya® 38 39 D-gliik6zaminbol

a CONHPh 90 5:1 83 79 49

b CONH(p-MePh) 83 7:1 92 86 55

¢ CONH(p-CFsPh) 81 5:1 26 87 15

d CONH(p-OMePh) 87 7:3 86 83 52

e CONH(p-CIPh) 77 4:1 78 74 37

f CONH(1-naftil) 94 b 64 83 41

g  CONH(2-naftil) 80 b 93 75 46

h CSNHPh 87¢ - 78 83 47

i SO2(p-MePh) 77°¢ - 69 94 41

j SO2(p-CF3Ph) 85°¢ - 60 83 35

k SO2(p-FPh) 86°¢ - 72 85 44

I SO2(p-CIPh) 89° - 77 78 44
m SO (1-naftil) 89°¢ - 66 80 39

n SO (2-naftil) 76° - 56 75 26

2 A feldolgozott reakcidelegyek *H NMR spektrumabol meghatarozva. ® A 37f és 379 nyilt lanct termékek
képz6dését vékonyrétegkromatografias vizsgalattal detektaltuk, de a jelek atfedése és a keletkezett
vegyliletek kis mennyisége miatt nem sikeriilt megéllapitani a 36:37 aranyt. ¢ Csak a 36 vegyiilet keletkezett
a reakcid soran.

28



A 36 gyiirlis vegyiiletekben a piranéz gyiirii téralkatara a H NMR
spektrumokbol, a vicinalis vazprotonok csatoldsi allando6ibol kovetkeztettiink. A
nagy, 9-10 Hz-es értékek a *C1 konformaciot igazoljak. A konformacié ismeretében
a~10 Hz 3J4-1 _ h-2 csatolasi allandokbol a B(D) konfiguraciora lehet kovetkeztetni.
A 37 nyilt lanca vegyiiletek jelenlétére bizonyiték a *H NMR spektrumokban a
kiszélesed6 szinglett megjelenése ~3,8 ppm-nél (-OH) és a CH=N dublett
megjelenése ~7,2 ppm-nél kis csatolasi allandoval (~4 Hz), tovabba a *C NMR
spektrumban eltiinik a C-1-hez tartozo jel ~89 ppm-nél, és megjelenik a CH=N-hez
tartozo jel ~140 ppm-nél. A 38 vegyiiletek esetében a *H NMR spektrumban egy
NH jellel kevesebb talalhat6, mint a 36 vegyiiletek spektrumaban, valamint eltlinik
a H-1 proton jele is. A C NMR spektrumokban eltiinik a C-1-hez tartozé jel ~89
ppm-nél és megjelenik a C=N jele 142-146 ppm-nél. A 39 vegyiiletekben a C=N
mag Overhauser hatds) mérést alkalmaztunk. 2D 'H-'H EASY ROESY kisérletet
végeztiink, amely a NOE médszerek robusztus valtozata kis és kdzepes méretii
molekulak szamara.''® A NOE jelet biztosité maximalis térbeli tavolsag koriilbeliil
5 A. Igy a 39 vegyiiletek E-Z izomer formait varhatéan meg lehet kiilonboztetni az
N(@2)H és a szénhidrategység jellegzetes protonjai kozotti informative NOE
keresztcsticsok alapjan. A 39c vegyiilet 'H-'H ROESY spektruméban az N(2)H
rezonanciajele NOE keresztcsuicsokat —szolgaltatott a H(5") ¢és O(6)H
rezonanciajelekkel (10. abra), ami ezeknek a protonoknak a térbeli kdzelségét jelzi,
és igy a Z izomer jelenlétét tamasztja ala. Mivel a tobbi 39a-h lakton szemikarbazon
'H és 13C NMR spektruma is nagyon hasonlit a 39¢ vegyiiletére, igy feltehetden

ezekben a vegyiiletekben is a Z izomer van jelen.

* A méréseket Dr. Timdri Istvan végezte.
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10. abra A 39c és 39l vegyiiletekben megfigyelt NOE keresztcsucsok

A 391 vegyiilet 'H-'H ROESY spektrumdban NOE keresztcsticsok
figyelhetok meg az N(2)H rezonanciajele és a H(5'), H(6'a,b) rezonanciajelek kdzott
(10. abra), amelyek jelzik ezeknek a protonoknak a térbeli kozelségét, és igy a Z
izomer jelenlétét. Mivel a tobbi 39i-n lakton szulfonilhidrazon H és *C NMR
spektruma is nagyon hasonlit a 39l vegyiiletére, igy feltehetéen ezekben a

vegyltiletekben is a Z izomer van jelen.

3.3 A teljes hossziisagit hOGA izoenzim heterolég expresszidja 1%

A teljes hosszusagii hOGA izoenzimet kodold gént inzertként tartalmazo
vektorkonstrukciot D. J. Vocadlo (Simon Fraser Egyetem, Burnaby, Kanada)
bocsdjtotta rendelkezésiinkre. A gént a pET28b plazmid Ndel és Xhol endonukleaz
hasito helyei altal meghatarozott szakasz hordozza. A pET csaladba tartoz6 klonozo
vektorokat E. coli expresszios rendszerhez fejlesztették ki. A pET vektorcsalad
elénye, hogy T7 bakteriofag egyik legerésebb promoterének ($p10) szabalyozasa
alatt all a célgén transzkripcidja. A gazdasejt genomi DNS-e pedig inszertként
tartalmazza a T7 RNS polimerazt kodoldé gént. A T7 RNS polimeraz génjének
transzkripcidjat indukalhaté promoéter (lac promoter) biztositja. A T7 RNS
polimerdz specifikus promoterére, tehat kizardlag a pET vektorba inszertalt gént
irja at. A pET28-as vektor tovabbi eldnye, hogy a multiklonozé helye 11 kiilonbdz6
endonukleaz hasitohelyet tartalmaz, valamint N-terminalis és C-terminalis hat
enzim expressziojat optimalizaltuk 6t kiilonbozé E. coli expresszios torzsben:

E. coli BL21(DE3), E. coli BL21(DE3) pLysS, E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-
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RIPL, E. coli BL21 STAR(DE3) ¢és E. coli BL21(DE3) Rosetta. A kis 1éptékii
expresszios kisérletek nagy mértéki nem funkcionalis enzim termeléséhez
vezettek, amelyeknek két f6 okat azonositottuk: a rekombinans hOGA hajlamat
zarvanytest aggregatumok képzésére a fehérjetermelési fazis soran, valamint a
rekombinans enzim jelentds proteolitikus lebomlasat in vivo és in vitro (11. abra).
Ez utobbi jelenséget annak ellenére tapasztaltuk, hogy az alkalmazott E. coli
expresszios torzsekben hianyoznak az ompT és Lon protedzok, amelyek feltehetéen
£t 111113

felelOsek a hibas feltekeredésti fehérjék lebontasaé

1l 2 S 4. 5., @62 i/l S 9. U %11

140 kDa
-l PR — <

100 kDa

70 kDa!

! . :

11. abra Kis Iéptékdi, kiilonbozé transzformans E. coli torzsek hOGA
expresszidjanak eredménye. Az expresszio koriilményei: termeltetés 23°C-on korai
stacioner fazisig, indukcié a koézépexponencialis fazisban 0,4 mM IPTG-vel. A
sejtek feltarasa utan kapott szolubilis és iilepitett frakciok gélelektroforetikus (8 %
SDS-PAGE) analizise.

Savok: 1. fehérje marker, 2. E. coli BL21(DE3) csapadék, 3. E. coli BL21(DE3)
feliiluszo, 4. E. coli BL21(DE3) RIPL csapadék, 5. E. coli BL21(DE3) RIPL
feliiluszo, 6. E. coli BL21(DE3) Rosetta csapadék, 7. E. coli BL21(DE3) Rosetta
feliiluszo, 8. E. coli BL21 Star (DE3) csapadék, 9. E. coli BL21 Star (DE3)
feliiluszo, 10. E. coli BL21(DE3) pLysS csapadék, 11. E. coli BL21(DE3) pLysS
feliiltszo

Ebbdl a szempontbol a legrosszabbul teljesitd torzs a BL21(DE3) volt, ahol alig
termelddik teljes hosszisagi rekombinans fehérje (11. abra). A nem-specifikus
proteolizis mellett a BL21 Star és pLysS torzsek esetében egy 70 kDa hossz
csonka hOGA fragmentum jelentds termelddését figyeltik meg, ami egy

szekvenciaspecifikus proteolitikus hasitasi hely 1étezésére utal. Ez a fragmentum
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kotodott az  affinitdskormatografia sordn hasznalt oszlophoz, ¢és f-N-
acetilglilk6zaminidaz aktivitast mutatott (12. abra). Ennek a viszonylag stabil
hOGA-fragmensnek a mérete és aktivitasa az E. coli sejtek kaszpaz-3-szerii
proteaz-aktivitasanak jelenlétére utal, amely aktivalodhat a hOGA tultermelése

miatt, proteotoxikus stresszt okozva a sejtben, 114117

140 kDa
100 kDa

70 kDa

55 kDa

t e
I

;  cm—
12. abra Az E. coli BL21 Star (DE3) torzs altal termelt és IMAC kromatografiaval

izolalt ,,csonka” vad tipust hOGA-frakcio gélelektroforetikus (8% SDS-PAGE)
analizise

Két torzs, a RIPL és a Rosetta esetében a transzlacidt olyan génekre
optimalizaltak, amelyek kodonhasznalataban kiilonboznek az E. coli-tol, ritka
tRNS-géneket hordoznak a plazmidokon. Ez a két torzs fokozott rekombinans
enzimtermelést mutatott, azonban a Rosetta torzs esetében kaptunk megfeleld
mennyiségll aktiv, oldhaté formaban 1évd fehérjét (11. dbra). A Star és a pLysS
torzsek termelékenysége nagyon hasonld volt, viszonylag magas aktiv hOGA
hozam mellett az aggregalt formahoz képest. Ez ravilagit az mRNS megndvekedett
¢lettartamanak fontossagara a Star torzs esetében és a pLysS nagyon szigoru
expresszios szabalyozasara. Azonban a Star és a pLysS mutatta a legnagyobb
specifikus proteolitikus aktivitast, ami a 70 kDa hosszi hOGA fragmentumot

eredményezte. Mindezekbdl a megfigyelésekbdl az a kovetkeztetés vonhatd le,

32



hogy a torzsek eltérd toleranciat mutattak a hibdsan feltekeredett fehérje
tultermelésével szemben.

Mivel a Rosetta bizonyult a legjobban teljesitd expresszios torzsnek, a
tenyésztési paramétereket erre a torzsre optimalizaltuk. A hémérséklet hatasat a
rekombinans fehérjetermelésre 30°C alatt, harom hdmérsékleten (16, 23 és 28°C)
vizsgaltuk (13. abra). Elméletileg az alacsony fehérjekoncentracionak csokkentenie
kell a fehérjék részleges ¢és hibas feltekeredését, igy megakadalyozva az
aggregaciot.'® A tenyésztési hdmérséklet csokkentése csak 23 °C-on kedvezett a
teljes hosszisagu és aktiv enzim termelésének, amelyet N-acetilgliikozaminidaz
enzim aktivitassal jellemezhetiink (6. tablazat). A hOGA termeltetése soran
altalaban 16°C-os homérsékletet alkalmaznak az irodalomban. A mi esetiinkben
azonban alacsonyabb hdmérsékleten (16°C) felgyorsult a humédn enzim hibas
feltekeredése, és az E. coli chaperon rendszerei nem tudtak megakadalyozni az
aggregatum képzodést.

A tenyésztés hozamat befolyasolta az is, hogy a tenyészet novekedésének
mely fazisaban indukaltuk a hOGA enzimet kodolod gén transzkripcigjat. Ha az
induktort a k6zép exponencialis névekedési fazis utan alkalmaztuk (ODeoo = 0,6
helyett 0,9), akkor 50%-kal magasabb hozamot érhettiink el anélkiil, hogy
tapasztaltunk volna jelentdsebb proteolitikus bomlast vagy zéarvanytest-
aggregatumok képzdodését (14. abra).

Az igy kapott optimalizalt koriilményeket alkalmaztuk a hOGA nagy
1éptékii heterolog expresszidjahoz, amely sordn az enzim aggregatum-képzddése
minimalisra csokkent, és j6 hozammal teljes hossziisagl, nagy mennyiségli aktiv
hOGA enzimet kaptunk.

6. tablazat A kiilonb6zé homérsékleten (16 °C, 23 °C, 28 °C) novesztett E. coli
Rosetta tenyészetek N-acetilgliikozaminiddz enzim aktivitasa.

A sejtlizatum oldhato frakcioja 16°C 23°C 28°C
Osszes N-acetilgliikozaminidaz aktivitas (U) 30 71 35
Specifikus enzimaktivitas (U/mg) 0.13 0.21 0.16
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16c 1 2 3

13. abra Kiilonb6z6 hémérsékleten novesztett E. coli Rosetta expressziods
tenyészetekbdl nyert sejtlizatumok 8%-0s SDS-PAGE analizise.

16 °C: 1. feliiluszob, 2. csapadék, 3. protein marker;

23 °C: 1. protein marker, 2. feliiluszo, 3. csapadék;

28 °C: 1. csapadék, 2. feliiluszo, 3. protein marker.

14. abra a) Az E. coli BL21(DE3) Rosetta tenyészet novekedési gorbéje 23 °C-on.
A kék nyilak az indukcios fazist jelzik (ODsoo= 0,6 és 0,9), a narancssarga nyil
pedig a tenyésztés leallitasat. b) A sejtlizatumok 8%-0S SDS-PAGE analizise
Savok: 1. protein marker; 2. a késébbi fazisban indukalt tenyészet feliiliszoja, 3.
csapadéka. 4. a korabbi fazisban indukalt tenyészet feliiliszoja, 5. csapadéka.
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3.4 A hOGA enzim izoldlasa és tisztitdsa

Az intracelluldrisan termelddé rekombinans hOGA kinyeréséhez
kidolgoztuk a sejtfeltarasi koriilményeket, amelyhez ultrahangot és lizozim
enzimes kezelést alkalmaztunk. Az enzim stabilitdsa szempontjabol fontos volt a
megfeleld lizispuffer kikisérletezése és a szonikalds fizikai paraméterei.
A kiilonb6z6 pufferekben mért enzimstabilitds eredménye azt mutatta, hogy a Tris
pufferben a legkisebb, mig 50 mM-os foszfat pH 7,5-6s pufferben nagyobb az
enzim aktivitdsa, a natrium- ¢és kalium-foszfat pufferek koziil pedig az utdbbi
bizonyult jobbnak. Az ionerdsség nagymértékben befolyasolja az enzim aktivitasat:
hatarozott csokkenés tapasztalhaté >0,5 M NaCl vagy KCI jelenlétében. Az
alkalmazott redukalo agens mindsége is befolyasolja az enzim stabilitasat, 1 mM 2-
hidroxi-1-etantiol alkalmazasa jobbnak bizonyult, mint ImM DTT. A detergensek
koziil a Tween 20 nagy mértékben szolubilizalja a fehérjét. Luu Thanh Sinh
szakdolgozataban kiilonb6zo koriilmények kozott (ionerdsség, detergens,
redukalészer, pufferdsszetétel) kimérte a hOGA denaturacios kinetikajat,108: 119

Az N-terminalis 6 hisztidint tartalmaz6 szekvencia alkalmassd teszi a
fehérjét arra, hogy IMAC oszlophoz kotddjon. A hOGA IMAC kromatografiaja
soran jelentdsnek bizonyult, hogy milyen atmenetifém iont alkalmaztunk. Az
altalanosan alkalmazott Ni?* ion a mi esetiinkben jelentds enzimaktivitas
csokkenést eredményezett. Ezért tobb fémionnal probalkoztunk, mint Cu?* és Co?”,
az utdbbi kototte meg szelektiven a Hise-tag-gel rendelkez6 rekombinans hOGA
fehérjét. A kromatografia hatékonysagat nagymértékben befolyasoltdk a
mintafelvitel koriilményei (a minta koncentracioja, hdmérséklet, aramlasi sebesség)
¢s a kromatografids egyéb paraméterek, mint az aspecifikus fehérjék kotddését
gyengitd sokoncentracio és tenzid alkalmazasa. Az egyik legfontosabb paraméter a
mintafelvitel sordn alkalmazott kezdeti imidazol koncentracio, amely
nagymeértékben segitette a proteolitikusan sériilt hOGA fragmensek elvalasztasat a
teljes hossziisagt hOGA fehérjétél (15. abra). A lizishez kidolgozott

pufferdsszetétel alkalmasnak bizonyult az enzim hosszatavi taroldsara is.
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Ebben a pufferben a hOGA -20°C-on legalabb két évig megdrizte stabilitasat, 30%-

os glicerin hozzéadasaval.

A)

140 kDa

100 kDa

70 kDa

15. abra E. coli BL21(DE3) Rosetta torzsben optimalizalt koriilmények kozott termeltetett
hOGA tisztitasa Co?" ion IMAC affinitds kromatografiaval HiPrep IMAC Fast Flow
oszlopon.

A) Az oszlopra felvitt minta kotépuffere 10 mM imidazolt tartalmazott. Eltcioé imidazol
gradienssel, 100-500 mM imidazolt tartalmaz6 elucios pufferrel.

Savok: 1. Oszlopra felvitt minta; 2. fehérje marker, 3. 100 mM imidazol / 1.; 4. 100 mM
imidazol / 2.; 5. 200 mM imidazol / 1.; 6. 200 mM imidazol / 2.; 7. 500 mM imidazol.

B) Az oszlopra felvitt minta kotdpuffere 50 mM imidazolt tartalmazott. Elucioé imidazol
gradienssel, 100-500 mM imidazolt tartalmazo eluciés pufferrel.

Savok: 1. Oszlopra felvitt minta; 2. a k6t6 pufferrel elualt frakcio, 3. 100 mM imidazol; 4.
150 mM imidazol; 5. 200 mM imidazol; 6. 500 mM imidazol; 7. fehérje marker.
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3.5 Az enzimek Kinetikai paramétereinek meghatdirozdsa'®®

A hOGA enzimet a fent leirt mdodszer szerint expresszaltuk és tisztitottuk.
A Dborji vesébdl szarmazdé HexA/HexB heterodimer enzimet kereskedelmi
forgalombol szereztiik be, mig a hHexB enzimet a Cseh Tudomanyos Akadémia
Mikrobioldgiai Intézete Biotranszformacidos Laboratoriumanak munkatarsai
bocsajtottak rendelkezésiinkre.!?® A hHexB-vel végzett kisérleteket lehetdségem
volt Pragaban elvégezni Prof. Vladimir Kien vezetésével.” Mindharom enzim
esetében PNP-GICNAC szubsztratot alkalmaztunk a kinetikai paraméterek
meghatarozasara. A hOGA enzim Michaelis-Menten kinetikai vizsgalata kalium-
foszfat pufferben 7,5 pH-n Km = 20 uM és Keat = 1,6 s értékeket eredményezett (7.
tablazat). A meghatarozott Kea érték jol korrelal a korabban publikalt adatokkal.®®
Azonban ilyen koriilmények k6zott a pPNP-GICNAC szubsztrat nagyobb affinitassal
kotédik az enzimhez, mint a kordbban k6zolt koriilmények kozott.

A borji vesébdl szarmazé HexA/HexB enzim kinetikai paramétereinek
meghatarozasa kalium-foszfat pufferben 5,8-as pH-n, mig a hHexB enzim
paramétereinek vizsgalata citrat-foszfat pufferben tortént 5,0-s pH-n. Mindkét
hex6zaminidaz esetében a Kpy = 1,1 mM.

A hOGA enzim esetében elvégeztik a Michaelis-Menten kinetikai
paraméterek meghatarozasat a fluoreszcens 4-MU-GIcNAc szubsztrat jelenlétében
is. Ebben az esetben kalium-foszfat pufferben 7,5-6s pH-n a Km = 12 uM. A
Michaelis-Menten kinetikai gorbéket a 8. Fiiggelék tartalmazza.

7. tablazat A hOGA enzim Michaelis-Menten kinetikai paraméterei pNP-GICNAC
szubsztratra.

50 mM PBS

05M
K2HPO;, - (10 mM foszfat puffer, e
PUTer  KHPO. puffer, 137 mM NaCl, 2,7 mMKcl) ~ SVToszidt puffer
pH 7,5 pH 7,4 & P 5
K 20 UM + 2 206 uM 1,1 mM
kcat (S_l) 1,6 :t 0,1 1,5 3,4

* A rovidtavi tudomanyos tanulmanytat a COST Action 18132 keretein beliil valosult meg.
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3.6 Enzimgdtldsi mérések eredményei*®® 10

A hOGA enzim, valamint a borju vesébdl szarmazo HexA/HexB enzim
esetében az inhibicios allandok (Ki) meghatarozasa Dixon modszerrel'?! tortént. A
kezdeti sebesség reciprokat az inhibitor koncentraciojanak fliggvényében
abrazoltuk harom kiilonb6zd szubsztrat-koncentracio esetén (16A. dbra). A kapott
egyenesek egy pontban metszik egymast (Kj) a koordinatarendszer negyedik
kvadransaban. A metszéspont elhelyezkedése a gatlas modjara is utal, kompetitiv
vagy vegyes gatlasi mod feltételezhet. Mivel a Dixon-diagram nem tudja

egyértelmiien megkiilonboztetni ezeket a gatlasi modokat, a kinetikai adatokat a

Cornish-Bowden modszerrel'? is abrazoltuk.

m [S]=75uM
B) | ® [S]=40uM
8x10° 4 A [S]=20uM

m [S]=75uM
® [S]=40uM
A [S]=20uM

‘U,AA
S o @

2 £ %
N2 2 2
\

- p oW

3 3 3

5

" i T T T T T ; T

40 05 00 05 10 15 20 25 30 00 05 10 15 20 25 30
017 (M) 111 (uM)

16. abra A hOGA gatlas kinetikai adatainak abrazolasa 39a jelenlétében harom
szubsztrat-koncentracio esetében (m 75 uM; e 40 uM; A 20 uM) Dixon
modszerrel (A) és Cornish-Bowden médszerrel (B).

Az [S]/v-t abrazolva az inhibitor-koncentracio fiiggvényében parhuzamos
egyeneseket kaptunk (16B. abra), azaz a szintetizalt vegyiiletek kompetitiv
inhibitorai mind a hOGA, mind a HexA/HexB, mind a hHexB enzimeknek. A
hHexB gatlasa esetén a Michaelis-Menten gorbéket pNP-GIcNAc szubsztrat
alkalmazaséval vettiik fel. Az inhibicios allandokat nemlineéris regresszids
analizissel hataroztuk meg a kompetitiv gatlasi modell alkalmazaséaval. A 16. dbran
a 39a vegyiilet példajan mutatom be a Dixon- és Cornish-Bowden-diagramokat, a

tobbi vegyiilet diagramjait a 8. Fiiggelék tartalmazza.
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A 39a-h lakton szemikarbazon szarmazékok esetében pNP-GICNAcC
szubsztratot alkalmaztunk a hOGA enzimmel szembeni inhibicios allandok
meghatarozasahoz, kivéve az erdsen kotddo 39e és 399 szdrmazék esetén, ahol az
enzimkoncentracido osszemérhetd volt az inhibitor-koncentracioval, igy a Dixon
modszert nem lehetett alkalmazni. Ezért a fluoreszcens 4-MU-GICNAC szubsztratot
alkalmaztuk, kihaszndlva a fluoreszcens moddszer nagyobb érzékenységét, igy
csokkenteni tudtuk az enzimkoncentraciot. A 39i-n lakton szulfonilhidrazon
szarmazékok esetében szintén a fluoreszcens szubsztratot alkalmaztuk.

A 39 vegyiiletek gatlasi allandoi hOGA enzimmel szemben az alacsony uM-
0s, illetve a nM-o0s tartomanyba esnek. A 39a-h lakton szemikarbazon szarmazékok
gatlasi allandoit a 8. tablazat foglalja Gssze. Ezen vegyiiletek koziil a legjobb
inhibicios hatast a 39e és 399 vegyliletek mutattak, mig a leggyengébb inhibitornak
a 39h tio-szarmazék bizonyult. Valamivel magasabb K; értékeket kaptunk a
HexA/HexB enzim esetén, jelentds szelektivitas a két enzim kozott nem figyelhetd
meg. Erdemes megjegyezni, hogy a 39f és 39g naftil-szarmazékok gatlasaban
jelentés kiillonbség van, amelyek kozil a 2-naftil (39g) tobb mint egy
nagysagrenddel erésebb, mint az 1-naftil (39f). Masrészt a 39f szelektivebb a

HexA/HexB enzimmel szemben.

39



8.

tablazat A 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton

szemikarbazon

szarmazékok (39a-h) inhibicios allanddi a hOGA és a borju vesébdl szarmazod

HexA/HexB enzimek esetén (Ki [uM])

Vegyiilet hOGA HexA/HexB
39 B2 0.190 = 0.008 P00
a NS . .
e W) (ir. 0.130 = 0.020)%°
OH
s0b Mo K 0.155 + 0.003 0.332 £ 0.017
L
OH
HO O H H
39¢ ”C%NNN/NWN@ 0.167 = 0.006 0.125 + 0.004
o CF,
OH
HO O
39d H(%W\\N/HWH@ 0.270 +0.010 0.413+0.014
o OMe
OH
HO O
39 H%N HWH\@L 0.083 + 0.004* 0.170 = 0.004
o Cl
OH
(@]
39f HS%N/HW“ 0.506 = 0.020 0.154 + 0.006
(0]
OH
39g % 0.036 + 0.001 0.047+ 0.002
39h ﬁ 27+3 30+2

AcHN \©

# 4-MU-GIcNAC szubsztratot alkalmaztunk
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A 39i-n lakton szulfonilhidrazon szarmazékok hOGA enzimmel szemben
jobb inhibitoroknak bizonyultak, mint a 39a-h lakton szemikarbazonok (9.
tablazat). A leger6sebb inhibitorok a 39m ¢és 39n naftil-szarmazékok, mig a
leggyengébbnek az 39j bizonyult. Masrészt a hHexB enzimmel szemben egy
kivételével az 0sszes vegyiiletnél alacsonyabb K értékeket kaptunk, ami azt jelzi,
hogy ezek a vegyliletek jobban gatoljak a hHexB-t, mint a hOGA-t. A 39m
szulfonilhidrazon mindkét enzim leger6sebb inhibitora, és a 39] utan a
legszelektivebb a hHexB-vel szemben (a 39j a legkevésbé erds inhibitor mindkét
enzim szamara).

Annak érdekében, hogy megértsiik a vegyiiletek hOGA enzimhez vald
kotddési tulajdonsagait és relativ gatld hatékonysagat, J. M. Hayes €s munkatarsai
a Kozép-Lancashire-i Egyetem Gyogyszerészeti és Orvosbiologiai Tudomanyok
Karan in silico szamitasokat végeztek kvantum-mechanika/molekularis mechanika
(QM/MM) modszerekkel a hOGAs7-400/544-705-PUGNAc komplex (PDB kod:
5UHO) modell alkalmazasaval.1% 19 A 39a-h lakton szemikarbazon szarmazékok
esetében a 17. abran lathaté hidrogén-hidak kialakuldsa feltételezhetd. A 39a-e
vegyliletek esetében a Tyr286 oldallanca ¢és a fenilgytirti kozott igynevezett ,,edge-
to-face” T-alakt © - m kolcsonhatasok kialakulasara van lehetdség. Megfigyelték
tovabba a kotdhely hurokban 1évé Val255 NH - m kdlcsonhatast is, mely fleg a
naftil-szarmazékok esetében jelentds. A 39h tioszarmazék kotddése a leggyengébb.
Bar a fehérje-ligandum kolcsonhatasa erdsnek szamit, a kotodés deszolvatacios
koltsége a legmagasabb volt az Gsszes inhibitor koziil. A 39e vegyiilet nagy
affinitdsat magyarazza a halogén - hidrogén-kotés donor (Hlg - HBD) ko6lcsonhatas,
amely a vegyliletben 1év6 -Cl atom és a Val255 NH egysége kozott alakul ki.
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9. tablazat A 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton szulfonilhidrazon
szarmazékok (39i-n) inhibicios allandéi a hOGA és a hHexB enzimek esetén
(Ki [nM]).

Vegyiilet hOGA hHexB
OH
39i é&\n @ 78+ 1 2142
AcHN N
OH CF
0 3
39j ”ﬂc%Nﬁ\N 0 Q 230+ 17 48+ 4
g b

OH
39k %H O 95+ 11 45+3

AcHN N

OH
391 é&\n @CI 70+3 39+2

AcHN N
//
0] e

39m Hﬁoﬁo%&\ 1. 2747 6.8+18
AcHN N~
O

‘o

OH
HO 0
oo

A legerésebben kot6do lakton szemikarbazon a 2-naftil szubsztituenst
tartalmaz6 399 inhibitor (Ki = 36 nM), amely jobban kihasznalta a kélcsonhatasokat
(beleértve az NH - n és a T alaku « - 7 ,,stacking”) a kornyez6 hidrofob részekkel.
Habar mindkét naftil szarmazékra (399 és 39f) erds affinitast josoltak a szamitasok,

a 39f vegyiilet mégis az egyik leggyengébb inhibitor.

42



: - ALS
A 1 ASN 287~ \
\ N/ PHE 223

ASP 175 \ | g osp =

A TYR 219

(B)

e»"

VAL 255
2

VAL 254

4 X s zao

y \k
BE98 e ' PHE223
ASP 174 t
ASPHLTS THR 250
TYR 219

17. abra Modellezett komplexek QM/MM és QM/MM-PBSA szamitasok alapjan:

(A) hOGA-39 és (B) hOGA-39g.

A 39i-1 lakton szulfonilhidrazon szarmazékok kot6dése hasonld, mint a 39a-
e szemikarbazonok esetén (18. dbra). A fenilgyliri szubsztituensei és a Tyr286 és
Val255 hidrofob oldallancai kozott kolesonhatas alakul ki. A CFs csoport (39j)
eltolodik a Tyr286-tol, ez Osszefliggésbe hozhaté annak alacsonyabb hOGA-gatlo
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hatasaval (Ki = 230 nM); mig a metil-szubsztitualt 39 (Kj = 78 nM) jo6 CH - &
kolcsonhatast tud kialakitani a Tyr286 oldallancanak aromas gytriijével. A 39K ¢és
391 vegyiiletek esetében NH - halogén kolcsonhatas tud kialakulni a Val255 NH

egyseégével.

['\
: A VAL 254
Y4 ASN280,
' \
b \ PHE 223

X

18. abra A 39i-l szubsztitualt fenil analdgok szamitott, modellezett komplexei. A
fluor atomok vilagoskékkel, a klor atomok narancssargéaval vannak jelolve.

A 39m és 39n naftil szarmazékok bizonyultak a legjobb inhibitoroknak (Ki
~ 30 nM). Mindkét ligandum képes kedvez6 kolcsonhatasokat kialakitani a Val255
NH egységével (19. abra). A 39n 2-naftil szdrmazék a Tyr286 oldallancanak
aromas gyurijével T-alaku m - m kolcsonhatasokat képes kialakitani. A 39m
vegylilet esetében az 1-naftalin gyliri 180°-os atbillentése az S—C(Ar) kotés koriil
alternativ © - m kolcsonhatasokhoz vezethet a Phe223 oldallancanak aromas

gytrtjével.
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(A) % &286

Vi ASP 285\ o™ .

\Q ‘ - VAL 255
v ; '_/

—;\& . _JVAL254

+—ASN 280, \
: PHE 223

Lvs\gsA E\)_ «\\ Tﬁm

ASP 174

\ TYR 219
(B) \ TYR 286

7 ASP285 .
\Q { N VAL 255
v : Rend”

Vs
e ‘—}\ : 4 VAL 254

- ASN 280 \
PHE 223

‘I.YSXA\ \F ﬂ.\ \ TH(SO
Asp174 [, \
' TYR219\
o

19. abra Szamitott, modellezett komplexek: (A) hOGA-39n és (B) hOGA-39m.
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3.7 Az eredmények értékelése, kitekintés

A doktori munka soran az Uj inhibitorok tervezéséhez a PUGNAC-ot (2)
valasztottuk vezérszerkezetnek, mely az egyik legrégebbi, szoros kotddésit OGA
inhibitor. Az irodalomban korabban mar vizsgaltak, hogy az N-fenil-karbamat
egység aromas részének szubsztitualtsaga befolyasolja-e a gatlo hatast, azonban
szamottevé effektust nem tapasztaltak. Vizsgaltak tovabba, hogy 2-es helyzetben
hosszabb N-acil lancok hogyan befolyasoljak a szelektivitasat hex6zaminidazokkal
szemben, ¢és meghataroztak a  szelektivitdis szempontjabol  optimalis
lanchossziisagot €s Osszetételt. Arra azonban nem talalhato irodalmi példa, hogy
vizsgaltak volna a cukorgylirii és az aromas rész kozotti imino-karbamat egység
izosztér helyettesitését és egyéb moddositasat, valamint az aromés rész méretének
valtoztatasat. Munkank soran izosztér cserével olyan 2-acetamido-2-dezoxi-D-
gliikono-1,5-lakton aril(tio)szemikarbazon (39a-h) szarmazékokat allitottunk eld,
melyek a PUGNAC (2) imino-karbamat egységének ,,0”-jét ,,NH”-val helyettesitik,
igy lehetdség nyilik tovabbi H-kotések létrejottére. A C=O csoport oxigénjének
cseréje kénre (C=S) a 39h szarmazékban rontotta a vegyiilet kotddését az aktiv
centrumhoz. A legjobb gatld hatassal a 39e p-klorfenil szarmazek, és a 39g 2-naftil
szarmaz€k rendelkezik, mely vegyiiletek esetében tovabbi stabilizald
kolcsonhatasok alakulnak ki a ligand-enzim komplexben. A 2-acetamido-2-dezoxi-
D-gliikono-1,5-lakton arilszulfonilhidrazon (39i-n) szarmazékokban a szulfonil
oldallancaihoz, ezaltal szorosabb kotédést eredményez. A 39a-n vegyiiletek
tobbsége hasonlo gatlo hatassal rendelkezik, mint a PUGNACc (2), és bar szamottevd
szelektivitast nem mutatnak hexézaminidazokkal szemben, eldallitasuk egyszeriibb
¢€s jobb 0sszhozamu, mint a PUGNACc (2) esetében. A szelektivitas novelésére az
irodalmi analdgiak alapjan varhatoan lehetdség van a 2-es helyzetben 1évé N-acetil
csoport lecserélésével, melyre iranyuld kisérletek jelenleg is folynak
kutatocsoportunkban (a kezdeti szintetikus eredményeket egy diplomamunka

tartalmazza).'®
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A szintetizalt vegyiiletek gatldsi tulajdonsagainak meghatdrozasahoz
heterolog expresszios rendszert dolgoztunk ki a huméan teljes hosszusagat OGA
izoenzim tultermeltetésére. A modszerrel, az E. coli BL21(DE3) Rosetta
expresszios torzs szamottevd mértékben fejezte ki intakt, funkcionalis formaban a
rekomibans enzimet. A tovabbi enzim izoldlasi Iépésekhez és a kinetikai
mérésekhez a hOGA enzim féléletidejének jelentds novelésére volt sziikség. Ehhez
feltartuk az enzimet stabilizald koriilményeket (megfeleld redukaléd agens, tenzid,
ionerdsség, kation ¢€s anion mindség), amelyeket alkalmazva ¢és irodalmi
Osszevetésben is, nagy katalitikus hatékonysagu, homogén enzim preparatumot
allitottunk el4. Az irodalmi kézleményekben rendre hianyoznak az elektroforetikus
analizis abrai a tisztitott hOGA fehérjérdl, csupan a Western-blot képét mutatjak
be. A 3.4 A4 hOGA enzim izolalisa és tisztitisa fejezetben a hOGA enzim
gélelektroforetikus felvételei igazoljak, hogy a kidolgozott stabilizal6 koriilmények
kozott tarolva a tisztitott fehérje akar két évig is megdrizte homogenitasat, az enzim
aktivitas esszék pedig igazoltak az enzim funkcionalitasanak megérzését. Az enzim
minta nagy foku stabilitdsa reményt adhat a jovébeni szerkezetvizsgalatokra.

Az eléallitott 39a-n 2-acetamido-2-dezoxi-D-glitkono-1,5-lakton hidrazon
szarmazékok inhibicios allandoit spektrofotometrias és fluorimetrias Kinetikai
mérésekkel hataroztuk meg mesterséges szubsztratokra (PNP-GICNAc és 4-MU-
GlcNAc). Az inhibitorok kotédését az enzimhez mas modszerrel is meg lehet
hatdrozni, mint pl. izoterm titracids kalorimetriaval (ITC), ami a kezdeti tervek
kozott szerepelt, azonban az idOkorlatok miatt kivitelezésére mar nem kertilt sor.
Az enzim denaturacids kinetikdjanak meghatarozasdhoz differencialis pasztazo
kalorimetria (DSC) alkalmazasa adhat plusz informaciot. A hOGA enzim
oligomerizéciodjat észleltiik oldatvizsgalatainkban, amelynek meghatarozasat tobb
modszerrel 1s terveztik (keresztkotd reagensek alkalmazasa, MS, SAXS).
Terveztiik tovabba természetes, fehérje szubsztrat jelenlétében torénd tesztelését a

szintetizalt vegylileteinknek.
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4, Kisérleti rész
4.1 Szintézis

Az olvadaspontok korrigdlatlanok, meghatarozdsuk Kofler tipusa fiithetd
targyasztall mikroszkoppal tortént. Az optikai forgatoképesség éErtékeket
szobahémérsékleten, Perkin-Elmer 241, illetve Jasco P-2000 polariméterrel
allapitottuk meg. Az NMR-méréseket Bruker DRX 360 (*H: 360 MHz; 3C: 90
MHz) vagy Bruker DRX 400 (*H: 400 MHz; '3C: 100 MHz) késziilékeken
végeztiik. A kémiai eltolodasok (8 [ppm]) értékeit MesSi-ra, illetve a megfeleld
oldoszer jelére vonatkoztatva adtuk meg. Az MS méréseket Bruker micrOTOF-Q
¢s maXis Il UHR ESI-QTOF MS késziilékekkel végeztiik pozitiv ion modban ESI,
illetve APCI ionizaciés modszerekkel. A vékonyréteg kromatografidhoz DC-
Alurolle, Kieselgel Fas4 (Merck) tipusu lemezeket hasznaltunk, a kromatogramokat
UV-fény segitségével (M= 254 nm), illetve hevitéssel vagy kénsavas el6hivod
alkalmazasaval tettiik lathatova [absz. EtOH (95 ml), cc H2SO4 (5 ml), anizsaldehid
(1 ml)]. Az oszlopkromatografias elvalasztasok soran Kieselgel 60 (Merck,
szemcseméret: 0.063-0.200 mm) tipust szilikagél allofazist alkalmaztunk. A
szerves oldatokat vizmentes magnézium-szulfattal szaritottuk, majd csokkentett
nyomason, 30-60 °C-os vizflirdon paroltuk be. A felhasznalt vegyszerek a.t. vagy
a.l.t. mindéségliek voltak, az oldoszereket a szokésos eljarasokkal tisztitottuk.

A kiindulasi anyagokat és reagenseket irodalmi modszerek szerint llitottuk eld:

e 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-o,B-D-gliikopiranoz (33)1%4 105
e 4-arilszemikarbazidok (35b-g)'%

e arilszulfonil-hidrazidok (35j-n)*’
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4.1.1 Altalanos eljaras 1-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-B-D-
gliikkopiranozil)-4-aril(tio)szemikarbazidok (36a-h) és 1-(2-acetamido-3,4,6-
tri-O-acetil-2-dezoxi-g-D-gliikopiranozil)-2-(arilszulfonil)-hidrazinok  (36i-n)
eléallitasara

Reflux hémérsékleten reagaltattunk 200 mg (0.58 mmol) 2-acetamido-
3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-a,-D-gliikkopiranozt (33), 0.87 mmol
(tio)szemikarbazidot (35a-h) vagy szulfonilhidrazidot (35i-n), és 0.058 mmol p-
toluol-szulfonsavat 4 ml kloroformban. A reakcio lejatszodasat vékonyréteg
kromatografiaval kovettiik (eluens: aceton : hexédn = 3 : 2). A reakci6 lejatszodasa
utan a lombikot jeges vizben hiitottiik, a csapadékot kiszirtiik. Abban az esetben,

ha a reagens szennyezte a csapadékot, oszlopkromatografidsan tisztitottuk (eluens:

aceton : hexan=1:1).

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-fenilszemi-
karbazid (36a) és 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliik6z
4-fenilszemikarbazon (37a)

OAc
o oé@v /@ A 4.1.1 4ltalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33

Ac

AcHN M ¢s 130 mg (0.87 mmol) 4-fenilszemikarbazid (35a)
o /§§ reakciojabol. 201 mg (72 %) fehér porszerii szilard
AcO 0]
AcHN \N\N )LN /© anyagot szlrtlink ki, ami a 36a és 37a anyag keveréke. A
H H

spektralis adatok az irodalmi értékekkel megegyeznek®.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-(p-metil-
fenil)-szemikarbazid (36b) és 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliik6z
4-(p-metilfenil)-szemikarbazon (37b)

OAc 9 A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
ronez ML L @/ jards sz 9( )
AcHN  H H és 144 mg (0.87 mmol) 4-(p-metilfenil)-szemikarbazid
oo /‘é@ (35b) reakcidjabol. Oszlopkromatografia utan 239 mg
AcO
AcHN

\N\NiN /©/ (83 %) fehér porszerii anyagot kaptunk, ami a 36b és
H H
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37b anyag keveréke. APCI-MS pozitiv mod (m/z): CooH3zoNsOg-re (494.20)
szamitott [M + H]* = 495.21, talalt: [M + H]* = 495.33.

36b: *H NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 8.16 (s, 1H, NH), 8.10 (d, J = 8.5 Hz, NH),
7.56 (d, 1H, J = 9.5 Hz, NH), 7.30 (d, 2H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.05 (d, 2H, J= 8.4 Hz,
Ar), 5.87 (d, 1H, J = 6.0 Hz, NH), 5.13 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 4.82 ( pt, 1H,
J=9.7 Hz, H-4), 4.29 (pt, 1H, J = 9.4 Hz, H-1), 4.20 (dd, 1H, J = 4.6, 12.2 Hz,
H-6a), 4.00 (dd, 1H, J = 2.2, 12.2 Hz, H-6b), 3.86-3.78 (m, 2H, H-2, H-5), 2.22 (s,
3H, CHs), 1.99, 1.97,1.92, 1.80 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR (DMSO0-d6) & (ppm):
170.08, 169.67, 169.56, 169.30 (C=0), 156.03 (C=0), 136.77, 130.53, 129.00,
118.12 (Ar), 89.50 (C-1), 73.41, 71.67, 68.62 (C-3, C-4, C-5), 62.16 (C-6), 50.86
(C-2), 22.71 (CHa), 20.49, 20.39, 20.37, 20.28 (4 CHj3).

37b: 'H NMR (DMSO-dé6) & (ppm): 10.57 (s, 1H, NH), 8.55 (s, 1H, NH), 8.10 (d,
1H, J= 8.4 Hz, NH), 7.46 (d, 2H, J= 8.7 Hz, Ar), 7.16 (d, J= 3.9 Hz, CH=N), 7.09
(d, 2H, J= 8.7 Hz, Ar), 5.60-5.45 (m, 2H, H-3, H-4), 5.05 (dd, 1H, J = 4.3, 7.0 Hz,
H-2), 4.77-4.67 (m, 1H, H-5), 4.05-3.93 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.87 (bs, 1H, OH),
2.25 (s, 3H, CHs), 2.04, 2.03, 1.99, 1.88 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR (DMSO-d6)
d (ppm): 171.50, 171.41, 171.06, 170.62 (C=0), 157.18 (C=0), 139.39 (CH=N),
136.43, 133.09, 129.77, 120.59 (Ar), 74.54, 72.77, 69.63 (C-3, C-4, C-5), 62.87
(C-6), 50.87 (C-2), 23.21 (CH3), 21.30, 21.23, 21.15 (4 CHs3).

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-(p-trifluor-
metilfenil)-szemikarbazid (36c) és 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-

gliikoz 4-(p-trifluormetilfenil)-szemikarbazon (37c)

/@/ A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol)
AcO
A"o AcHN 33 és 190 mg (0.87 mmol) 4-(p-trifluormetilfenil)-
szemikarbazid (35¢) reakcidjabol.
Ac0’§N
AcHN /©/ Oszlopkromatografia utan 257 mg (81 %) fehér

porszerli anyagot kaptunk, ami a 36¢ és 37¢C anyag
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keveréke. APCI-MS pozitiv moéd (m/z): CxH27F3N4Oe-re (548.17) szamitott:
[M + H]* = 549.18, talalt: [M + H]* = 549.16.

36c: *H NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 8.61 (s, 1H, NH), 8.11 (d, J = 8.8 Hz, NH),
7.92 (s, 1H, NH), 7.66 (d, 2H, J= 9.0 Hz, Ar), 7.60 (d, 2H, J= 8.8 Hz, Ar), 5.99 (d,
1H, J = 3.1 Hz, NH), 5.12 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 4.84 ( pt, 1H, J = 9.7 Hz,
H-4), 4.36 —4.24 (m, 1H, H-1), 4.19 (dd, 1H, J = 4.5, 12.1 Hz, H-6a), 3.99 (dd, 1H,
J=1.7,12.2 Hz, H-6b), 3.91-3.77 (m, 2H, H-2, H-5), 1.98, 1.97, 1.91, 1.78 (4 s,
12H, 4 CH3). ¥C NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 170.11, 169.73, 169.70, 169.36
(C=0), 155.79 (C=0), 143.14, 125.92 (q, 3Jcr = 7.2 Hz, *Jcr = 3.4 Hz) 124.59 (q,
Yer = 277 Hz), 121.73 (q, 2Jcr = 32 Hz), 117.83 (Ar), 89.18 (C-1), 73.47, 71.72,
68.61 (C-3, C-4, C-5), 62.21 (C-6), 50.72 (C-2), 22.76, 20.51, 20.43, 20.39 (4 CHy).

37c: A jelatfedések miatt a teljes hozzarendelés nem volt lehetséges.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-(p-metoxi-

fenil)-szemikarbazid (36d) és 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliik6z

4-(p-metoxifenil)-szemikarbazon (37d)

0 /©/°Me A 4.1.1 éltalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol)
N

OAc H
(o}
AcO
AC&WN\N*

AcHN  H H 33 és 156 mg (0.87 mmol) 4-(p-metoxifenil)-
one szemikarbazid (35d) reakcigjabol.
M o ote
AcHN \N\NAN Oszlopkromatografia utan 258 mg (87 %) fehér
H H

porszerli anyagot kaptunk, ami a 36d és 37d anyag
keveréke. ESI-MS pozitiv  moéd (m/z): Ca2HzoN4Ozo-re (510.20) szamitott:
[M + H]" =511.20, talalt: [M + H]* = 511.33.

36d: 'H NMR (DMS0-d6) § (ppm): 8.12 (d, J = 8.4 Hz, NH), 8.08 (s, 1H, NH),
7.51 (d, 1H, J = 9.4 Hz, NH), 7.33 (d, 2H, J= 8.2 Hz, Ar), 6.84 (d, 2H, J= 8.2 Hz,
Ar), 5.86 (d, 1H, J = 5.9 Hz, NH), 5.12 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 4.83 ( pt, 1H,
J=9.9 Hz, H-4), 4.28 (pt, 1H, J = 9.4 Hz, H-1), 4.20 (dd, 1H, J = 4.6, 12.0 Hz,
H-6a), 3.99 (dd, 1H, J = 1.9, 12.0 Hz, H-6b), 3.90-3.77 (m, 2H, H-2, H-5),
3.70 (s, 3H, OCH3), 1.99, 1.97,1.92, 1.79 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR (DMSO-d6)
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8 (ppm): 170.54, 170.14, 170.01, 169.83 (C=0), 156.62 (C=0), 154.84, 132.92,
120.21, 114.29 (Ar), 89.97 (C-1), 73.90, 72.15, 69.09 (C-3, C-4, C-5), 62.63 (C-6),
55.61 (OCH3), 51.33 (C-2), 23.19, 21.15, 21.06, 20.87 (4 CHa).

37d: 'H NMR (DMSO-d6) & (ppm): 10.54 (s, 1H, NH), 8.53 (s, 1H, NH), 8.19 (d,
1H, J= 8.8 Hz, NH), 7.46 (d, 2H, J= 9.0 Hz, Ar), 7.16 (d, J= 3.7 Hz, CH=N), 6.88
(d, 2H, J= 8.7 Hz, Ar), 5.59-5.43 (m, 2H, H-3, H-4), 5.05 (dd, 1H, J = 4.3, 6.8 Hz,
H-2), 4.77-4.67 (m, 1H, H-5), 3.96-3.89 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.78 (bs, 1H, OH),
3.72 (s, 3H, OCHs), 2.04, 2.03, 1.99, 1.95 (4 5, 12H, 4 CHs). 3C NMR (DMSO-d6)
8 (ppm): 170.63, 170.60, 169.76, 169.42 (C=0), 155.36 (C=0), 153.47 (Ar), 139.45
(CH=N), 132.43, 121.65, 114.23 (Ar), 71.78, 70.39, 67.02 (C-3, C-4, C-5), 65.27
(C-6), 55.61 (OCHs), 50.41 (C-2), 23.02, 21.13, 20.98, 20.84 (4 CHs).

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-(p-klor-
fenil)-szemikarbazid (36e) és 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikéz
4-(p-Klérfenil)-szemikarbazon (37¢)
OAc o ¢ A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol)
A%%&/H\NANQ/ i
H H 33 és 108 mg (0.87 mmol) 4-(p-klorfenil)-

AcHN

éo& szemikarbazid (35e) reakciojabol.

AcO cl

A0 o \N\NiN Oszlopkromatografia utan 229 mg (77 %) fehér
H H

porszerli anyagot kaptunk, ami a 36e és 37e anyag
keveréke. ESI-MS pozitiv moéd (m/z): CaiH27CIN4Oo-re (514.15) szamitott:
[M + H]" = 515.15, talalt:[M + H]* = 515.25.

36e: 'H NMR (DMSO-d6) & (ppm): 8.36 (s, 1H, NH), 8.09 (d, J = 8.5 Hz, NH),
7.73 (d, 1H, J = 9.8 Hz, NH), 7.47 (d, 2H, J= 8.9 Hz, Ar), 7.29 (d, 2H, J= 8.9 Hz,
Ar), 5.91 (bs, 1H, NH), 5.12 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 4.83 (pt, 1H, J = 9.7 Hz,
H-4), 4.30 (pt, 1H, J = 8.7 Hz, H-1), 4.20 (dd, 1H, J = 4.6, 12.2, Hz, H-6a), 3.99
(dd, 1H, J = 1.9, 12.2, Hz, H-6b), 3.98-3.78 (m, 2H, H-2, H-5), 1.98, 1.97, 1.91,
1.78 (4 s, 12H, 4 CH3). 3C NMR (DMSO0-d6) § (ppm): 170.05, 169.66, 169.59,
169.28 (C=0), 155.87 (C=0), 138.39, 128.41, 125.23, 119.60 (Ar), 89.25 (C-1),
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73.43, 71.68, 68.60 (C-3, C-4, C-5), 62.17 (C-6), 50.75 (C-2), 22.73, 20.49, 20.40,
20.36 (4 CHa).

37e: H NMR (DMSO-d6) § (ppm): 10.68 (s, 1H, NH), 8.75 (s, IH, NH), 8.17 (d,
1H, J= 8.6 Hz, NH), 7.64 (d, 2H, J= 8.9 Hz, Ar), 7.35 (d, 2H, J= 8.7 Hz, Ar), 7.19
(d, J= 3.9 Hz, CH=N), 5.57-5.48 (m, 2H, H-3, H-4), 5.05 (dd, 1H, J = 4.4, 6.9 Hz,
H-2), 4.37(dd, 1H, J = 1.7, 11.6 Hz, H-5), 3.94 (dd, 2H, J = 5.4, 11.0 Hz, H-6a,
H-6b), 3.79 (bs, 1H, OH), 2.08, 2.01, 1.94, 1.87 (4 s, 12H, 4 CHa). 3C NMR
(DMSO-d6) § (ppm): 171.14, 170.93, 170.75, 170.35 (C=0), 157.34 (C=0), 143.72
(CH=N), 138.20, 129.19, 127.24, 122.00 (Ar), 71.78, 71.68, 70.45 (C-3, C-4, C-5),
63.00 (C-6), 50.85 (C-2), 23.03, 21.27, 21.23, 21.15 (4 CHa).

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-(1-naftil)-
szemikarbazid (36f) és 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikéz 4-(1-
naftil)-szemikarbazon (371)

one o1a i .
Aco(;&; A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
AcHN ¢s 175mg (0.87 mmol) 4-(1-naftiI)-szemikarbazid (35f)

crcr

keveréke. APCI-MS pozitiv mod (m/z): CasH3zoN4Oo-re
(530.20) szamitott: [M + H]* = 531.21, talalt: [M + H]* = 531.25.
36f: 'H NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 8.75 (s, 1H, NH),8.19 (d, 1H, J= 8.8 Hz, Ar),
8.03 (d, 1H,J =7.4 Hz, NH), 7.97 — 7.81 (m, 3H, NH, Ar), 7.61 (d, 1H, J= 8.2 Hz,
Ar), 7.56 — 7.51 (m, 2H, Ar), 7.45 (t, 1H, J= 7.8 Hz, Ar), 6.12 (d, 1H, J = 5.9 Hz,
NH), 5.14 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 4.88 (pt, 1H, J =9.7 Hz, H-4), 451 — 4.31 (m,
1H, H-1), 4.23 (dd, 1H, J = 4.4, 12.1 Hz, H-6a), 4.01 (dd, 1H, J = 1.8, 12.2 Hz,
H-6b), 3.97-3.87 (m, 2H, H-2, H-5), 1.97, 1.94, 1.92, 1.69 (4 s, 12H, 4 CHs).
13C NMR (DMSO-d6) & (ppm): 170.08, 169.70, 169.66, 169.33 (C=0), 156.15
(C=0), 133.86, 133.62, 128.45, 125.87, 125.74, 125.70, 125.41, 122.60, 120.54,
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116.39 (Ar), 89.45 (C-1), 73.50, 71.73, 68.63 (C-3, C-4, C-5), 62.18 (C-6), 50.81
(C-2), 22.77, 20.44, 20.40, 20.36 (4 CHs).

37f: A jelatfedések miatt a teljes hozzarendelés nem volt lehetséges.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-(2-naftil)-
szemikarbazid (36g) és 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikoz 4-(2-
naftil)-szemikarbazon (379)

OAc
A0 oé&/ /“ A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol)

AcHN M 33¢és175mg (O 87 mmol) 4-(2- naftll) -szemikarbazid

crer

H

379 anyag keveréke. APCI-MS pozitiv mod (m/z):
Cas5H30N4Og-re (530.20) szamitott: [M + H]" = 531.21, talalt: [M + H]" = 531.19.
369: 'H NMR (DMSO-d6) § (ppm): 8.48 (s, 1H, NH),8.17 (d, 1H, J= 8.7 Hz, Ar),
8.06 (s, 1H, Ar), 7.86 — 7.68 (m, 4H, NH, Ar), 7.49 (dd, 1H, J= 8.9, 1.7 Hz, Ar),
7.44 (t, 1H, J=7.4 Hz Ar), 7.35 (t, 1H, J= 7.4 Hz, Ar), 5.98 (d, 1H, J = 5.9 Hz, NH),
5.15 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 4.86 ( pt, 1H, J = 9.7 Hz, H-4), 4.38 — 4.31 (m, 1H,
H-1), 4.22 (dd, 1H, J = 4.5, 12.2 Hz, H-6a), 4.02 (dd, 1H, J = 1.5, 12.1 Hz, H-6b),
3.93-3.81 (m, 2H, H-2, H-5), 1.99, 1.98, 1.93, 1.83 (4 s, 12H, 4 CH3). 1*C NMR
(DMSO-d6) 6 (ppm): 170.5, 169.75, 169.73, 169.38 (C=0), 156.14 (C=0), 137.03,
133.65, 129.11, 128.27, 127.46, 126.89, 126.36, 123.94, 119.69, 113.23 (Ar), 89.42
(C-1), 73.49, 71.75, 68.67 (C-3, C-4, C-5), 62.23 (C-6), 50.87 (C-2), 22.79, 20.54,
20.44, 20.41 (4 CHa).

370: A jelatfedések miatt a teljes hozzarendelés nem volt lehetséges.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-f-D-gliikopiranozil)-4-feniltio-

szemikarbazid (36h)

Ag%ﬁ“\NiNQ A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
AcHN  H H ¢s 146 mg (0.87 mmol) 4-feniltioszemikarbazid (35h)
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reakcidjabol. 251 mg (87 %) fehér porszerii anyagot szlirtiink ki a reakcioelegybdl.
Op: 204-205 °C; [a]o = - 19 (¢ = 0,52, CH30H). 'H NMR (DMSO0-d6) § (ppm):
9.33 (s, 1H, NH), 9.01 (s, 1H, NH), 8.14 (d, 1H, J = 8.7 Hz, NH), 7.62 (d, 2H,
J=7.8Hz, Ho), 7.32 (t, 2H, J= 7.8 Hz, Hm), 7.12 (t, 1H, J= 7.4 Hz, Hp), 6.31 (d, 1H,
J= 6.8 Hz, NH), 5.14 (pt, 1H, J = 9.8 Hz, H-3), 4.85 (pt, 1H, J = 9.8 Hz, H-4),
4.32(dd, 1H,J=7.1,9.4 Hz, H-1), 4.21 (dd, 1H, J = 4.6, 12.2, Hz, H-6a), 4.02 (dd,
1H,J=1.6, 12.2, Hz, H-6Db), 3.90 (ddd, 1H, J = 2.3, 4.3, 9.9 Hz, H-5), 3.82 (q, 1H,
J =9.6 Hz, H-2), 1.98, 1.97, 1.93, 1.76 (4 s, 12H, 4 CH3). 3C NMR (DMSO-d6)
d (ppm): 179.64 (C=S),169.99, 169.84, 169.61, 169.25 (C=0), 138.74, 128.13,
124.41, 122.90 (Ar), 88.72 (C-1), 73.13, 71.78, 68.57 (C-3, C-4, C-5), 62.08 (C-6),
50.91 (C-2), 22.65, 20.44, 20.34, 20.31 (4 CHz). ESI-MS pozitiv mod (m/z):
C21H28N40gS-re (496.16) szamitott: [M + H]* = 497.17, talalt: [M + H]* = 497.33.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-2-(p-toluol-
szulfonil)-hidrazin (36i)
o OAo H\'\‘o/\\s,/o A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
AcHN  H \©\ és 160 mg (0.87 mmol) p-toluolszulfonil-hidrazid (35i)
leparoltuk. 230 mg (77 %) fehér porszerii anyagot izolaltunk. Op: 172 - 174 °C;
[a]o = - 60 (¢ = 0.43, CHCI3). *H NMR (CDCls) § (ppm): 7.72 (d, 2H, J = 7.7 Hz,
Ar), 7.31 (d, 2H, J = 7.6 Hz, Ar), 6.65 (s, 1H, NH), 6.13 (d, 1H, J = 8.5 Hz, NH),
5.28 (pt, 1H, J = 9.8 Hz, H-3), 4.98 ( pt, 1H, J = 9.6 Hz, H-4), 4.41 (pt, 1H,
J = 8.4 Hz, H-1), 4.28 (d, 1H, J = 7.9 Hz, NH), 4.19 (dd, 1H, J = 3.8, 12.1 Hz,
H-6a), 4.09 (dd, 1H, J = 1.8, 12.1 Hz, H-6b), 3.86 (ddd (°’q”), 1H, J = 9.4 Hz, H-2),
3.70 — 3.66 (m, 1H, H-5), 2.43 (s, 3H, CHs), 2.08, 2.03, 2.02, 1.99 (4 s, 12H,
4 CH3). 3C NMR (CDCls3) & (ppm): 171.19, 171.09, 170.84, 169.54 (C=0), 144.42,
134.77,129.68, 128.15 (Ar), 90.10 (C-1), 73.10, 72.59, 68.63 (C-3, C-4, C-5), 62.16

(C-6), 51.97 (C-2), 23.30, 21.68, 20.83, 20.77, 20.69 (5 CHs). ESI-MS pozitiv mod
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(m/z);: C21H29N3010S-re (515.16) szamitott: [M + H]* = 516.16, talalt:
[M + H]" =516.92.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-2-(p-trifluor-
metilbenzolszulfonil)-hidrazin (36j)
OAC 1 o 0 A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
A2 M2
AcHN  H \Q ¢s 209 mg (0.87 mmol) p-trifluormetilbenzolszulfonil-
CF,
hidrazid (35j) reakcidjabol. A reagens feleslegét

AcO
AcO

kiszlrtilk a reakcidelegybdl, majd az oldoszert leparoltuk. A maradékot
oszlopkromatografiaval tisztitottuk. 281 mg (85 %) fehér porszeri anyagot
izolaltunk. Op: 185 - 187 °C (bomlik); [a]o = - 41 (¢ = 0.32, CHCl,). *H NMR
(CDCl3) & (ppm): 7.98 (d, 2H, J = 7.7 Hz, Ar), 7.79 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Ar), 6.85 (s,
1H, NH), 6.08 (d, 1H, J = 8.3 Hz, NH), 5.23 (pt, 1H, J = 9.7 Hz, H-3), 5.00 ( pt,
1H,J=9.4 Hz, H-4), 4.46 — 4.28 (m, 2H, H-1, NH), 4.19 (dd, 1H, J = 2.9, 11.7 Hz,
H-6a), 4.11 (dd, 1H, J = 1.3, 12.2 Hz, H-6b), 3.87 (ddd (’q’), 1H, J = 8.8 Hz, H-2),
3.77 — 3.62 (m, 1H, H-5), 2.08, 2.04, 2.03, 1.98 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR
(CDCl3) 8 (ppm): 171.32, 171.16, 170.85, 169.51 (C=0), 141.58, 134.94 (q,
2)cr = 33.6 Hz), 128.63, 126.26 (g, *Jcr = 3.6 Hz, Ar) 126.07 (g, 1Jcr = 280.6 Hz,
CF3), 90.47 (C-1), 73.37, 72.52, 68.45 (C-3, C-4, C-5), 62.10 (C-6), 52.13 (C-2),
23.33, 20.87, 20.79, 20.71 (4 CHz). ESI-MS pozitiv moéd (m/z): C21H26F3N3010S-
re (569.13) szamolt: [M + H]* = 570.14, talalt: [M + H]* = 570.17.
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1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-2-(p-fluor-
benzolszulfonil)-hidrazin (36Kk)
Ao gé:/ 2 A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
AcHN ~ H \Q ¢és 165 mg (0.87 mmol) p-fluorbenzolszulfonil-hidrazid
reakcidelegybdl, majd az  oldoszert  leparoltuk. @~ A  maradékot
oszlopkromatografiaval tisztitottuk. 259 mg (86 %) fehér porszeri anyagot
izolaltunk. Op: 187 - 190 °C; [a]p = - 38 (c = 0.30, CHCl,). *H NMR (CDCls)
d (ppm): 7.86 (dd, 2H, J =5.0, 8.7 Hz, Ar), 7.20 (t, 2H, J = 8.5 Hz, Ar), 6.63 (s, 1H,
NH), 6.04 (d, 1H, J = 8.5 Hz, NH), 5.24 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 5.00 ( pt, 1H,
J=9.7 Hz, H-4), 4.40 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-1), 4.30 (d, 1H, J = 9.0 Hz, NH), 4.20
(dd, 1H, J = 4.5, 12.3 Hz, H-6a), 4.09 (dd, 1H, J = 1.2, 12.0 Hz, H-6b), 3.86 (ddd
(’q’), 1H, J = 9.5 Hz, H-2), 3.68 (ddd, 1H, J = 2.2, 4.2, 9.9 Hz, H-5), 2.08, 2.04,
2.03,1.98 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR (CDCls) & (ppm): 171.28, 171.08, 170.83,
169.52 (C=0), 165.66 (d, 1Jcr = 255.8 Hz), 133.86, 130.92 (d, %Jcr = 9.3 H2),
116.41 (d, 2Jcr = 22.7 Hz, Ar), 90.34 (C-1), 73.29, 72.52, 68.44 (C-3, C-4, C-5),
62.11 (C-6), 52.10 (C-2), 23.36, 20.88, 20.81, 20.73 (4 CHz3). ESI-MS pozitiv mod
(M/z): CoH26FN3010S-re (519.13) szamitott: [M + H]" = 520.14, talalt:
[M + H]* =520.17.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-2-(p-klor-
benzolszulfonil)-hidrazin (361)
Ao gé’:/ A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
oy N \©\ ¢és 180 mg (0.87 mmol) p- klérbenzolszulfonil-hidrazid
reakcioelegybdl, @ majd az  oldoszert  leparoltuk. @ A  maradékot
oszlopkromatografiaval tisztitottuk. 277 mg (89 %) fehér porszeri anyagot
izolaltunk. Op: 195 - 198 °C (bomlik); [a]Jp = - 42 (c = 0.23, CH.Cl,).
'H NMR (CDCls) § (ppm): 7.77 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ar), 7.49 (d, 2H, J = 8.6 Hz,
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Ar), 6.46 (s, 1H, NH), 5.85 (d, 1H, J = 8.5 Hz, NH), 5.22 (pt, 1H, J = 10.0 Hz,
H-3), 5.01 ( pt, 1H, J = 9.7 Hz, H-4), 4.39 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-1), 4.26 (d, 1H,
J = 8.9 Hz, NH), 4.20 (dd, 1H, J = 4.6, 12.4 Hz, H-6a), 4.10 (dd, 1H, J = 1.9,
12.3 Hz, H-6b), 3.86 (ddd ('q’), 1H, J = 9.6 Hz, H-2), 3.66 (ddd, 1H, J = 2.4, 4.6,
10.2 Hz, H-5), 2.09, 2.04, 2.03, 1.98 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR (CDCls) § (ppm):
171.34,171.00, 170.78, 169.49 (C=0), 140.22, 136.38, 129.55, 129.47 (Ar), 90.41
(C-1), 73.43, 72.52, 68.35 (C-3, C-4, C-5), 62.08 (C-6), 52.18 (C-2), 23.40, 20.90,
20.81, 20.74 (4 CHs). ESI-MS pozitiv mod (m/z): C20H26CIN3010S-re (535.10)
szamitott: [M + H]* = 536.11, talalt: [M + H]* = 536.17.

1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-f-D-gliikopiranozil)-2-(1-naftil-

szulfonil)-hidrazin (36m)

Acog§:/ A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
AcHN ¢s 193 mg (0.87 mmol) 1-naftilszulfonil-hidrazid (35m)

crer

leparoltuk. A maradékot oszlopkromatografiaval tisztitottuk. 285 mg (89 %)
szintelen amorf anyagot izolaltunk. [o]o = - 19 (c = 0.22, CH:Cl,). 'H NMR
(CDCl3) 6 (ppm): 8.64 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Ar), 8.24 (dd, 1H, J = 1.1, 7.4 Hz, Ar),
8.11 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ar), 7.95 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Ar), 7.67 (td, 1H, J = 1.4,
7.1 Hz, Ar), 7.61 (td, 1H, J=1.2, 8.1 Hz, Ar), 7.53 (t, 1H, J = 7.6 Hz, Ar), 6.96 (s,
1H, NH), 5.99 (d, 1H, J = 8.9 Hz, NH), 5.14 (pt, 1H, J = 10.0 Hz, H-3), 4.87 ( pt,
1H, J=9.7 Hz, H-4), 4.33 (d, 1H, J = 8.0 Hz, NH), 4.26 (t, 1H, J = 9.0 Hz, H-1),
4.05 (dd, 1H, J = 4.5, 12.4 Hz, H-6a), 4.00 (dd, 1H, J = 2.5, 12.4 Hz, H-6b), 3.79
(ddd (°’q’), 1H, J = 9.2 Hz, H-2), 3.54 (ddd, 1H, J = 2.6, 4.3, 10.1 Hz, H-5), 2.06,
2.00, 1.99, 1.90 (4 s, 12H, 4 CHs). 1*C NMR (CDCls) & (ppm): 171.15, 171.05,
170.80, 169.47 (C=0), 135.23, 134.27, 132.55, 131.58, 129.24, 128.59, 128.43,
127.11, 124.65, 124.02 (Ar), 89.94 (C-1), 73.06, 72.58, 68.49 (C-3, C-4, C-5), 62.12
(C-6),51.83 (C-2), 23.23, 20.85, 20.75, 20.67 (4 CHz). ESI-MS pozitiv mod (m/z):
C24H29N3010S-re (551.16) szamitott: [M + H]* = 552.16, talalt: [M + H]* = 552.08.
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1-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-2-(2-naftil-
szulfonil)-hidrazin (36n)
g’:/ A 4.1.1 altalanos eljaras szerint 200 mg (0.58 mmol) 33
o N “ ¢és 193 mg (O 87 mmol) 2-naftilszulfonil-hidrazid (35n)
leparoltuk. A maradékot oszlopkromatografiaval tisztitottuk. 243 mg (76 %) fehér
porszerli anyagot izolaltunk. Op: 145 - 148 °C; [a]p = - 33 (¢ = 0.23, CH2Cl).
'H NMR (CDCls) & (ppm): 8.41 (s, 1H, Ar), 7.97 — 7.86 (m, 3H, Ar), 7.80 (dd, 1H,
J=1.8,8.7Hz, Ar), 7.65 (td, 1H, J = 1.6, 6.8 Hz, Ar), 7.60 (td, 1H, J = 1.2, 6.5 Hz,
Ar), 6.99 (s, 1H, NH), 6.30 (d, 1H, J = 8.9 Hz, NH), 5.26 (pt, 1H, J = 10.1 Hz,
H-3), 4.96 ( pt, 1H, J = 9.8 Hz, H-4), 4.45 — 4.37 (m, 2H, H-1, NH), 4.15 (dd, 1H,
J=45,12.4 Hz, H-6a), 4.06 (dd, 1H, J = 2.2, 12.3 Hz, H-6b), 3.86 (ddd (’q"), 1H,
J=9.3 Hz, H-2), 3.66 (ddd, 1H, J = 2.3, 4.3, 10.0 Hz, H-5), 2.04, 2.02, 2.00, 1.95
(4 s, 12H, 4 CHs). 13C NMR (CDCls) & (ppm): 171.22, 171.07, 170.87, 169.54
(C=0), 135.17, 134.66, 132.09, 129.84, 129.33, 129.30, 129.20, 128.06, 127.73,
122.95 (Ar), 90.17 (C-1), 73.05, 72.62, 68.62 ( C-3, C-4, C-5), 62.11 (C-6), 51.94
(C-2), 23.25, 20.80, 20.75, 20.67 (4 CHs). ESI-MS pozitiv méd (m/z):
C24H29N3010S-re (551.16) szamitott: [M + H]" = 552.186, talalt: [M + H]" = 552.08.

4.1.2 Altalanos eljaras oxidaciéra CrOs - piridin komplex-szel

2 Ekvivalens krom-trioxidot, 4 ekvivalens vizmentes piridint és 2 ml
vizmentes diklormetant. 20 percig szobahdmérsékleten kevertettiik. Jeges fiirddvel
lehtitottiik, majd 100 mg anyagot 3 ml vizmentes diklormetanban szuszpendalva
egy részletben hozzaadtunk és tovabb kevertettilk, mikozben lassan hagytuk
szobahOmérsékletlire melegedni. A reakcido lejatszodasat  vékonyréteg
kromatografiaval ellendriztiik (eluens: aceton : hexan =1 : 1). A reakcidelegyhez 4
ml dietil-étert adtunk, a kivalt csapadékot szirtiik, kevés diklormetannal mostuk. A
sziirletet beparoltuk, a maradékot oszlopkromatografiasan tisztitottuk (eluens:

aceton : hexan=1: 2).
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2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-fenil-
szemikarbazon (38a)

rgo- one . 36a ¢és 37a vegyliletek keverékébdl a 4.1.2 altalanos

AcHN \N/NTN\© eljaras alapjan. Oszlopkromatografia utan 83 mg (83 %)

0]

fehér porszerii anyagot kaptunk. Op: 96 - 98 °C,
Opir.®: 103 °C. A spektrélis adatok az irodalmi értékekkel megegyeznek®.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(p-metilfenil)-
szemikarbazon (38b)
OA¢ ., 36b és 37b vegyiiletek keverékébdl a 4.1.2 altalanos

O H

AcHN \N/NTN eljaras alapjan. Oszlopkromatografia utan 92 mg (92
o

AcO
AcO

%) fehér porszerii anyagot kaptunk. Op: 184 - 187 °C;
[a]o = + 38 (¢ = 0,50, CHCI3). *H NMR (CDCls) & (ppm): 8.24 (s, 1H, NH), 7.78
(s, 1H, NH), 7.30 (d, 2H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.11 (d, 2H, J= 8.4 Hz, Ar), 6.51 (d, 1H,
J =8.3 Hz, NH), 5.34- 5.23 (m, 2H, H-3, H-4), 4.92-4.79 ( m, 1H, H-2), 4.40-4.26
(m, 3H, H-6a, H-6b, H-5), 2.30 (s, 3H, CHzs), 2.11, 2.07, 2.06, 1.92 (4 s, 12H,
4 CHs). BC NMR (CDCl3) & (ppm): 170.55, 170.45, 170.31, 169.18 (C=0), 153.05
(C=0), 142.24 (C=N), 135.24, 133.47, 129.79, 119.63 (Ar), 76.42, 71.85, 67.50
(C-3,C-4,C-5),61.59 (C-6),50.07 (C-2), 22.85 (CH3), 20.84, 20.73, 20.62 (4 CHy).
ESI-MS pozitiv mod (m/z): C22H28N4Og-re (492.19) szamitott: [M + H]* = 493.19,
talalt: [M + H]" = 493.42.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(p-trifluor-

metilfenil)-szemikarbazon (38c)

PR 36¢ ¢és 37¢ vegyliletek keverékébdl a 4.1.2 4ltalanos
%co N N N
AcHN N/NTN eljaras alapjan. Oszlopkromatografia utan 26 mg
0 CFs3

(26 %) fehér porszerii anyagot kaptunk.
Op: 204 - 206 °C; [a]o = + 31.67 (c = 0.204, CH2Cl,). *H NMR (DMSO-d6)
d (ppm): 9.86 (s, 1H, NH), 9.08 (s, 1H, NH), 8.39 (d, 1H, J = 8.3 Hz, NH), 7.74

60



(d, 2H, J= 8.8 Hz, Ar), 7.65 (d, 2H, J= 8.8 Hz, Ar), 5.29 (pt, 1H, J = 9.2 Hz, H-3),
5.19 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-4), 4.80 (pt, 1H, J = 8.9 Hz, H-2), 4.48 — 4.31 (m, 3H,
H-5, H-6a, H-6b), 2.06, 2.01, 1.97, 1.92 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR (DMSO-d6)
& (ppm): 170.08, 169.77, 169.48, 169.03 (C=0), 152.28 (C=0), 142.94 (Ar), 142.85
(C=N), 127.70, 126.06 (d, *Jcr = 3.2 Hz), 124.4 (q, Ycr = 277 Hz), 122.1 (q,
2)cr = 32 Hz), 118.26 (Ar), 75.21, 72.19, 67.12 (C-3, C-4, C-5), 61.12 (C-6), 49.27
(C-2), 22.56, 20.54, 20.45, 20.37 (4 CHs). APCI-MS pozitiv mod (m/z):
C22H25F3N4Og-re (546.16) szamitott: [M + H]* = 547.16, talalt: [M + H]* = 547.03.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(p-metoxi-

fenil)-szemikarbazon (38d)

OAc 36d és 37d vegyiiletek keverékébol a 4.1.2 altalanos
MeoA= KK
AcHN “N” eljaras alapjan. Oszlopkromatografia utdn 86 mg
o OMe

(86 %) sargas fehér porszeri anyagot kaptunk.
Op: 97 - 102°C; [a]o = + 19 (c = 0,42, CH30H). *H NMR (CDClIs) § (ppm): 8.23
(s, 1H, NH), 7.70 (s, 1H, NH), 7.32 (d, 2H, J= 8.9 Hz, Ar), 6.86 (d, 2H, J= 8.9 Hz,
Ar), 6.48 (d, 1H, J = 8.3 Hz, NH), 5.28 (2 pt, 2H, J = 8.2 Hz, H-3, H-4), 4.88 (pt,
1H, J = 8.5 Hz, H-2), 4.41-4.33 (m, 1H, H-5), 4.33-4.24 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.78
(s, 1H, OCHs), 2.12, 2.08, 2.07, 1.96 (4 s, 12H, 4 CH3). 3C NMR (CDCls3) & (ppm):
170.52, 170.38, 170.32, 169.18 (C=0), 156.35 (C=0), 153.20 (Ar), 142.35 (C=N),
130.74, 121.81, 114.46 (Ar), 76.54, 71.96, 67.46 (C-3, C-4, C-5), 61.61 (C-6),
55.64 (OCHs), 50.13 (C-2), 23.02, 20.78, 20.65 (4 CHs). ESI-MS pozitiv mod
(M/z): Co2H28N4O1o-re  (508.18) szamitott: [M + H]* = 509.19, talalt:
[M + H]* = 509.25.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(p-klérfenil)-
szemikarbazon (38e)
neoS v 36e és 37e vegyiiletek keverékébdl a 4.1.2 altaldnos

AcO N
AcHN N/NTN\Q\ eljaras alapjan. Oszlopkromatografia utan 76 mg
Cl

(o]
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(78 %) fehér porszerii anyagot kaptunk. Op: 193-194 °C; [a]p = + 40 (c = 0.53,
CHCIls3). 'H NMR (CDCls) § (ppm): 8.21 (s, 1H, NH), 7.85 (s, 1H, NH), 7.37 (d,
2H, J= 8.8 Hz, Ar), 7.26 (d, 2H, J= 8.8 Hz, Ar), 6.38 (d, 1H, J = 8.3 Hz, NH), 5.31
(pt, 1H, J = 8.5 Hz, H-3), 5.25 (pt, 1H,
J = 8.5 Hz, H-4), 4.90 (pt, 1H, J = 8.7 Hz, H-2), 4.38-4.32 (m, 3H, H-6a, H-6b,
H-5), 2.12, 2.08, 2.08, 2.02 (4 s, 12H, 4 CH3). 3C NMR (CDCls) & (ppm): 170.50,
170.34, 169.17 (C=0), 152.64 (C=0), 142.35 (C=N), 136.43, 129.21, 128.77,
120.72 (Ar), 76.76, 71.78, 67.40 (C-3, C-4, C-5), 61.62 (C-6), 50.16 (C-2), 23.08,
20.75, 20.64 (4 CHas). ESI-MS pozitiv mod (m/z): Ca1H2sCIN4Oe-re (512.13)
szamitott: [M + H]* = 513.14, talalt: [M + H]* = 513.25.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(1-naftil)-
szemikarbazon (38f)

OAc 36f és 37f vegyiiletek keverékébol a 4.1.2 altalanos
Ea= n

AcHN “N” (" eljaras alapjan. Oszlopkromatografia utdn 64 mg
° (64 %) fehér porszeri anyagot kaptunk.
Op: 237 °C (bomlik); [a]o = + 19.77 (¢ = 0.204, CH2Cl,). *H NMR (DMSO-d6)
d (ppm): 9.95 (s, 1H, NH), 8.97 (s, 1H, NH), 8,50 (d, 1H, J= 8.7 Hz, NH), 8.03 (d,
1H, J = 7.5 Hz, Ar), 7.99 — 7.90 (m, 2H, Ar), 7.66 (d, 1H, J= 8.1 Hz, Ar),
7.61-7.52 (m, 2H, Ar), 7.49 (t, 1H, J = 7.9 Hz, Ar), 5.33 (pt, 1H, J = 9.3 Hz, H-3),
5.27 (pt, 1H, J = 9.6 Hz, H-4), 4.88 (pt, 1H, J = 8.9 Hz, H-2), 4.50 -4.31 (m, 3H,
H-6a, H-6b, H-5), 2.07, 2.02, 1.99, 1.96 (4 s, 12H, 4 CH3). 3C NMR (DMSO-d6)
d (ppm): 170.10, 169.70, 169.52, 169.07 (C=0), 152.84 (C=0), 142.68 (C=N),
133.71, 133.55, 128.54, 126.05, 125.90, 123.28, 120.82, 117.30 (Ar), 75.23, 71.93,
67.17 (C-3, C-4, C-5), 61.03 (C-6), 49.28 (C-2), 22.57, 20.55, 20.38 (4 CHz3). APCI-
MS pozitiv mod (m/z): CosH28N4Og-re (528.19) szamitott: [M + H]* =529.19, talalt:
[M + H]" =529.21.
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2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(2-naftil)-
szemikarbazon (389)

Ao 369 ¢és 379 vegyiiletek keverékébdl a 4.1.2 altalanos
,%‘cO n N
AcHN \N/NTN eljaras alapjan. Oszlopkromatografia utan 93 mg

(0]

(94 %) fehér porszerii anyagot kaptunk. Op: 212 °C
(bomlik); [a]p = + 34.93 (¢ = 0.202, CHCly). *H NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 9.78
(s, 1H, NH), 8.90 (s, 1H, NH), 8,42 (d, 1H, J= 8.4 Hz, NH), 8.17 (s, 1H, Ar), 7.88
—7.75 (m, 3H, Ar), 7.57 (dd, 1H, J= 8.9 Hz, 1.6 Hz, Ar), 7.45 (t, 1H, J = 7.6 Hz,
Ar), 7.37 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Ar), 5.31 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-3), 5.21 (pt, 1H,
J =9.2 Hz, H-4), 4.83 (pt, 1H, J = 8.9 Hz, H-2), 4.48-4.34 (m, 3H, H-6a, H-6Db,
H-5), 2.07, 2.02, 1.98, 1.96 (4 s, 12H, 4 CH3). *C NMR (DMSO-d6) & (ppm):
170.08, 169.81, 169.50, 169.04 (C=0), 152.61 (C=0), 142.38 (C=N), 136.80,
133.61, 129.29, 128.38, 127.46, 127.03, 126.39, 124.14, 119.99, 113.89 (Ar),
75.20, 72.24, 67.18 (C-3, C-4, C-5), 61.12 (C-6), 49.30 (C-2), 22.59, 20.54, 20.47,
20.37 (4 CH3). APCI-MS pozitiv méd (m/z): CosHzsN4Og-re (528.19) szamitott:
[M + H]" =529.19, talalt: [M + H]* = 529.15.

4.1.3 Altalanos eljaras oxidaciéra MnO2-dal

100 mg anyagot oldottunk 4 ml vizmentes diklérmetanban majd hozzaadtuk
az aktivalt MnOgz-ot. Reflux hdmérsékleten kevertettiik. A reakcio lejatszodasat
vékonyréteg kromatografiaval ellendriztiik (eluens: aceton : hexdn = 1 : 1). A
MnO2-ot celiten kiszirtiik, a szlirletet oszlopkromatografiasan tisztitottuk (eluens:

aceton : hexan=1: 2)

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-feniltioszemi-
karbazon (38h)

onc . o, ., 1 g
A0 o A 4.1.3 altalanos eljaras alapjan 36h vegyiiletb6l
AcHN N7 (100 mg, 0.201 mmol) 105 mg (1.21 mmol) aktivalt

S

MnO2-dal. 78 mg (78 %) sarga amorf anyag.

63



'H NMR (CDCls) & (ppm): 9.00 (s, 1H, NH), 8.89 (s, 1H, NH), 7.62 (d, 2H, J=7.6
Hz, Ho), 7.39 (t, 2H, J= 7.9 Hz, Hm), 7.24 (t, 1H, J= 7.4 Hz, Hp), 6.19 (d, 1H, J =
8.6 Hz, NH), 5.34 (pt, 1H, J = 8.7 Hz, H-3), 5.28 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-4), 4.91 (pt,
1H,

J =9.0 Hz, H-2), 4.41-4.26 (m, 3H, H-6a, H-6b, H-5), 2.16, 2.09, 2.08, 2.02 (4 s,
12H, 4 CHs). 3C NMR (CDCls) & (ppm): 175.55 (C=S), 170.62, 170.52, 170.26,
169.16 (C=0), 143.32 (C=N), 137.95, 129.01, 126.26, 123.98 (Ar), 77.37, 71.70,
67.21 (C-3, C-4, C-5), 61.42 (C-6), 50.18 (C-2), 23.19, 20.80, 20.75, 20.64 (4 CHs).
ESI-MS pozitiv méd (m/z): C21H26N4OsS-re (494.15) szamitott: [M + H]* = 495.15,
talalt: [M + H]* = 495.33.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton p-toluolszul-
fonil-hidrazon (38i)
A0 Og%&\ ‘ Q/ A 4.1.3 altalanos eljaras alapjan 36i vegytiletb6l (100 mg,
AcHN N™ oS¢ 0.194 mmol) 340 mg (3.88 mmol) aktivalt MnOz-dal.
69 mg (69 %) fehér porszerii anyag. Op: 137-141 °C; [a]p = 15 (c = 0.48, CHCI5).
'H NMR (CDCl3) & (ppm): 8.07 (s, 1H, NH), 7.75 (d, 2H, J= 8.3 Hz, Ar),
7.31 (d, 2H, J= 8.3 Hz, Ar), 6.15 (d, 1H, J = 8.7 Hz, NH), 5.29 (pt, 1H, J = 9.2 Hz,
H-3), 5.19 (pt, 1H, J =9.2 Hz, H-4), 4.76 (dd, 1H, J = 8.7, 9.2 Hz, H-2), 4.30-4.21
(m, 3H, H-6a, H-6b, H-5), 2.43 (s, 3H, CHz3), 2.08, 2.04, 2.04, 2.00 (4 s, 12H,
4 CHs). BC NMR (CDCl3) & (ppm): 170.51, 170.47, 170.42, 169.19 (C=0), 146.12
(C=N), 144,55, 134.97, 129.74, 127.99 (Ar), 77.05, 71.81, 67.19 (C-3, C-4, C-5),
61.29 (C-6), 50.20 (C-2), 23.09, 21.74, 20.73, 20.60 (5 CH3). ESI-MS pozitiv mod
(M/z): C21H27N3010S-re (513.14) szamitott: [M + H]* = 514.15, talalt:
[M + H]" =514.25.
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2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton p-trifluormetil-
benzolszulfonil-hidrazon (38j)
peo Og& " QCFS A 4.1.3 Altalanos eljaras alapjan 36j Vegyﬁle‘tb’c'il
AHN N7 ST (100 mg, 0.176 mmol) 306 mg (3.52 mmol) aktivalt
MnO.-dal. 60 mg (60 %) fehér porszerii anyag. Op: 182 - 185 °C (bomlik);
[a]o = 16 (c = 0.25, CH,Cl). *H NMR (CDCls) § (ppm): 8.21 (s, 1H, NH), 8.01 (d,
2H, J=8.2 Hz, Ar), 7.79 (d, 2H, J= 8.4 Hz, Ar), 6.12 (d, 1H, J = 8.6 Hz, NH), 5.29
(pt, 1H, J = 9.5 Hz, H-3), 5.22 (pt, 1H, J = 9.6 Hz, H-4), 4.73 (dd, 1H, J = 8.7,
9.7 Hz, H-2), 4.38-4.25 (m, 3H, H-6a, H-6b, H-5), 2.07, 2.05, 2.05, 1.99 (4 s, 12H,
4 CH3). ®C NMR (CDCls) & (ppm): 170.60, 170.56, 170.43, 169.20 (C=0), 146.95
(C=N), 141.63, 135.06 (g, 2Jcr = 33.3 Hz), 128.50, 126.24 (q, “Jcr = 3.4 Hz, Ar)
123.26 (g, YJcr = 271.7 Hz, CF3), 77.13, 71.50, 67.25 (C-3, C-4, C-5), 61.31 (C-6),
50.31 (C-2), 22.99, 20.67, 20.55 (4 CHz). ESI-MS pozitiv mod (m/z):
Co1H24F3N3O10S-re  (567.11) szamitott: [M + H]* = 568.12, talalt:
[M + H]" = 568.14.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  p-fluorbenzol-
szulfonil-hidrazon (38k)
pso oéo&\ " Q/F A 4.1.3 altalanos eljaras alapjan 36k Vegyﬁ.létb('il (100 mg,
AcHN N7 ST 0.193 mmol) 336 mg (3.86 mmol) aktialt MnO-dal.
72 mg (72 %) szintelen amorf anyag. [a]o = 14 (c = 0.24, CH,Cl,). *H NMR
(CDClz3) 6 (ppm): 8.16 (s, 1H, NH), 7.89 (dd, 2H, J=5.0, 8.9 Hz, Ar), 7.19 (t, 2H,
J=8.6 Hz, Ar), 6.20 (d, 1H, J = 8.6 Hz, NH), 5.30 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-3), 5.21
(pt, 1H, J = 9.6 Hz, H-4), 4.75 (dd, 1H, J = 8.7, 10.0 Hz, H-2), 4.38-4.22 (m, 3H,
H-6a, H-6b, H-5), 2.08, 2.05, 2.04, 2.00 (4 s, 12H, 4 CHs). 13C NMR (CDCls)
d (ppm): 170.55, 170.48, 170.45, 169.19 (C=0), 146.48 (C=N), 165.68 (d,
Lcr = 256.1 Hz), 134.01 (d, “Jcr = 3.1 Hz), 130.80 (d, 3Jcr = 9.4 Hz), 116.41 (d,
2Jce = 22.7 Hz, Ar), 77.12, 71.61, 67.23 (C-3, C-4, C-5), 61.30 (C-6), 50.26 (C-2),
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23.07, 20.73, 20.69, 20.59 (4 CH3). ESI-MS pozitiv mod (m/z): CaoHasFN3O10S-re
(517.12) szamitott: [M + H]* = 518.12, talalt; [M + H]* = 518.17.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  p-klérbenzol-
szulfonil-hidrazon (38I)

0.187 mmol) 325 mg (3.74 mmol) aktivalt MnO2-dal.
77 mg (77 %) szintelen amorf anyag. [oo = 24 (¢ = 0.25, CH2Clz). 'H NMR
(CDCl3) 6 (ppm): 8.19 (s, 1H, NH), 7.80 (d, 2H, J= 8.6 Hz, Ar), 7.49 (d, 2H,
J=8.6 Hz, Ar), 6.21 (d, 1H, J = 8.7 Hz, NH), 5.30 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-4), 5.22
(pt, 1H, J = 9.6 Hz, H-3), 4.74 (dd, 1H, J = 8.7, 9.6 Hz, H-2), 4.36-4.20 (m, 3H,
H-6a, H-6b, H-5), 2.08, 2.05, 2.04, 2.00 (4 s, 12H, 4 CH3). 3C NMR (CDCls)
d (ppm): 170.49, 170.43, 170.37, 169.14 (C=0), 146.58 (C=N), 140.10, 136.39,
129.36, (Ar), 77.02, 71.49, 67.14 (C-3, C-4, C-5), 61.23 (C-6), 50.21 (C-2), 23.01,
20.66, 20.64, 20.53 (4 CHz3). ESI-MS pozitiv moéd (m/z): C20H24CIN3O10S-re
(533.09) szamitott: [M + H]* = 534.09, talalt: [M + H]* = 534.08.

AcHN N

OAc ¢ A 4.1.3 altalanos eljaras alapjan 36l vegyiiletb6l (100 mg,
Ao /H\SQ
(2]

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 1-naftilszulfo-
nil-hidrazon (38m)

A 4.1.3 altalanos eljaras alapjan 36m vegyiiletb6l (100 mg,
A0 A:E N \ 0.181 mmol) 315 mg (3.62 mmol) aktivalt MnO>-dal. 66 mg

(66 %) szintelen amorf anyag. [a]o = - 19 (c = 0.22,
CH2Cl2). 'H NMR (CDCls) 8 (ppm): 8.76 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Ar), 8.49 (s, 1H, NH),
8.29 (dd, 1H, J= 1.1, 7.4 Hz, Ar), 8.11 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ar), 7.95 (d, 1H,
J=7.5Hz, Ar), 7.71 - 7.51 (m, 3H, Ar), 6.09 (d, 1H, J = 8.6 Hz, NH), 5.23 (pt, 1H,
J=9.1 Hz, H-4), 5.10 (pt, 1H, J = 9.9 Hz, H-3), 4.68 (dd, 1H, J = 8.7, 10.0 Hz,
H-2), 4.33-4.20 (m, 2H, H-6a, H-6b), 4.16 (ddd, 1H, J=2.8,5.8, 9.2 Hz, H-5), 2.03,
2.00, 1.98, 1.86 (4 s, 12H, 4 CH3). *3C NMR (CDCl3) & (ppm): 170.47, 170.32,
170.29, 169.14 (C=0), 146.16 (C=N), 135.24, 134.29, 133.34, 130.82, 129.21,
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128.58, 128.45, 127.06, 124.75, 124.21 (Ar), 76.99, 71.94, 67.16 (C-3, C-4, C-5),
61.25 (C-6), 49.97 (C-2), 22.96, 20.67, 20.64, 20.54 (4 CHs). ESI-MS pozitiv mod
(M/2): CauHzN3Ow0S-re (549.14) szamitot: [M + H]* = 550.15, talalt;
[M + H]* = 550.20.

2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 2-naftilszul-
fonil-hidrazon (38n)
A0 O/ég\\ I A 4.1.3 altalanos eljaras alapjan 36n Vegyﬁle.tb('il
AcHN "N” oSq) (100 mg, 0.181 mmol) 315 mg (3.62 mmol) aktivalt
MnO2-dal. 56 mg (56 %) szintelen amorf anyag. [a]p = 26 (¢ = 0.25, CH2Cl).
'H NMR (CDCls) & (ppm): 8.47 (s, 1H, Ar), 8.06 (s, 1H, NH), 8.00 - 7.88 (m, 3H,
Ar), 7.84 (dd, 1H, J= 1.8, 8.7 Hz, Ar), 7.70 — 7.57 (m, 2H, Ar), 6.01 (d, 1H,
J=8.7 Hz, NH), 5.26 (pt, 1H, J = 9.0 Hz, H-4), 5.17 (pt, 1H, J = 9.6 Hz, H-3), 4.72
(dd, 1H, J = 8.8, 9.7 Hz, H-2), 4.33-4.16 (m, 3H, H-6a, H-6b, H-5), 2.04, 2.03, 2.01,
1.94 (45, 12H, 4 CHs). 1*C NMR (CDCls) § (ppm): 170.50, 170.43, 169.18 (C=0),
146.26 (C=N), 135.35, 134.92, 132.22, 129.65, 129.47, 129.39, 129.31, 128.14,
127.79, 122.88 (Ar), 77.21, 71.78, 67.22 (C-3, C-4, C-5), 61.33 (C-6), 50.28 (C-2),
23.06, 20.70, 20.60 (4 CH3). ESI-MS pozitiv mod (m/z): C24H27N3010S-re (549.14)
szamitott: [M + H]* = 550.15, talalt: [M + H]" = 550.17.

4.1.4 Altalanos eljaras az O-acetil védécsoportok eltavolitisara ammoéniaval
100 mg anyagot feloldottunk 1 ml MeOH-ban, majd 1 ml NHs-val telitett
MeOH-t adtunk hozza és szobahdmérsékleten kevertettiik. A reakci6 lejatszodasat
vékonyrétegkromatografiaval — kovettik (eluens: CHCl3 : MeOH 7:3).
A reakcioelegyet beparoltuk €és a maradékot oszlopkromatografiaval tisztitottuk

vagy MeOH-bdl atkristalyositottuk.
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2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-fenil-szemikarbazon (39a)
OH A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38a vegyiiletbol (100 mg,
AcHN Ny @ 0209 mmol). A  nyersterméket MeOH-bol
atkristalyositva 58 mg (79 %) fehér porszerli anyagot
kaptunk. Op: 217-218 °C, Op ir®.: 210 °C. A spektralis adatok az irodalmi

értékekkel megegyeznek®.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikkono-1,5-lakton  4-(p-metilfenil)-szemikarbazon
(39b)
o og'é\\ . A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38b vegyiiletbol
AcHN "N~ jo( \©\ (100 mg, 0.203 mmol). A nyersterméket MeOH-bdl
atkristalyositva 64 mg (86 %) fehér porszerii anyagot
kaptunk. Op: 207 °C (bomlik); [a]o = + 60 (c = 0,52, DMSO). *H NMR (DMSO-
d6) o (ppm): 9.59 (s, 1H, NH),8.36 (s, 1H, NH), 8.15 (d, 1H, J = 8.2 Hz, NH), 7.37
(d, 2H, J= 8.2 Hz, Ar), 7.09 (d, 2H, J= 8.2 Hz, Ar), 5.43 (d, 1H, J = 5.1 Hz, OH),
5.39 (d, 1H, J = 5.1 Hz, OH), 5.10 (dd, 1H, J = 8.7, 2.9 Hz, OH), 4.35 (pt, 1H,
J = 8.6 Hz, H-2), 3.79 (ddd, 1H, J = 1.3, 8.7, 10.4 Hz, H-6a), 3.71 (ddd, 1H,
J =20, 7.6,9.8 Hz, H-5), 3.60 (ddd, 1H, J = 4.3, 6.2, 11.2 Hz, H-6b), 3.48 (td, 1H,
J=5.1,8.7, Hz, H-3), 3.40-3.36 (m, 1H, H-4), 2.24 (s, 3H, CH3), 1.94 (s, 3H, CHs).
13C NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 169.63 (C=0), 152.75 (C=0), 144.67 (C=N),
136.45, 131.03, 129.15, 118.56 (Ar), 82.01, 73.48, 69.42 (C-3, C-4, C-5), 61.58
(C-6), 51.95 (C-2), 22.80 (CHz), 20.33 (CHs3). ESI-HRMS pozitiv mod
(m/z): C16H22N4Og-ra (366.1539) szamitott: [M + Na]®™ = 389.1432, talalt:
[M + Na]" = 389.1429.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(p-trifluormetilfenil)-szemikar-
bazon (39c)

or A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38c vegyiiletbdl

AcHN \N/NTN\©\ (100 mg, 0.183 mmol). A nyersterméket MeOH-bol
CF

3
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atkristalyositva 67 mg (87 %) fehér porszerii anyagot kaptunk. Op: 261 — 263 °C;
[a]o = + 49.65 (c = 0.212, DMSO). *H NMR (DMS0-d6) § (ppm): 9.83 (s, 1H,
NH), 8.89 (s, 1H, NH), 8.19 (d, 1H, J = 8.2 Hz, NH), 7.74 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ar),
7.64 (d, 2H, J =8.7 Hz, Ar), 5.47 (d, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 5.43 (d, 1H, J = 4.9 Hz,
OH), 511 (dd, 1H, J = 8.7, 40 Hz, OH), 437 (pt, 1H,
J = 8.4 Hz, H-2), 3.87 — 3.71 (m, 2H, H-6a, H-5), 3.61 (ddd, 1H, J = 4.2, 6.4,
11.1 Hz, H-6b), 3.50 (td, 1H, J = 5.4, 8.3, Hz, H-3), 3.42-3.38 (m, 1H, H-4), 1.94
(s, 3H, CHs). 3C NMR (DMS0-d6) & (ppm): 169.69 (C=0), 152.52 (C=0), 145.52
(C=N), 142.87, 126.01 (q, 3Jcr = 7.2 Hz, “Jcr = 3.9 Hz), 124.4 (q, Ycr = 272 Hz),
122.1 (g, 2Jcr = 32 Hz), 118.28 (Ar), 82.02, 73.52, 69.40 (C-3, C-4, C-5), 61.52
(C-6), 52.01 (C-2), 22.84 (CHz). ESI-HRMS pozitiv mod (m/z): CisH19F3sN4Os-ra
(420.1257) szamitott: [M + Na]" = 443.1149, talalt: [M + Na]" = 443.1147,

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(p-metoxifenil)-szemikarbazon
(39d)
oH A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38d vegyiiletbol
AcHN Ny @ (100 mg, 0.197 mmol). A nyersterméket MeOH-bél
atkristalyositva 62 mg (83 %) fehér porszer(i anyagot
kaptunk. Op: 231-233 °C; [o]o = + 60 (c = 0,46, DMSO). *H NMR (DMSO-d6)
d (ppm): 9.55 (s, 1H, NH), 8.31 (s, 1H, NH), 8.14 (d, 1H, J = 8.3 Hz, NH), 7.38 (d,
2H, J=9.0 Hz, Ar), 6.87 (d, 2H, J=9.0 Hz, Ar), 5.45 (d, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 5.39
(d, 1H, J = 5.0 Hz, OH), 5.12 (dd, 1H, J = 4.1, 9.2, Hz, OH), 4.35 (pt, 1H,
J = 8.6 Hz, H-2), 3.79 (ddd, 1H, J = 1.4, 9.9, 11.2 Hz, H-6a), 3.73-3.69 (m, 4H,
H-5, OCHg), 3.59 (ddd, 1H, J = 4.0, 6.2, 12.2 Hz, H-6b), 3.48 (td, 1H, J = 5.1,
8.4 Hz, H-3), 3.40-3.38 (m, 1H, H-4), 1.94 (s, 3H, CH3). 3C NMR (DMSO-d6)
d (ppm): 169.62 (C=0), 152.92 (C=0), 144.56 (C=N), 132.06, 120.35, 113.96 (Ar),
81.97, 73.56, 69.47 (C-3, C-4, C-5), 61.61 (C-6), 55.18 (OCHzs), 51.97 (C-2), 22.82
(CH3). ESI-HRMS pozitiv moéd (m/z): CisH22N4O7-re (382.1488) szamitott:
[M + K]" = 421.1120, talalt: [M + K]" = 421.1113.
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2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  4-(p-klérfenil)-szemikarbazon
(39e)
OH A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38e vegyiiletb6l
ACHN \N/“j(“@ (100 mg, 0.195 mmol). A nyersterméket MeOH-bol
atkristalyositva 56 mg (74 %) fehér porszerli anyagot
kaptunk. Op: 222 °C (bomlik); [a]o = + 64 (c = 0,55, DMSO). *H NMR (DMSO-
d6) & (ppm): 9.70 (s, 1H, NH), 8.62 (s, 1H, NH), 8.15 (d, 1H, J = 8.2 Hz, NH), 7.55
(d, 2H, J= 8.9 Hz, Ar), 7.33 (d, 2H, J= 8.9 Hz, Ar), 5.45 (d, 1H, J = 5.7 Hz, OH),
5.40 (d, 1H, J = 5.0 Hz, OH), 5.10 (dd, 1H, J = 4.1, 9.1 Hz, OH), 4.36 (pt, 1H,
J = 85 Hz, H-2), 3.83-3.70 (m, 2H, H-6a, H-5), 3.60 (ddd, 1H, J = 4.4, 6.5,
12.0 Hz, H-6b), 3.49 (td, 1H, J = 5.1, 8.2, Hz, H-3), 3.42-3.36 (M, 1H, H-4),
1.94 (s, 3H, CH3). *C NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 169.63 (C=0), 152.65 (C=0),
145.12 (C=N), 138.11, 128.57, 125.71, 120.10 (Ar), 81.97, 73.54, 69.42 (C-3, C-4,
C-5), 6154 (C-6), 51.97 (C-2), 22.81 (CHs). ESI-HRMS pozitiv mod
(m/z): C15H19CIN4Og-ra (386.0993) szamitott: [M + Na]® = 409.0885, talalt:
[M + Na]* = 409.0886.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(1-naftil)-szemikarbazon (39f)

OH A 4.1.4 Aaltalanos eljards szerint 38f vegyiiletbdl

AGHN N i (100 mg, 0.189 mmol). A nyersterméket MeOH-bol

° atkristalyositva 63 mg (83 %) halvany rozsaszin

porszerii anyagot kaptunk. Op: 234 - 236 °C; [a]p = + 60.70 (c = 0.228, DMSO).
'H NMR (DMSO-dé6) & (ppm): 9.98 (s, 1H, NH), 8.96 (s, 1H, NH), 8.34 (d, 1H,
J=8.5Hz, NH), 8.09 (d, 1H, J=7.5 Hz, Ar), 7.98 — 7.90 (m, 2H, Ar), 7.65 (d, 1H,
J=8.1 Hz, Ar), 7.59 — 7.54 (m, 2H, Ar), 7.48 (t, 1H, J= 7.9 Hz, Ar), 5.53 (d, 1H,
J=5.8Hz, OH), 5.47 (d, 1H, J = 5.1 Hz, OH), 5.20 (dd, 1H, J = 3.7, 9.6 Hz, OH),
4.43 (pt, 1H, J = 9.1 Hz, H-2), 3.83 (t, 1H, J = 10.6 Hz, H-6a), 3.76 — 3.69 (m, 1H,
H-5), 3.63 (ddd, 1H, J = 3.8, 6.3, 10.9 Hz, H-6b), 3.52 (td, 1H, J = 5.2, 9.2, Hz,
H-3), 3.44-3.40 (m, 1H, H-4), 1.99 (s, 3H, CH3). **C NMR (DMSO-d6) & (ppm):
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171.48 (C=0), 153.89 (C=0), 145.77 (C=N), 134.37, 133.61, 129.40, 126.98,
126.68, 126.32, 124.27, 120.87, 118.15, 117.99 (Ar), 82.66, 73.33, 69.53 (C-3,
C-4, C-5), 61.86 (C-6), 52.43 (C-2), 23.31 (CH3). ESI-HRMS pozitiv méd (m/z):
CioH2N4Os-ra  (402.1539) szamitott: [M + Na]* = 425.1432, talalt:
[M + NaJ* = 425.1433.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-(2-naftil)-szemikarbazon (399)

HoSo A 4.14 Aaltalanos eljaras szerint 38g vegyiiletbdl
H H

XN _N N
AcHN N~ 100 mg, 0.189 mmol). A nyersterméket MeOH-bol
T 0o, 018 . A

atkristalyositva 56 mg (74 %) halvanysarga porszerti
anyagot kaptunk. Op: 256 °C (bomlik); [a]o = + 27.41 (c = 0.210, DMSO). *H NMR
(DMSO-d6) & (ppm): 9.76 (s, 1H, NH),8.69 (s, 1H, NH), 8.21 (d, 1H, J = 8.1 Hz,
NH), 8.15 (s, 1H, Ar), 7.89 — 7.75 (m, 3H, Ar), 7.54 (d, 1H, J= 1.3, 8.5 Hz, Ar),
7.45 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Ar), 7.37 (t, 1H, J= 7.4 Hz, Ar), 5.48 (d, 1H, J = 5.5 Hz,
OH), 5.44 (d, 1H, J=4.9 Hz, OH), 5.14 (dd, 1H, J = 3.6, 8.7 Hz, OH), 4.39 (pt, 1H,
J =8.6 Hz, H-2), 3.86 — 3.71 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.68 — 3.56 (m, 1H, H-5), 3.56
(m, 1H, H-3), 3.45-3.37 (M, 1H, H-4), 1.98 (s, 3H, CHs). 3C NMR (DMSO-d6)
3 (ppm): 169.72 (C=0), 152.83 (C=0), 145.05 (C=N), 136.70, 133.62, 129.29,
128.44, 127.47, 127.03, 126.41, 124.14, 119.93, 113.79 (Ar), 82.06, 73.52, 69.44
(C-3, C-4, C-5), 61.59 (C-6), 52.01 (C-2), 22.88 (CHs3). ESI-HRMS pozitiv mod
(M/z): CioH2N4Os-ra (402.1539) szamitott: [M + Na]* = 425.1432, tallt:
[M + Na]* = 425.1434.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 4-fenil-tioszemikarbazon (39h)

OH . A 4.1.4 éltalanos eljaras szerint 38h vegyiiletb6l (100 mg,

HO (o}
N

HO N N
AcHN N~ T \©

S

0.202 mmol). Oszlopkromatografia (eluens: CHCIs :
MeOH 5:1) utan 67 mg (90 %) halvany rozsaszin
porszeri anyagot kaptunk. Op: 137-143 °C; [a]p = + 70 (c = 0,48, CH30H).
'H NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 10.22 (s, 1H, NH), 8.33 (d, 1H, J = 8.0 Hz, NH),
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7.58 (d, 2H, J= 7.7 Hz, Ho), 7.33 (t, 2H, J= 7.9 Hz, Hn), 6.98 (t, 1H, J= 8.2 Hz, Hp),
5.23 (s, 1H, NH), 5.71 (d, 1H, J = 7.4 Hz, OH), 4.49 (dd, 1H, J = 6.6, 11.0 Hz, OH),
5.10 (dd, 1H, J = 8.7, 2.9 Hz, OH), 4.34 (td, 1H, J = 2.0, 7.3 Hz, H-3), 4.13 (pt, 1H,
J = 7.3 Hz, H-2), 3.56 (ddd, 1H, J = 3.4, 5.5, 10.7 Hz, H-6a), 3.45 (ddd, 1H,
J =3.3, 5.8, 8.9 Hz, H-5), 3.37 (dd, 1H, J = 5.6, 11.0 Hz, H-6b), 3.27 (td, 1H,
J =21, 7.9 Hz, H-4), 1.87 (s, 3H, CHs). *C NMR (DMSO0-d6) & (ppm): 169.28
(C=S), 164.42 (C=0), 160.48 (C=N), 140.78, 129.03, 121.65, 117.24 (Ar), 71.31,
70.63, 70.47 (C-3, C-4, C-5), 63.29 (C-6), 51.79 (C-2), 22.61 (CHy).
ESI-HRMS  pozitiv moéd (m/z):  CisH2NsOsS-re  (368.1154)  szamitott:
[M + Na]* = 391.1047, talalt: [M + Na]* = 391.1044.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton p-toluolszulfonil-hidrazon (39i)

OH
Hﬁg&F\\ 1 /©/ A 4.1.4 4ltalanos eljaras szerint 38i vegyiiletbdl (100 mg,
&5 0.195 mmol). Oszlopkromatografia (eluens: CHCls :

AcHN N~
MeOH 20:1) utan 71 mg (94 %) fehér porszerii anyagot kaptunk. Op: 165 - 166 °C;
[o]o =55 (¢ = 0.55, MeOH); *H NMR (MeOD-d4) & (ppm): 7.73 (d, 2H, J= 8.3 Hz,
Ar), 7.34 (d, 2H, J= 8.0 Hz, Ar), 4.31 (d, 1H, J = 10.1 Hz, H-2), 3.98 (dd, 1H,
J = 5.8, 10.4 Hz, H-5), 3.76 — 3.64 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.56 (dd, 1H, J = 9.0,
10.0, Hz, H-3), 3.45 (t, 1H, J= 9.2 Hz, H-4), 2.41 (s, 3H, CHs3), 2.02 (s, 3H, CHa).
13C NMR (MeOD-d4) § (ppm): 174.08 (C=0), 149.44 (C=N), 145.53, 136.57,
130.58, 128.70 (Ar), 82.84, 74.18, 70.24 (C-3, C-4, C-5), 62.50 (C-6), 53.46 (C-2),
22.83 (CHg), 21.56 (CH3). ESI-HRMS pozitiv mod (m/z): CisH2:N3O7S-re
(387.1100) szamitott: [M + Na]* = 410.0992, talalt: [M + Na]* = 410.0989.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  p-trifluormetilbenzolszulfonil-
hidrazon (39j)

HO
H

OH CF,4 , ’ ey 7 . - " .
c&& ] Q/ A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38 vegyiiletbdl (100 mg,
AcHN N” % 0.176 mmol). Oszlopkromatografia (eluens: CHCls :

MeOH 20:1) utan 65 mg (83 %) fehér porszerli anyagot kaptunk. Op: 175 - 176 °C
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(bomlik); [a]o = 59 (¢ = 0.35, MeOH); *H NMR (MeOD-d4) § (ppm): 8.04 (d, 2H,
J=8.2 Hz, Ar), 7.87 (d, 2H, J= 8.3 Hz, Ar), 4.31 (d, 1H, J = 10.1 Hz, H-2), 3.99
(dd, 1H, J = 1.3, 11.7 Hz, H-5), 3.81 — 3.65 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.59 (dd, 1H,
J=09.1, 10.0, Hz, H-3), 3.46 (t, 1H, J= 9.2 Hz, H-4), 2.02 (s, 3H, CH3). 3C NMR
(MeOD-d4) & (ppm): 173.66 (C=0), 149.60 (C=N), 144.60, 135.12 (q,
2Jcr = 32.6 Hz), 129.52, 127.06 (q, “Jcr = 3.6 Hz, Ar) 121.92 (q, YJcr = 271.9 Hz,
CFs), 83.16, 74.30, 70.54 (C-3, C-4, C-5), 62.88 (C-6), 53.65 (C-2), 22.76 (CHs3).
ESI-HRMS pozitiv. méd (m/z): CisHigFaN3O7S-re  (441.0818) szamitott:
[M + Na]* = 464.0710, talalt: [M + Na]* = 464.0708.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  p-fluorbenzolszulfonil-hidrazon
(39K)

" Og&\ " QF A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38’k vegyiiletb6l (100 mg,
AGHN "N oS¢ 0.193 mmol). Oszlopkromatografia (eluens: CHCIs :
MeOH 20:1) utdn 64 mg (85 %) fehér porszerli anyagot kaptunk. Op: 175 - 177 °C;
[o]o = 78 (c = 0.44, MeOH); *H NMR (MeOD-d4) § (ppm): 7.90 (dd, 2H, J=5.2,
8.6 Hz, Ar), 7.28 (t, 2H, J= 8.7 Hz, Ar), 4.32 (d, 1H, J = 10.1 Hz, H-2), 4.00 (dd,
1H,J=7.2, 10.9 Hz, H-5), 3.79 — 3.65 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.60 (dd, 1H, J = 8.3,
10.6, Hz, H-3), 3.47 (t, 1H, J= 9.0 Hz, H-4), 2.03 (s, 3H, CH3). *C NMR (MeOD-
d4) & (ppm): 173.64 (C=0), 149.34 (C=N), 166.57 (d, 1Jcr = 252.6 Hz), 136.46 (d,
“Jcr = 3.1 Hz), 131.69 (d, 3Jcr = 9.5 Hz), 116.96 (d, 2Jcr = 23.0 Hz, Ar), 83.09,
74.34, 70.55 (C-3, C-4, C-5), 62.85 (C-6), 53.58 (C-2), 22.78 (CH3). ESI-HRMS
pozitiv mod (m/z): C14aH1sFN3O7S-re (391.0849) szamitott: [M + Na]* = 414.0742,
talalt: [M + Na]* = 414.0738.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  p-klérbenzolszulfonil-hidrazon
(391)

o o /@C' A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38l vegyiiletbol (100 mg,
H
"R W s 0.188 mmol).
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Oszlopkromatografia (eluens: CHCIl3 : MeOH 20:1) utan 60 mg (78 %) fehér
porszerii anyagot kaptunk. Op: 180 - 182 °C (bomlik); [a]o = 78 (¢ = 0.22, MeOH);
'H NMR (MeOD-d4) & (ppm): 7.82 (d, 2H, J= 8.8 Hz, Ar), 7.56 (d, 2H, J= 8.8 Hz,
Ar), 430 (d, 1H, J = 10.1 Hz, H-2), 3.97 (dd, 1H, J = 8.3, 10.5 Hz, H-5),
3.78 — 3.65 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.58 (dd, 1H, J =9.0, 10.1, Hz, H-3), 3.46 (t, 1H,
J=9.2 Hz, H-4), 2.02 (s, 3H, CH3). 3C NMR (MeOD-d4) § (ppm): 173.66 (C=0),
149.42 (C=N), 140.17, 139.07, 130.46, 130.17 (Ar), 83.16, 74.36, 70.58, (C-3,
C-4, C-5), 62.90 (C-6), 53.63 (C-2), 22.76 (CHz). ESI-HRMS pozitiv mod (m/z):
C14H18CIN30O7S-re (407.0554) szamitott: [M + Na]* = 430.0446, talalt: [M + Na]*
= 430.0440.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton 1-naftilszulfonil-hidrazon (39m)
A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38m vegyiiletbdl (100 mg,
« R O 0.182 mmol). Oszlopkromatografia (eluens: CHClz : MeOH
(0]

AcHN N~

OH

S
(0]

20:1) utan 62 mg (80 %) fehér porszerii anyagot kaptunk.
Op: 145 - 147 °C; [a]o = 58 (c = 0.26, MeOH); 'H NMR (MeOD-d4) § (ppm): 8.81
(d, 1H, J= 8.5 Hz, Ar), 8.25 (d, 1H, J= 7.4 Hz, Ar), 8.16 (d, 1H, J= 8.2 Hz, Ar),
7.99 (d, 1H, J=8.0 Hz, Ar), 7.72 — 7.55 (m, 3H, Ar), 4.25 (d, 1H, J = 9.8 Hz, H-2),
4.00 (dd, 1H, J=5.2, 9.9 Hz, H-5), 3.75 — 3.66 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.47 (dd, 1H,
J=8.9,9.9, Hz, H-3), 3.40 (t, 1H, J= 8.9 Hz, H-4), 1.90 (s, 3H, CH3). °C NMR
(MeOD-d4) 6 (ppm): 173.48 (C=0), 148.44 (C=N), 135.76, 135.66, 135.59,
131.46, 129.91, 129.84, 128.96, 127.84, 126.23, 125.23 (Ar), 83.27, 74.70, 70.62
(C-3, C-4, C-5), 63.08 (C-6), 53.46 (C-2), 22.70 (CH3). ESI-HRMS pozitiv mod
(m/z): CigH21N3O7S-re (423.1100) szamitott: [M + Na]* = 446.0992, talalt:
[M + Na]" = 446.0992.

2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1 5-lakton 2-naftilszulfonil-hidrazon (39n)

Oor A 4.1.4 altalanos eljaras szerint 38n vegyiiletbol (100
(off

AcHN "N” \O mg, 0.182 mmol).
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Oszlopkromatografia (eluens: CHCI3 : MeOH 20:1) utan 58 mg (75 %) fehér
porszerii anyagot kaptunk. Op: 172 - 173 °C; [o]o = 68 (¢ = 0.21, MeOH); 'H NMR
(MeOD-d4) & (ppm): 8.44 (d, 1H, J= 1.2 Hz, Ar), 8.06 — 7.92 (m, 3H, Ar), 7.85 (dd,
1H, J=1.8, 8.7 Hz, Ar), 7.71 — 7.58 (m, 2H, Ar), 4.29 (d, 1H, J = 10.0 Hz, H-2),
3.98 (dd, 1H,J=1.3, 11.6 Hz, H-5), 3.78 — 3.65 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.54 (dd, 1H,
J=9.0, 10.0, Hz, H-3), 3.43 (t, 1H, J= 9.2 Hz, H-4), 1.92 (s, 3H, CH3). °C NMR
(MeOD-d4) 6 (ppm): 173.59 (C=0), 149.28 (C=N), 137.42, 136.38, 133.51,
130.34, 130.04, 129.95, 129.92, 128.96, 128.53, 124.08 (Ar), 83.12, 74.48, 70.55
(C-3, C-4, C-5), 62.91 (C-6), 53.62 (C-2), 22.73 (CH3). ESI-HRMS pozitiv mod
(m/z): CigH21N307S-re (423.1100) szamitott: [M + Na]* = 446.0992, talalt:
[M + Na]" = 446.0991.

4.2 Biokémiai anyagok és modszerek

4.2.1 Mikroorganozmusok és tenyésztési koriilmények

Ot kiilonbozé Escherichia coli torzset alkalmaztunk a hOGA hosszi
(“long™) izoformajanak termeltetésére: E. coli BL21(DE3), E. coli BL21(DE3)
pLysS (Novagen), E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL (Stratagene), E. coli BL21
STAR(DE3) (Invitrogen) és E. coli BL21(DE3) Rosetta. A hOGA-t kodolo gént a
pET28b plazmid hordozza Ndel és Xhol restrikcios hasitohelyek kdzott inzertként,
amelyet David J. Vocadlo (Burnaby, Kanada) bocsajtotta rendelkezésiinkre.®® A
hOGA-t hordozé vektorkonstrukciot hésokk modszerrel*?* transzformaltuk az 6t E.
coli torzsbe, majd a kiillonboz6 torzsekbdl szarmazd transzformans sejtek
novekedési paramétereit valtoztatva vizsgaltuk a rekombinans hOGA fehérje

expressziojat.
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4.2.2 A human OGA heterolég expressziéja E. coli-ban

Kis léptékii fehérje expresszio

Kis 1éptékii expressziot végeztiink 250 ml Luria broth (LB) tapoldatban, amely 50
pg/ml  kanamicin antibiotikumot tartalmazott, 1000 ml-es Erlenmeyer-
lombikokban. A tenyészeteket 1 ml-es kiilonb6z6 E. coli térzsek minikultaraival
oltottuk be, melyeket egy ¢jszakan at egyetlen teleprdl tenyésztettiink 37 °C-on. A
kis Iéptékii sejttenyészeteket 37°C-on ndvesztettiik 220 rpm razatéast alkalmazva €s
idében kovettiik a ndvekedést az ODegoo (optikai stirliség) mérésével. Miutan az OD
elérte a kdzépexponencialis tartomanyt (ODeoo=0,6 vagy 0,9), a tenyészetet 0,4 mM
IPTG (izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid) hozzaadasaval indukaltuk, a
hémérsékletet pedig csokkentettiik. Harom kiilonbozd termeltetési hdmérsékletet
vizsgaltunk 16 - 37°C kozott: 16°C, 23°C és 28°C. 16 o6ra elteltével a novesztett
sejteket centrifugalassal 6sszegytijtottiik (4°C-on 6000 rpm-en 20 percig), majd a
pelleteket (~1,2-1,6 g) -20°C-on taroltuk.

A megfagyott pelleteket felszuszpendaltuk 15 ml lizis pufferben (50 mM
kalium-foszfat puffer, pH 7,5, amely tartalmaz: 1 mM 2-hidroxi-1-metantiolt, 0,5
% Tween 20-t, prote4z inhibitor koktélt (P8849, Sigma Aldrich, Magyarorszag) ¢s
0,1 mg/ml lizozimot) majd ezt a szuszpenziot jégen tartottuk 40 percig. A sejtek
feltarasat Ultrasonic Homogenizer UW 2070 (Bandelin Electronic) tipusu
szonikatorral végeztiik, allando jeges-vizes hiités mellett. A kezelés 40 ciklusbol
allt: 10 mp szonikalast 50 mp sziinet kovetett. A feltart sejteket centrifugalassal (10
000 rpm, 50 perc, 10°C) valasztottuk el a szolubilis fehérjét tartalmazo feliiluszotol,
amelyet 4°C-on taroltunk a kromatografias tisztitasig. A feliiluszo fehérje tartalmat
Bradford-reagenssel hataroztuk meg BSA kalibracids gorbét alkalmazva.l”® A

feliiluszot és a csapadékot gélelektroforézissel analizaltuk.

Nagy léptékii fehérje expresszio
Az E. coli Rosetta (DE3) t6rzsbol minikulttrat (7x2 ml) készitettiink, amivel

beoltottunk 500 ml kanamycin tartalma (50 pg/ml) LB tapoldatot Erlenmeyer
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lombikokban (7x500 ml). A tenyészeteket 37°C-on novesztettiik, majd miutan az
OD celérte a kozépexponencialis tartomanyt (ODspo=0,9), a tenyészetet 0,4 mM
IPTG hozzaadasaval indukaltuk, a hdmérsékletet pedig 23°C-ra csokkentettiik. 16
ora elteltével a novesztett sejteket centrifugalassal 6sszegytijtottiik (4°C-on 6000
rpm-en 20 percig). A pelleteket (~27 g) -20°C-on taroltuk. A sejtek feltarasat a kis
1éptékii fehérje expresszid soran leirtak alapjan végeztiik (27 g pelletet 400 ml

lizispufferben szuszpendaltunk).

4.2.3 A hOGA kromatografiaja

A hOGA fehérje hosszii izoformajat fuzids fehérjeként fejeztikk ki,
hisztidin-hexapeptidet tartalmazé N-terminalis His-taggal. A tisztitast Co?*-ionnal
toltott HiPrep IMAC Fast Flow (atméré: 16mm, hossz: 10mm; GE-Healthcare)
oszloppal végeztiik, melyet eldkezeltiink a kotd (,,binding”) pufferrel: 20 mM
kalium-foszfat puffer, pH=7,7, ami tartalmaz: 0,5 M KCI-t, 50 mM imidazolt és 0,5
500 mM imidazol) 20 mM kalium-foszfat pufferben, pH=7,7, ami 0,5 M KCI-t
tartalmazott. A frakciokban ellendriztiik az N-acetilgliikozaminidaz aktivitast és a
fehérjetartalmat. Azokat, amelyek a legnagyobb aktivitast mutattak 6sszedntottiik
¢s ultrasziiréssel (Amicon Ultra - 100 kDa, Merck Millipore) lecseréltiik a puffert
50 mM kalium-foszfat pufferre, pH=7,5 ami tartalmaz: 1mM PMSF-t, 1ImM DTT-
t, ImM EDTA-t és 30% glicerint. Az enzim ilyen koriilmények kozott -20°C-on
legalabb két évig eltarthato volt.

4.2.4 N-acetil-gliikozaminidaz aktivitasi vizsgalat

A hOGA enzim N-acetil-glikéozaminidaz aktivitasat pNP-GICNAC
szubsztrat segitségével hataroztuk meg. Az enzimreakcid soran a hOGA p-
nitrofenolt hasit a szubsztratrél. Az enzimreakciot erés ltgos oldat hozzaadasaval
megallitva a felszabaduld p-nitrofenolat mennyiségét abszorbancia méréssel 400
nm-en hataroztuk meg. Az aktivitasi vizsgalatokat 200 pl 50 mM kalium-foszfat

pufferben, pH = 7,5, 0,2 mM pNP-GIcNAC szubsztrat jelenlétében 37°C-on
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végeztik. Az enzimreakcidokat 50 pl enzimet tartalmazd minta hozzdadaséaval
inditottuk, majd 5 perc elteltével 500 pl 0,5 mM borat-puffer, pH = 10
hozzaadésaval allitottuk le, és a reakcioelegyet spektrofotometridasan 400 nm-en
vizsgaltuk. Kvantitativ termék felszabadulashoz a p-nitrofenolat kalibracios gorbét
olyan oldatban hataroztuk meg, amely egy térfogat vizsgalati puffert és két térfogat
0,5 M borat-puffer, pH = 10 oldatot tartalmazott.

4.25 Michaelis-Menten Kkinetikai allandék meghatarozasa hOGA és
HexA/HexB (szarvasmarha vesébél, Sigma Aldrich) enzimekre

A Michaelis-Menten kinetikai allandok meghatarozasa hOGA enzimre két
szubsztrat jelenlétében torténtek: pPNP-GIcNAc és  4-MU-GIcNAc. Az
enzimreakciokat 50 mM kélium-foszfat pufferben, pH = 7,5, 1 ml végtérfogatban
37°C-on végeztik, a szubsztratkoncentraciot 5 uM és 2 mM kozott valtoztatva
mindkét szubsztrat esetében, 33 nM és 82 nM enzimkoncentraciot alkalmazva pNP-
GIcNAc esetében, és 3 nM enzimkoncentracidt alkalmazva 4-MU-GIcNAC
esetében. A reakciot pPNP-GIcNAc szubsztrat jelenlétében 1 ml-es kiivettakban
hajtottuk végre, AnalytikJena Specord 250 plusz kétsugaras spektrofotométer
termosztalt cellatartojdban. A szubsztrat hozzaadasa utan a reakcidkat 400 nm-en
folyamatosan kovettiik. A fluoreszcens 4-MU-GIcNAc szubsztrat jelenlétében
végzett reakciokat fluoreszcens kiivettaban végeztiik, Jasco FP-8200 fluoriméter
termosztalt cellatartojaban 37 °C-on. A reakciokat 4-MU-GIcNAc hozzéadasaval
inditottuk el, és a felszabadulod fluoreszcens terméket, a 4-metilumbelliferont Xe
lampas fényforrassal 360 nm-es gerjesztéssel kovettiik, és 450 nm-nél 10 percen
keresztiil 10 masodpercenként detektaltuk az emissziot.

A Michaelis-Menten kinetikai allandok meghatarozasa HexA/HexB
enzimre pNP-GIcNAc szubsztrat jelenlétében tortént 50 mM kalium-foszfat
pufferben, pH = 5,8, 1 ml végtérfogatban 37°C-on. A szubsztratkoncentracié 60
uM és 5 mM kozott valtoztattuk 5,0 mU HexA/HexB enzim jelenlétében.

A kezdeti sebességeket a reakcio elérehaladasi gorbék linearis tartomanyéan

beliil szamitottuk ki, majd meghataroztuk a Michaelis—Menten kinetikai
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paramétereket: a kezdeti sebességeket a szubsztratkoncentracid fliggvényében
abrazoltuk, a mérési pontokra hiperbolat illesztettlink nemlineéris regresszios
analizissel Origin-Pro-8 (OriginLab Corp. Northumpton, MA, USA) programot
hasznalva. A kezdeti sebességekhez az egy masodperc alatt felszabaduld termék

crer

meg. Minden mérési pont harom parhuzamos mérés atlaga.

4.2.6 Enzimgatlasi vizsgalatok

Valamennyi célvegyiilet gatlo hatasat vizsgaltuk hOGA, illetve HexA/HexB
(szarvasmarha vesébdl, Sigma Aldrich), valamint hHexB enzimekre.

A hOGA enzim esetében harom kiilonb6z6 szubsztrat-koncentraciot
alkalmazva végeztiik a reakciokat (20 uM, 40 uM és 75 uM pNP-GlcNAc esetében
¢s 7,5 uM (7,0 uM), 12,5 uM (12 uM) és 25 uM 4-MU-GIcNAc esetében) 50 mM
kalium-foszfat pufferben, pH = 7,5. Az alkalmazott enzimkoncentracié 33 nM
PNP-GIcNAc szubsztrat esetében, 3 nM 4-MU-GIcNAc esetében. Az inhibitor-
koncentraciokat annak fliggvényében valasztottuk meg, hogy az eldkisérletek soran
milyen K érték volt feltételezhetd (0 - 3 uM, 0 - 200 uM, 0 - 750 nM).

HexA/HexB (szarvasmarha veséb6l, Sigma Aldrich) esetében pNP-GICNAC
szubsztrat jelenlétében végeztilk a reakciokat, harom szubsztrat-koncentraciot
alkalmazva: 0,5 mM, 1,0 mM és 1,5 mM, vagy 0,8 mM, 1,0 mM és 1,5 mM. Az
inhibitor-koncentraci6 0 - 1 uM, és 0 - 50 uM kozott valtozott.

Ezekben az esetekben az enzimet és az inhibitorokat 37°C-on eldinkubaltuk.
A reakciokat a szubsztrat hozzdadasaval inditottuk el, és a kinetikai gorbéket a fent
leirtak szerint rogzitettiik. A kezdeti sebességek reciprokat az inhibitor-
koncentraciok fiiggvényében abrazoltuk. Minden mérési adat harom parhuzamos
mérés atlaga. A gatlasi allandokat (Ki) a Dixon-diagramok!?! adatainak lineéris
regresszidjaval hataroztuk meg. A gatlas modjat a vizsgalt vegyiiletekre a Cornish-

Bowden médszerrel??

hataroztuk meg.
A hHexB enzim esetében Michaelis-Menten kinetikai gérbéket vettiink fel

PNP-GIcNAc szubsztrat jelenlétében. A reakcidokat Eppendorf csdovekben végeztiik
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400 pl végtérfogatban 50 mM citrat-foszfat pufferben, pH = 5,0. A reakcidelegyek
24 nM hHexB enzimet, 0,1-3 mM szubsztratot és 0-300 nM inhibitort tartalmaztak.
Az enzimreakciokat 35°C-on inkubaltuk, majd 60 mésodpercenként 50 pl mintat
vettiink és 150 pul 0,1M Na,COs oldathoz adtuk, mely leallitotta a reakciot. Az igy
kapott oldatok abszorbancidjat 420 nm-en mértiik Tecan Sunrise plate reader
(Ménnedorf, Svajc) segitségével. Az adatpontokbdl linearis illesztéssel hataroztuk
meg a kezdeti sebességeket, majd nemlinearis regresszios elemzéseket végeztiink a
kompetitiv gatlasi modell segitségével a Ki értékek kiszamitasdhoz. A
szamitasokhoz GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, California,

USA) szoftvert hasznaltunk. Minden mérési adat harom parhuzamos mérés atlaga.
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5. Osszefoglalas

A fehérjék O-(N-acetil-gliikozaminilezés)-sel torténd poszt-transzlacios
modosulasa teljesen egyedi az egyéb glikozilezésekhez képest, hiszen egyetlen
monoszacharid egység, az N-acetil-D-gliikkozamin (GIcNACc) kapcsolodik a fehérjék
szerin és treonin oldallancanak -OH csoportjahoz B-glikozidos kotéssel. Ezzel
szemben az extracellularis és membranfehérjék N- és O- kapcsolt glikozilezése
soran Osszetett glikan szerkezetek jonnek létre. Az O-(N-acetil-glikozaminilezés)
kozvetlen kapcsolatban 4ll a foszforilezéssel, melynek target aminosavai szintén a
szerin ¢és a treonin. Azonban mig a foszforilezést tobb szaz protein kinaz és tobb
tucat foszfataz katalizalja, addig az O-(N-acetil-glikozaminilezés)-ért egyetlen
enzimpar felelds: az O-GlcNAc transzferaz (OGT) a monoszacharid kapcsolésat,
mig az O-GIcNAc hidrolaz (OGA) a hasitast végzi. Az O-(N-acetil-
gliikézaminilezés) rendkiviil sokféle fehérjét szabalyoz, ezaltal kapcsolatba
hozhat6 olyan betegségekkel, mint pl. a cukorbetegség, egyes rakos
megbetegedések és neurodegenerativ elvaltozasok.

A lizoszoémalis B-N-acetilhexdzaminidazok (HexA és HexB) lancvégi N-
acetilgliikbzamint és N-acetilgalakt6zamint hasitanak Osszetett
glikanszerkezetekrél. Ezeknek a GH20 csaladba tartoz6 enzimeknek a katalitikus
mechanizmusa megegyezik a GH84 csaladba tartozo OGA enzim
mechanizmusaval, valamint aktiv centrumuk szerkezete is hasonlo, ezért az OGA
inhibitorok gatolhatjak a GH20 enzimeket is. Az aberrans HexA és HexB miikddés
felelds a Tay-Sachs és Sandhoff-szindroma kialakuldsaért, tehat sziikség van
szelektiv inhibitorok alkalmazéséara a nem kivant mellékhatasok kikiiszobolésére.

A PUGNACc (2) az egyik leggyakrabban alkalmazott OGA inhibitor,
melynek bar nanomolos gatlasi allanddja van, de nem mutat szelektivitast -N-
acetilhex6zaminiddzokkal szemben. Doktori munkdm soran 1y PUGNAc analog
OGA inhibitorokat allitottunk eld, valamint heterolog expresszidos moddszert
dolgoztunk ki a human OGA termeltetésére E. coli expresszios rendszerben és
vizsgaltuk a szintetizalt vegyiiletek gatld tulajdonsdgit OGA és HexA/HexB
enzimekkel szemben.

Az eldallitott 14 vegytilet koziil egy megtalalhatd volt az irodalomban, igy
ennek a publikdlt szintézismodszernek az adaptalasaval szintetizaltuk a 39a-n 2-
acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton hidrazon szarmazékokat. Az Gtlépéses
szintézisszekvencia a 40 D-gliikkozamin-hidrokloridbol indul ki, melybdl két
1épéssel irodalmi modszerek alapjan allitottuk elé a 33 2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetil-2-dezoxi-a,-D-gliikkopiranozt. A 33 laktol szarmazékot 35a-h 4-aril-
(tio)szemikarbazidokkal, valamint 35i-n arilszulfonil-hidrazidokkal reagaltattuk p-

toluolszulfonsav jelenlétében forrasban 1évé kloroformban. A 36a-g 1-(2-
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acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-p-D-gliikopiranozil)-4-aril szemikarbazidok
mellett a 37a-g nyilt lanch tautomerek képzodését is tapasztaltuk. A CrOs-piridin
komplex-szel végzett oxidacios reakcid sikeresen végrehajthatod volt a tautomerek
keverékébol, igy kaptuk a 38a-g 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-
gliikkono-1,5-lakton 4-arilszemikarbazonokat. A 35h 4-fenil-tioszemikarbazid és
35i-n arilszulfonil-hidrazidokkal végzett reakciok soran nem tapasztaltuk a nyilt
lanct tautomer képzddését. A CrOz-piridin komplex-szel végzett oxidacios reakcio
azonban ezen vegyiiletek esetében nem hozott eredményt, igy mas moddszereket
probaltunk ki. Végiil aktivalt MnO»-dal diklormetanban sikeriilt eléallitani a 38h-n
2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton  arilhidrazonokat.
Végiil az O-acetil védécsoportok eltavolitasat ammonias metanollal végeztiik.

A szintetizalt 39a-n vegyiiletek biokémiai teszteléséhez kidolgoztuk a teljes
hosszusagii human OGA izoenzim, heterolog expressziojat E. coli expresszids
rendszerben, valamint a rekombinans enzim izolalasi és tisztitasi 1épéseit. Ehhez a
D. J. Vocadlo altal rendelkezésiinkre bocsajtott hOGA-t kodolé pET28
vektorkonstrukciot 6t kiilonboz6 E. coli expresszios torzsbe transzformaltuk és az
expresszios koriilményeket ugy optimalizaltuk, hogy a transzforméansok
taltermeltetése szolubilis, intakt és aktiv rekombinians hOGA enzimet
eredményezzen. A torzsekben a hOGA expresszidjat kiilonbozé mértéki
zarvanyképzodés és jelentOs proteolitikus aktivitds kisért. A legjobban teljesitd
torzsnek a ritka kodonhasznalatot is lehet6vé tevo E. coli BL21(DE3) Rosetta torzs
bizonyult, igy a termeltetést erre a torzsre optimalizaltuk. A tenyésztési hOmérséklet
¢és a hOGA expresszi6 indukcidjanak fazisa lényeges befolyassal birt funkcionalis
rekombinans fehérje képzodéséhez. Az E. coli expresszids rendszerekben, emlds
fehérje tultermeltetésénél oly sokszor alkalmazott 16°C-os tenyésztési homérseklet
itt nem volt megfeleld, ellenben 23°C-on szolubilis, nagy aktivitdsi enzim
termelddott. A rekombinans hOGA stabilitasara hato faktorokat feltartuk, amelyek
alkalmazasa eredményes izolacios eljarashoz, valamint reprodukalhaté kinetikai,
illetve gatlas tanulmanyokhoz vezetett. A rekombinans hOGA N-terminalis Hise
szekvencidjat kihaszndlva IMAC affinitdas kromatografidval, Co®" ionok
alkalmazasdval és a koriilmények fnomitasaval egylépésben homogén hOGA
enzim preparatumot allitottunk eld.

A teljes hosszlisdgu rekombindns human OGA enzimnek meghataroztuk a
Michaelis-Menten kinetikai paramétereit pPNP-GIcNAc ¢és 4-MU-GICNAC
szubsztratokra. A Kwm értékek 50 mM kalium-foszfat pufferben 7,5-6s pH-n 37°C-
on sorrendben 20 pM-nak és 12 pM-nak adodtak. Vizsgaltuk tovabba a
kereskedelmi forgalomban kaphatd szarvasmarha vesébdl izoldlt HexA/HexB
enzimeket (Km (PNP-GIcNAc) = 1,1 mM; kalium-foszfat puffer, pH = 5,8),
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valamint a pragai kutatok altal rendelkezésiinkre bocsajtott human HexB enzimet
IS (Km (pPNP-GIcNAc) = 1,1 mM; citrat-foszfat puffer, pH = 5,0).

A szintetizalt 39a-n vegyiiletek gatldo hatdsat meghataroztuk hOGA és
hexdzaminidaz enzimekre, kinetikai vizsgalatokban. Minden vegytilet kompetitiv
inhibitora mind a human OGA enzimnek, mind a HexA/HexB vagy hHexB
enzimnek. A 39a-h lakton (tio)szemikarbazon szarmazékok koziil a leggyengébb
gatlast a 39h tioszarmazék adta, mig a legjobb gatlo tulajdonsaggal a 39e p-klorfenil
¢s a 399 2-naftil szarmazékok rendelkeztek. A 39f és 39g naftil-szarmazékok
gatlasaban jelentds kiilonbség van, a 39g 2-naftil szarmazék tobb mint egy
nagysagrenddel erésebb, mint a 39f 1-naftil szarmazék. HexA/HexB enzimmel
szemben kevés szelektivitast mutatott a 39f 1-naftil szarmazék. A 39i-n lakton
szulfonilhidrazon szarmazékok hOGA enzimmel szemben jobb inhibitoroknak
bizonyultak, mint a 39a-h lakton szemikarbazonok. A legerésebb inhibitorok a 39m
és 39n naftil-szarmazékok, mig a leggyengébbnek a 39j trifluormetilfenil
szarmazék bizonyult. Azonban ezek a vegyliletek jobban gatoljak a hHexB-t, mint
a hOGA-t. A 39m 1-naftilszulfonilhidrazon mindkét enzim leger6sebb inhibitora,
¢és a 39] trifluormetilfenil szarmazék utan a legszelektivebb a hHexB-vel szemben.
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6. Summary

O-GIcNAcylation is a unique post-translational modification (PTM) of
proteins. Unlike the complex N-linked and O-linked glycans decorating the cell
surface, the single O-linked B-N-acetyl glucosamine (O-GIcNAc) modified proteins
reside in the cytosol and nucleus. This PTM is a highly dynamic process that
modifies thousands of proteins and occurs in an analogous fashion to protein
phosphorylation. Phosphorylation, which modifies a similar number of proteins and
often directly competes for O-GIcNAC sites, is mediated by hundreds of protein
kinases and dozens of protein phosphatases. In contrast, O-GIcNAc modification is
catalyzed by only two enzymes: O-GIcNAc transferase (OGT) catalyses the
incorporation of B-O-GIcNAc moiety using the donor substrate UDP-GIcNAC,
while the enzyme O-GIcNAcase (OGA) catalyses the removal of O-GIcNAc from
the glycosylated substrates. As a nutrient sensor, human O-GIcNAc glycosylation
underlies the fundamental mechanisms of chronic diseases related to metabolism
and aging, such as diabetes, cancer and neurodegeneration.

Lysosomal [B-N-acetylhexosaminidases (HexA and HexB) cleave N-
acetylglucosamine and N-acetylgalactosamine from complex glycan structures. The
catalytic mechanism of these enzymes, belonging to the GH20 family, is the same
as that of the OGA enzyme mechanism (belonging to the GH84 family), and the
structure of their active site is similar, so that OGA inhibitors can also inhibit GH20
enzymes. The function of aberrant HexA and HexB is responsible for the
development of Tay-Sachs and Sandhoff syndrome, so it is important to use
selective inhibitors to eliminate unwanted side-effects.

PUGNAC (2) is one of the most commonly used OGA inhibitors, although
it has a nanomolar inhibition constant but exhibits no selectivity against p-N-
acetylhexosaminidases. During my doctoral work new PUGNACc (2) analog OGA
inhibitors were synthesized and a heterologous expression method for the
production of human OGA was developed in E. coli expression system, in addition,
the inhibitory properties of the synthesized compounds were evaluated against
OGA and HexA/HexB enzymes.

One of the 14 compounds prepared was found in the literature, so 2-
acetamido-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactone hydrazone derivatives (39a-n) were
synthesized by adapting this published synthetic method. The five-step synthesis
sequence starts from D-glucosamine hydrochloride (40), from which 2-acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-a,-D-glucopyranose (33) was prepared in two steps
according to literature methods. The lactol derivative 33 was reacted with 4-aryl-
(thio)semicarbazides (35a-h) and arylsulfonyl hydrazides (35i-n) in the presence of
p-toluenesulfonic acid in boiling chloroform. In addition to the 1-(2-acetamido-
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3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-4-aryl semicarbazides (36a-g),
the formation of open chain tautomers 37a-g was also observed. The oxidation
reaction with the CrOs-pyridine complex could be successfully performed from the
mixture of tautomers to give 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-D-glucono-
1,5-lactone 4-arylsemicarbazones (38a-g). No open-chain tautomer was observed
during the reactions with 4-phenylthiosemicarbazide 35h and arylsulfonyl
hydrazides 35i-n. However, the oxidation reaction with the CrOs-pyridine complex
did not give these compounds, so other methods were tried. Finally, 2-acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactone arylhydrazones 38h-n were
prepared with activated MnO> in dichloromethane. The O-acetyl protecting groups
were removed with ammonia in methanol.

For biochemical testing of the synthesized compounds 39a-n, we developed
heterologous expression of the human OGA enzyme in an E. coli expression system
followed by working out an isolation protocol that provided functional and
homogeneous recombinant enzyme. To this end, the pET28 vector construct
carrying the gene encoding hOGA enzyme (provided by D. J. Vocadlo) was
transformed into five different E. coli expression strains and the expression
conditions were optimised to lead soluble, intact and active recombinant hOGA
enzyme production. The greatest problem during the hOGA expression was to
overcome the substantial inclusion-body formation and the significant proteolytic
activity. In this respect, E. coli BL21(DE3) Rosetta strain was proved to be the best
performing strain, so the expression was optimized for this strain. The most
influential factors in functional hOGA production were the growth temperature and
the phase of induction. For the subsequent biochemical methods including proteins
isolation steps, kinetic examination required for us to elucidate the stabilization
factors for the recombinant hOGA enzyme sample. Applying this knowledge we
compiled such a buffer, whose compositions significantly increased the half-life of
the enzyme. By an improved single-affinity chromatographic procedure, we were
able to gain homogeneous hOGA enzyme. The biochemical characterisation proved
the high catalytic efficiency of the enzyme compared to the literature data.

The Michaelis-Menten kinetic parameters of the full-length recombinant
human OGA enzyme were determined for pNP-GIcNAc and 4-MU-GIcNAc
substrates. Kv values in 50 mM potassium phosphate buffer at pH 7.5 at 37°C were
20 uM and 12 puM, respectively. We also tested HexA/HexB enzymes from bovine
kidney (Kwm (pnp-cienac) = 1.1 mM; potassium phosphate buffer, pH 5.8) as well as
the human HexB enzyme provided by researchers in Prague (Kwm @np-cienae) = 1.1
mM,; citrate phosphate buffer, pH 5.0).
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The synthesized compounds 39a-n were tested against the hOGA and
hexosaminidase enzymes. Each compound is a competitive inhibitor of both the
human OGA and the HexA/HexB or hHexB enzyme. From the lactone
(thio)semicarbazone derivatives 39a-h, the weakest inhibition was shown by
thiosemicarbazone 39h, while the best inhibitory properties were observed for the
p-chlorophenyl 39e and the 2-naphthyl 39g derivatives. There is a significant
difference in the inhibition of naphthyl derivatives 39f and 39g, as the 2-naphthyl
derivative 399 is more than an order of magnitude stronger than the 1-naphthyl
derivative 39f. The 1-naphthyl derivative 39f showed moderate selectivity against
HexA/HexB. Lactone sulfonylhydrazones 39i-n have been shown to be better
inhibitors of hOGA than lactone semicarbazones 39a-h. The strongest inhibitors
were the naphthyl derivatives 39m and 39n, while the weakest was the
trifluoromethylphenyl derivative 39j. However, these compounds inhibit hHexB
stronger than hOGA.. 1-Naphthylsulfonylhydrazone 39m is the strongest inhibitor
of both enzymes and is the most selective against hHexB after the
trifluoromethylphenyl derivative 39j.
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8. Fiiggelék
8.1 4 hOGA és a HexA/HexB Michaelis-Menten gorbéi

Michaelis-Menten curve of hOGA for pNP-GIcNAc substrate
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Michaelis-Menten curve of HexAHexB for pNP-GIcNAc substrate
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8.2 A hOGA gatlasi adatok Dixon és Cornish-Bowden diagramja
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8.2 A HexA/HexB gatldsi adatok Dixon és Cornish-Bowden diagramja
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8.3 A hHexB gdtlasi adatok Michaelis-Menten kinetikai gorbéi és Lineweaver-

Burk diagramja

Michaelis-Menten Lineweaver-Burk
_oH ~ 4 ~ 100 nM 5
RN ,N\S,Q/ s 43— 5 o0 et
AcHN N” _ A 4 - 20M ,\ n
2 & — 50nM
39i = // 3 - s
32 {// — 3 > —~ 20nM
= | ¥ = -
T s =
//
/
0 . . , '
0 1 2 3
[S] mM 1/[S] (1/mM)
. Michaelis-Menten Lineweaver-Burk
_3 — 100nM 209
—~OH o~ CFs /{/,/ 2 i -0
N 3 2 - —- 100 M
MRS TSl T R -
AcHN N~ ST Q /§/ - = s — 50 nM
o o = e s £
35 Z2 / e I S 10- — 200 M
- . —1
$ i £

e ==

o
s .
| |
v E_g:// s
,"/

0 1 é 3 5 10
[S] mM 1/[S] (1/mM)

104



OH F
=
HO\ -0 H |
HO s N A
AcHN N o"s‘\o
Q
39k s
2
o
5
—OH 7~
HO—\>—0 H |
A PPN A
AcHN o a0
391 s
2
o
>

—OH R iRG
i
HO—-O H i | |
HO WPLNN %
N™ S

AcHN o _

0

39n s

o

>

Michaelis-Menten

Michaelis-Menten

—— 50 nM
—— 20nM
—= 10nM

[S] (mM)

Michaelis-Menten

—+ 100 nM
—+— 50 nM
—= 20 nM

.
5
3 —
I
I o L

105

Lineweaver-Burk

2 b
-~ 100 nM
—— 50 nM
—+— 200 nM
1/(S] (1/mM)
Lineweaver-Burk
—- 0
2 * = 300nM
s ~— 100 nM
=
210 / —— 50 nM
s
== -
e
1/[S] (1/mM)
Lineweaver-Burk
20+
-0
154 —= 50 nM
s —— 20nM
=
3 104 —~— 10 nM
=
=
= 5
-0
 } 1
0 5 10
1/[S] (1/mM)
Lineweawer-Burk
-0
18 - 100 nM
s 4+~ 50nM
= |
z 7 1 20
£ gl
- I A et
T T
5 10
1/[S] (1/mM)



9. Publikacios lista

Az értekezés alapjat képezo kozlemények

1.

Kiss, M.; Szabo, E.; Bocska, B.; Sinh, L. T.; Fernandes, C. P.; Timari, I.; Hayes,
J. M.; Somsék, L.; Barna, T., Nanomolar inhibition of human OGA by 2-
acetamido-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactone semicarbazone derivatives. Eur. J.
Med. Chem. 2021, 223, 113649. IF: 6.514

Kiss, M.; Timari, I.; Barna, T.; Mészaros, Z.; Slamova, K.; Bojarova, P.; Kien,
V.; Hayes, J. M.; Somsak, L., 2-Acetamido-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactone
Sulfonylhydrazones: Synthesis and Evaluation as Inhibitors of Human OGA and
HexB Enzymes. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1037. IF: 5.923

Az értekezés témajahoz nem kapcsolodo kozlemények

1.

Csire, G.; Timari, S.; Asztalos, J.; Kiraly, J. M.; Kiss, M.; Varnagy, K.,
Coordination, redox properties and SOD activity of Cu(ll) complexes of
multihistidine peptides. J. Inorg. Biochem. 2017, 177, 198-210. IF: 3.063

Konferencia eloadasok az értekezés témajaban

1.

Kiss M. Potencialis OGA inhibitorok szintézise. XXXIX. Kémiai El6adoi
Napok, Szeged, 2016. oktober 17-19.

. Kiss, M.; Barna, T.; Somsak, L. Inhibition of wild type human OGA enzyme by

2-acetamido-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactone semicarbazones. MTA Szénhidrat,
Nukleinsav és Antibiotikumkémiai Munkabizottsagi iilés 2017. Matrahaza,

2017. majus 31 - junius 2.

. Kiss M.; Barna T.; Somsak L. A human OGA enzim inhibicios vizsgalata a

szerkezet-funkcié kapcsolatanak feltarasara. II. Debreceni Rontgendiffrakcios
Kerekasztal, Debrecen, 2018. januar 18-19.

. Kiss, M.; Barna, T.; Somsak, L. Potent inibition of wild-type human OGA by

aldonolactone hydrazone derivatives. Annual meeting of the Working

106



Committee for Carbohydrates, Nucleic Acids and Antibiotics, Matrafiired, 2018.
majus 23-25.
Kiss, M.; Somsak, L.; Barna, T. Nanomolar inhibition of human OGA by 2-

acetamido-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactone  hydrazone  derivatives.  29th

International Carbohydrate Symposium, Lisszabon (Portugalia), 2018. jalius 14-
19.

Az értekezés témajahoz nem kapcsolodo konferencia eléadas

1.

Kiss M. A szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimet modellezé peptidek réz(II)- és
nikkel(I1)-komplexei. XXXI. Orszagos Tudomanyos Didkkdri Konferencia,
Kémiai és Vegyipari Szekci6, Eger 2013. aprilis 4-6.

Poszterek az értekezés témajaban

1.

Kiss M.; Barna T.; Somsak L. A human OGA enzim inhibicios vizsgalata 2-
acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton hidrazon szarmazékokkal. I. Fiatal
Kémikusok Foruma Szimpdzium, Debrecen, 2019. aprilis 3-5.

Kiss M.; Barna T.; Somsak L. N-Acil-gliikozamin szarmazékok szintézise és
inhibiciés  vizsgdlata human OGA  enzimmel szemben. MKE
Vegyészkonferencia 2019, Eger, 2019. junius 24-26.

Kiss, M.; Barna, T.; Somsak, L. Synthesis of N-acyl-glucosaminyl derivatives
for inhibition of human OGA. Eurocarb XX. Leiden (Hollandia), 2019. junius
30 - julius 4.

Nem az értekezés témajahoz kapcsolodo poszter

1.

Varnagy, K.; Timari, S.; Serf6z6, D.; Asztalos, J.; Kiss, M. Coordination ability
of small multihistidine peptides. International Symposium on Metal Complexes,
Lisszabon (Portugalia), 2012. junius 18-22.

107



