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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

A fehérjék egyik poszt-transzlaciés modositasa soran egyetlen N-acetil-
D-glilkdzamin kapcsolodik szerin vagy treonin hidroxil csoportjahoz f-
glikozidos kotéssel. Ezt a modositast egyetlen enzimpar katalizalja: az uridin
difoszfo-N-acetilgliikozamin:polipeptid N-acetil-B-D-gliikozaminil-transzferaz
(OGT), amely felelés a monoszacharid egység fehérjéhez kapcsolaséért, mig a
[protein]-3-O-(N-acetil-B-D-gliikkozaminil))-L-szerin/treonin N-acetilgliik6z-
aminil hidrolaz (OGA) a hasitasat katalizalja. A kozponti idegrendszer egyes
fehérjéinek aberrans hipo-O-(N-acetil-glilkozaminilezése) mutathaté ki
neurodegenerativ betegségekben, mint pl. Alzheimer korban. Ezért eltérbe
keriilt az O-GIcNAc homeosztazis helyreallitasa az OGA enzim gatlasaval. A
PUGNAC (2)" az egyik els6 inhibitora az OGA enzimnek (Ki = 46 nM), azonban
hasonlo erésséggel gatolja a lizoszémalis hexdézaminidazokat (Hex A és HexB),
melyek terminalis N-acetil-glilkozamint hasitanak kiilonb6z6 glikokonjugalt
szubsztratok  oligoszacharid egységér6l. Szelektivn. OGA inhibitorok
alkalmazasaval lehetdség nyilhat a fent emlitett neurodegenerativ betegségek
terapias kezelésére, igy az OGA inhibitorainak vizsgélata és 0j inhibitorok
fejlesztése jelentds figyelmet kap napjainkban. Ezen doktori munka soran a
PUGNAc-ot (2) valasztottuk vezérszerkezetnek 1j OGA inhibitorok
tervezéséhez. Korabban vizsgaltdk a PUGNAC aromas gyiriijének
szubsztitualtsagat, de méretének novelését nem, valamint megéallapitottak, hogy
2-es helyzetben hosszabb N-acil lancok alkalmazasa noveli szelektivitisat
hexozaminidazokkal szemben. A cukorgylirli és az aromas csoport kozotti
linker valtoztatasira azonban nincs példa az irodalomban. Ezeket az
elézményeket szem el6tt tartva 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton
hidrazonok (39 célvegyiiletek az 1. abran) szintézisét terveztiik. Vizsgalni
kivantuk a cukorgytiri és az aromdas csoport kozotti linker (X = CONH:
szemikarbazonok, X = CSNH: tioszemikarbazonok, X = SOx::
szulfonilhidrazonok) hatasat a kotédésre. Az aromas rész (Ar = fenil,
szubsztitualt-fenil, naftil) elektronsliriségének és méretének valtozasa is
befolyassal lehet a kotédésre. Ahhoz, hogy a szintetizalt vegyiiletek inhibicios
tulajdonsagait vizsgalni tudjuk, terveztik a hOGA enzim heterolog
expressziojanak kidolgozasat E. coli expresszids rendszerben, valamint a
rekombinans enzim biokémiai jellemzését. A vegyiiletek szelektivitasanak

* A tézisfiizetben a doktori dolgozattal azonos vegyiiletszimokat alkalmazom.
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vizsgalata érdekében az inhibicids tulajdonsagokat nemcsak OGA enzimmel
szemben, hanem hex6zaminidazokkal szemben is vizsgalni sziikséges.
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1. abra A PUGNAC (2) és a célvegyiiletek (39) szerkezete

2. Az alkalmazott vizsgalati médszerek

Kutatomunkank soran a modern szintetikus szerves kémia mikro-,
félmikro- és makromodszereit alkalmaztuk. A reakciok elérehaladasanak
kovetésére vékonyréteg kromatografiat (VRK) alkalmaztunk, a reakcioelegyek
tisztitasa oszlopkromatografiaval vagy kristalyositassal tortént. A szintetizalt
vegyiiletek tisztasagat VRK-val, valamint *H és *C NMR spektrumaik alapjan
hataroztuk meg. Az 10j vegyiletek jellemzéséhez meghataroztuk fizikai
allandoikat (olvadaspont, optikai forgatoképesség), szerkezetiiket H és 3C
NMR spektrumaik alapjan, valamint tomegspektrumuk alapjan igazoltuk.

Molekularis bioldgiai, mikrobiologiai modszerekkel allitottuk elé azokat
a transzformans E. coli térzseket, amelyek hordoztak a teljes hosszasagi human
OGA izoenzim kodol6 gént tartalmazoé vektorkonstrukciot. Az intracellularisan
termel6dd vad-tipusit hOGA enzim expresszidjara hatd koriilményeit
optimalizaltuk Kis - és nagyléptékii sejttenyészetekben. A sejteket ultrahangos
és enzimes kezeléssel tartuk fel, altalunk kidolgozott lizis pufferben. Affinitas
kromatografias eljarassal izolaltuk az enzimet. Bioanalitikai modszerekkel
kovettiik és hataroztuk meg az enzim tultermeltetésének és a tisztitasi 1épések
hatékonysagat: denaturald kozegli poliakrilamid gélelektroforézissel ¢és
kromofor csoportot tartalmazé szubsztraton alapuld enzim aktivitas esszével.

Steady-state kinetikai mérésekkel meghataroztuk a rekombinans hOGA,
a borju vesébdl szarmazdé HexA/HexB ¢és a hHexB enzimek kinetikai
paramétereit. A szintetizalt inhibitorok gatloképességét leird inhibicios
allandoit (K;) a hOGA és a borji vesébdl szarmazo HexA/HexB enzimekre
Dixon moédszerrel hataroztuk meg. Hasonloan, gatlasi kinetikai mérésekkel
allapitottuk meg az egyes inhibitorok hHexB enzimre adott inhibiciés allandoit.



3. Uj tudoményos eredmények

3.1 Otlépéses, jo osszhozamii, egyszerii  szintézismodszert
dolgoztunk ki  2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton
hidrazon szarmazékok, mint ij OGA inhibitorok szintézisére

A 39a célvegyiilet megtalalhat6d az irodalomban, ezért a szintézis ennek
ismert vegyiiletet kereskedelmi, illetve irodalmi modszerekkel eléallitott 4-
arilszemikarbazidokkal (35a-h), valamint arilszulfonil-hidrazidokkal (35i-n)
reagaltattuk 10 mol% p-toluolszulfonsav jelenlétében kloroformban forralva.

A 35a-g szemikarbazidokkal elvégzett reakciok esetében a vart 36a-g
vegyliletek mellett a 37a-g nyilt lanct tautomerek képzddése is megfigyelhetd
volt a 'H NMR spektrumokban, mig a 35h tioszemikarbazid, illetve a 35i-n
szulfonilhidrazidok esetében a nyilt lanct tautomer képzddését nem
tapasztaltuk. A tautomereket elvalasztds nélkiil tovabbvittik a kovetkezo
reakcioba. A 36 és 37 tautomer keverékek oxidacioja CrOs-piridin komplex-
szel jo hozammal eredményezte az 38a-g lakton szemikarbazonokat, mig a 36h
tioszemikarbazid és a szulfonilhidrazinok (36i-n) esetében a MnO> bizonyult
hatékonynak a kivant 38h-n vegyiiletek eléallitasaban.

Az O-acetil véddcsoportok eltavolitdsait ammoniaval telitett metanolban
végeztik, mely a megfelelé 39 lakton hidrazonokat eredményezte. Ezeknek az
Otlépéses szintézis-szekvencidknak az 9sszhozama 15-55 % koz¢é esik.

3.2 E. coli Rosetta expresszios torzsre optimalizdltuk a teljes
hosszusdgu, rekombindns hOGA enzim termeltetését,
mddositottuk az izoldlasi és tisgtitdsi mddszereket, és
koriilményeket dolgoztunk ki az enzim hosszu ideji
tarolasanak biztositasdara

3.2.1 A hOGA termeltetésének optimalizalasa E. coli expresszios
torzsben

A teljes hosszusagi hOGA izoenzimet kodold gént inzertként tartalmazo
PET28b vektorkonstrukciot D. J. Vocadlo (Simon Fraser Egyetem, Burnaby,
Kanada) bocsajtotta rendelkezésiinkre. A vektorkonstrukciéval transzformalt E.
coli expresszios torzsek koziil 6t esetében, E. coli BL21(DE3), E. coli
BL21(DE3) pLysS, E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL, E. coli BL21
STAR(DE3) és E. coli BL21(DE3) Rosetta, vizsgaltuk a hOGA enzim
expressziojat.



1. tablazat Célvegyiiletek szintézise
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Reagensek és koriilmények: a) 1. Ac20, absz. piridin, r.t.; 2. 4A MS, vizmentes MeOH,
rt. (83 % két Iépésre); b) NHNHR (35), 0.1 ekv. pTsOH-H,O, CHCls,
reflux; c¢) a-g esetében: CrOs-piridin, vizmentes CH.Cl,, 0°C — r.t,;
d) h-n esetében: MnOy, vizmentes CH,Cl,, reflux;
e) NHs/MeOH, r.t.

Termékek és hozamok (%)

R 36 + 37 36’ : 37a 38 39 39 t"?ss’zhoz%lma’
aranya D-gliitkdzaminbol
a CONHPh 90 51 83 79 49
b CONH(p-MePh) 83 7:1 92 86 55
¢ CONH(p-CF3Ph) 81 51 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 SO,(p-CFsPh) 85°¢ - 60 83 35
k SOz(p-FPh) 86° - 72 85 44
I SO2(p-CIPh) 89° - 77 78 44
n SO2(1-naftil) 89° - 66 80 39
n SO2(2-naftil) 76°¢ - 5 75 26

2 A feldolgozott reakcidelegyek *H NMR spektrumabol meghatérozva. ® A 37f és 379 nyilt
lancu termékek képzdodését vékonyrétegkromatografias vizsgalattal detektaltuk, de a jelek
atfedése és a keletkezett vegytiletek kis mennyisége miatt nem sikeriilt megallapitani a
36:37 aranyt. ¢ Csak a 36 vegyiilet keletkezett a reakcio soran.



A kis léptékli expresszios kisérletekben nagy mennyiségii zarvanytest
aggregatumok képzodése, a szolubilis fazisban pedig a kiilonb6z6 mértékben
fellépd proteolitikus aktivitas csokkentette jelentdsen az intakt, hossziit hOGA
izoforma termelddését (2. abra). Az utdbbi szempontbdl legrosszabbul teljesitd
torzs a BL21(DE3) volt, ahol alig termelddik teljes hosszusagu rekombinans
fehérje (2. abra). A Star és a pLysS torzsek termelékenysége nagyon hasonlo
volt a tenyészetek hOGA enzimaktivitasai alapjan, azonban a torzsek nagy
proteolitikus aktivitdsa szerényebb mennyiségli, teljes méretli rekombinans
hOGA enzim termelést eredményezett. Két torzs, a RIPL és a Rosetta fokozott
rekombinans enzimtermelést mutatott, azonban a Rosetta torzs esetében kisebb
zarvanyképzddés és csokkent proteolitikus aktivitas kovetkeztében kedvezdbb
tultermeltetése valdsult meg a funkcionalis és teljes hosszusagi hOGA
enzimnek (2. abra).
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2. abra Kis 1éptéki, kiilonb6z6 transzformans E. coli torzsek hOGA expresszidjanak
eredménye. Az expresszid koriilményei: termeltetés 23°C-on korai stacioner fazisig,
indukcio a kozépexponencialis 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)
feltltiszo, 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 feliilaszo, 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 feliilaszo.

A tenyésztési paramétereket a Rosetta torzsre optimalizaltuk. A
hémérséklet nagy mértékben befolyasolta a tenyészetek rekombinans fehérje
termelését, amely csak 30°C alatt adott kiértekelhetd eredményt. A tenyésztési
hémérséklet tovabbi csokkentése csak 23°C-on kedvezett a teljes hosszisagl és



aktiv enzim termelésének. Alacsonyabb homérsékleten (16°C) a human enzim
nem nyerte el nativ szerkezetét.

3. abra Kiilonb6z6 hémérsékleten novesztett E. coli Rosetta expresszios tenyészetekb6l
nyert sejtlizatumok 8%-0s SDS-PAGE analizise.

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

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

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

4. abra a) Az E. coli BL21(DE3) Rosetta tenyészet ndvekedési 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 feliiltiszoja, 3.
csapadéka. 4. a korabbi fazisban indukalt tenyészet feliiluszoja, 5. csapadéka.



A tenyésztés hozamat befolyasolta az is, hogy a tenyészet novekedésének
mely fazisaban indukaltuk a hOGA enzimet kodold gén transzkripcidjat. Ha az
induktort a k6zép exponencialis novekedési fazis utan alkalmaztuk (ODego = 0,6
helyett 0,9), akkor 50%-kal magasabb hozamot érhettiink el anélkiil, hogy
tapasztaltunk volna jelentdsebb proteolitikus bomlast vagy zarvanytest-
aggregatumok képzodését (4. abra).

Az igy kapott optimalizalt koriilményeket alkalmaztuk a nagy 1éptékii
hOGA heterolog expressziojahoz, amely soran az enzim aggregatum-képzédése
minimalisra csokkent, és jo hozam, teljes hosszisagu, nagy mennyiségii aktiv
hOGA enzimet kaptunk.

3.2.2 hOGA izolalasi koriilményeinek optimalizalasa és a stabilizalo
koriilmények megtalalasa

Az intracellularisan termelddd rekombinans hOGA kinyeréséhez
kidolgoztuk a sejtfeltarasi koriilményeket, amelyhez ultrahangot és lizozim
enzimes kezelést alkalmaztunk. Az enzim stabilitasa szempontjabol fontos volt
a megfeleld lizispuffer Osszeallitdsa és a szonikalas fizikai paraméterei. A
megfeleld stabilitast jelentd puffer dsszetétele: 50 mM kalium-foszfat puffer,
pH 7,5, amely tartalmaz: 1 mM 2-hidroxi-1-metantiolt, 0,5 % Tween 20-t,
protedz inhibitor koktélt (P8849, Sigma Aldrich, Magyarorszag).

3.2.3 AhOGA enzim tisztitasa

Az N-terminalis 6 hisztidint (Hiss-tag) tartalmazo szekvencia alkalmassa
teszi a fehérjét arra, hogy IMAC oszlophoz kotédjon. A hOGA IMAC
kromatografiaja soran jelentésnek bizonyult, hogy milyen atmenetifém iont
alkalmaztunk. Az altaldnosan alkalmazott Ni%* ion a mi esetiinkben jelent6s
enzimaktivitas csokkenést eredményezett. Ezért tobb fémionnal probalkoztunk,
mint Cu?* és Co?", az utobbi kotdtte meg szelektiven a Hise-tag-gel rendelkezd
rekombinans hOGA fehérjét. A kromatografia hatékonysagat nagymértékben
befolyasoltdk a mintafelvitel koriilményei (a minta koncentracioja,
homeérséklet, aramlasi sebesség) €és a kromatografias egyéb paraméterek, mint
az aspecifikus fehérjék kotodését gyengité sokoncentracid és tenzid
alkalmazasa. Az egyik legfontosabb paraméter a mintafelvitel soran alkalmazott
kezdeti imidazol koncentracio, amely nagymértékben segitette a proteolitikusan
sériilt hOGA fragmensek elvalasztasat a teljes hosszusagu hOGA fehérjétol (5.
abra).



A lizishez kidolgozott pufferdsszetétel alkalmasnak bizonyult az enzim
hosszutavi tarolasara is. Ebben a pufferben a hOGA -20°C-on legalabb két évig
meg0drizte stabilitasat, 30%-0s glicerin hozzaadasaval.
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5. abra E. coli BL21(DE3) Rosetta torzsben optimalizalt koriilmények kozott
termeltetett hOGA tisztitidsa Co?* ion IMAC affinitds kromatografidval HiPrep IMAC
Fast Flow oszlopon.

A) Az oszlopra felvitt minta kotépuffere 10 mM imidazolt tartalmazott. Eltci6 imidazol
gradienssel, 100-500 mM imidazolt tartalmazo 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 kotépuffere S0 mM imidazolt tartalmazott. Elcio imidazol
gradienssel, 100-500 mM imidazolt tartalmazo elucios pufferrel.

Savok: 1. Oszlopra felvitt minta; 2. a koté pufferrel elualt frakcid, 3. 100 mM imidazol;
4. 150 mM imidazol; 5. 200 mM imidazol; 6. 500 mM imidazol; 7. fehérje marker.



3.3 Meghataroztuk a gatlasi vizsgdlatok sordn alkalmazott enzimek
kinetikai paramétereit

A hOGA enzimet a fent leirt mddszer szerint expresszaltuk és tisztitottuk.
A borju vesébol szarmazo HexA/HexB heterodimer enzimet kereskedelmi
forgalombol szereztiik be, mig a hHexB enzimet a Cseh Tudomanyos Akadémia
Mikrobiologiai Intézete Biotranszformaciés Laboratoriumanak munkatarsai
bocsajtottak rendelkezésiinkre. A hHexB-vel végzett kisérleteket lehetdségem
volt Pragaban elvégezni Prof. Vladimir Kien kutatocsoportjaban.” A Michaelis-
Menten kinetikai mérésekhez mindharom enzim esetében pPNP-GICNAC
szubsztratot hasznaltunk. A hOGA enzim kalium-foszfat pufferben (pH 7,5)
meghatéarozott katalitikus 4llanddja (Keat = 1,6 52) jol korrelél a korabban, mas
korilmények kozott megallapitott értékkel (2. tablazat). Ellenben, az enzim
joval nagyobb affinitassal (Km = 20 pM) kototte meg a pNP-GICNAcC
szubsztratot az altalunk alkalmazott koriilmények kozott.

A borju vesébol szdrmazo HexA/HexB enzim és a human rekombinans
HexB enzim pNP-GIcNAc szubsztrat jelenlétében meghatarozott Michaelis-
Menten allandoja kozel azonosnak adodott (Ky = 1,1 mM) annak ellenére, hogy
a kinetikai vizsgalatok a HexA/HexB dimer enzimnél kalium-foszfat pufferben
(pH 5,8), a hHexB enzimnél citrat-foszfat (pH 5,0) pufferben folytak.

A szoros kotédési inhibitorok kinetikai vizsgalata megkdvetelte
fluoreszcens  szubsztrat alkalmazasat, amelyhez a 4-MU-GIcNAc-t
valasztottuk. A fluoreszcens modszer nagyobb érzékenysége miatt az
enzimkoncentracio jelentdsen csokkenthetd. A fluorometrias kinetikai mérések,
amelyeket kalium-foszfat pufferben (pH 7,5) és 4-MU-GIcNAc szubsztrat
jelenlétében végeztiink el, a hOGA enzimre 12 uM-0s Ku értéket adtak.

2. tablazat A hOGA enzim Michaelis-Menten kinetikai paraméterei pNP-GICNACc
szubsztratra.

50 mM PBS 05M

Puffer KoHPO, - KHoPO, (10 MM foszfat citrat/foszfat
uffer, pH 7,5 puffer,137 mM NaCl, uffer, pH 6,5

puTter, P 2,7mMKCl)pH7,4  PUTEL P

K 20 uM £ 2 206 uM 1,1mMm

kcat (S-l) 1,6 :t 0,1 1,5 3,4

* A rovidtavi tudomanyos tanulmény(t a COST Action 18132 keretein beliil valosult
meg.



3.4 Megvizsgaltuk az vj inhibitorok enzimgdtlo hatasdt, megdlla-
pitottuk, hogy a vegyiiletek tobbsége a hOGA, a borjit vese
HexA/HexB és a hHexB enzimeket kompetitiven gdtolja a
nanomdlos tartomdnyban

Valamennyi szintetizalt vegyiilet hOGA, HexA/HexB, ¢és hHexB
enzimekre kifejtett gatlasi modja kompetitiv. A 39a-h lakton szemikarbazonok
esetében pPNP-GIcNAc szubsztratot alkalmaztunk a hOGA enzimmel szembeni
inhibiciés allandok meghatarozasahoz, kivéve az erésen kotédé 39e és 39g
szarmazék esetén, ahol a szubsztrat a fluoreszcens 4-MU-GIcNAC volt,
hasonldéan mint a 39i-n lakton szulfonilhidrazon szarmazékoknal.

A 39 vegyiiletek gatlasi alland6éi hOGA enzimmel szemben az alacsony
uM-os, illetve a nM-os tartomanyba esnek. A 39a-h lakton szemikarbazonok
gatlasi allandoit a 3. tdblazat foglalja 0ssze. Ezen vegyiiletek koziil a legjobb
inhibicidés hatast a 39e és 39g vegyiiletek 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 figyelheté meg. Erdemes megjegyezni, hogy a 39f és 39g naftil-
szarmazékok gatlasaban jelent6s kiilonbség van, amelyek koziil a 2-naftil (399)
tobb mint egy nagysagrenddel er6sebb, mint az 1-naftil (39f). Masrészt a 39f
szelektivebb a HexA/HexB enzimmel szemben.

A 39i-n lakton szulfonilhidrazonok hOGA enzimmel szemben jobb
inhibitoroknak bizonyultak, mint a 39a-h lakton szemikarbazonok (4. tablazat).
A legerGsebb inhibitorok a 39m és 39n naftil-szarmazékok, mig a
leggyengébbnek az 39j bizonyult. Masrészt a hHexB enzimmel szemben egy
kivételével az Osszes vegyiiletnél alacsonyabb K; értékeket kaptunk, ami azt
jelzi, hogy ezek a vegyiiletek jobban gatoljak a hHexB-t, minta hOGA-t. A 39m
szulfonilhidrazon mindkét enzim legerdsebb inhibitora, és a 39j utan a
legszelektivebb a hHexB-vel szemben (a 39j a legkevésbé erds inhibitor
mindkét enzim szamara).
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3. tablazat A 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton szemikarbazon
szarmazékok (39a-h) gatlasi allandoi a hOGA ¢és a borji vesébdl szarmazo
HexA/HexB enzimek esetén (Ki [uM])

Vegyiilet hOGA HexA/HexB
0.205 +0.014
39a %ﬁ 0.190 = 0.008
@ (ir.: 0.130 + 0.020)
OH
39b =\ @\ 0.155 £ 0.003 0.332 +0.017
39c %W\N O 0.167 % 0.006 0.125 = 0.004
CFs3
39d %ﬁ O 0.270 + 0.010 0.413 +0.014
OMe
3% %ﬁ CL 0.083+0.004 0.170 £ 0.004
Cl
30f %W\N 0.506 + 0.020 0.154 + 0.006
OH
399 %ﬁw 0.03620.001¢ 0.047 0.002
39h é& 27+3 30+2

AcHN N7 \©

¥ 4-MU-GIcNAc szubsztratot alkalmaztunk

11



4. tablazat A 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikono-1,5-lakton szulfonilhidrazon
szarmazékok (39i-n) gatlasi alland6i a hOGA és a hHexB enzimek esetén
(Ki [nM]).

Vegyiilet hOGA hHexB

39 S @ 78+ 1 2142
AcHN N~

% \\

o 0

39 AN K Q 230+ 17 48+ 4
AcHN N~

7 \\

39k 2 O 95+ 11 45+3
AcHN N~

//\

o 0
391 A2 O 703 392
AcHN "N~ S
39m A2k * 2747 6.8+ 18
AcHN N~ 7
39n A2 ” 30£2 30+3
AcHN N~
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4. Az eredmények alkalmazasi lehetdségei

Az 1j inhibitorokra altalunk kidolgozott 6tlépéses szintézisut egyszerd,
koénnyen kivitelezhet6 reakciokoriilményeket alkalmaz, legtobb esetben ~ 40
%-0s vagy nagyobb o6sszhozammal eredményezve a célvegyiileteket. Ez a
szintézisut lehetové teszi tovabbi valtozatosan szubsztitualt hasonl6 szerkezetii
vegyliletek eldallitasat.

A szintetizalt 39 célvegyiiletek hasonléan j6 inhibitorai az OGA
enzimnek, mint a PUGNAc (2), bar jelentés szelektivitassal ezek sem
rendelkeznek hexdzaminiddzokkal szemben. Az egyszerli szintézisut
megteremti a lehetoséget a szelektivitast varhatdéan fokozod modositasok
kialakitasara, amely vizsgalatok jelenleg is folynak a kutatocsoportunkban. Ha
ezek eredménnyel jarnak, azaz sikeriil szelektiv inhibitorokat eléallitani, azok
késobb szintetikus és biokémiai vezérszerkezetekként szolgalhatnak.

E. coli expresszios rendszer kidolgozasaval megoldottuk a teljes
hossztsagt, funkcionalis rekombinans hOGA enzim termeltetését. Feltartuk
azon stabilizald koriilményeket, amellyel a hOGA enzim félideje jelentsen
novelhetd volt. Ennek eredményeként reprodukalhatoéak a kinetikai mérések €s
alkalmasak a szoros kotédéshi inhibitorok gatlasi modjanak megallapitasara is.
Az optimalizalt Osszetételi pufferben, a megnovekedett stabilitist hOGA
enzim alkalmas lehet szerkezet vizsgalati célokra. Ezeket az eljarasokat
varhatoan mas kutatok is alkalmazni fogjak, és ezzel egyszeriibbé valhat az
enzim és tovabbi 1) inhibitorok vizsgalata, illetve ezek orvosbiologiai
alkalmazasa.
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