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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

1.1. Az értekezés el6zményei

Napjaink fejlett nyugati tarsadalmaban egyre gyakrabban fordul el a cukorbetegség és annak
szamtalan szovodménye. Az elmult évtizedben a 2. tipusti cukorbetegség esetében 11 tipusu, a maj
gliikdz termelésének csokkentését célzo terapids lehetdségeket vizsgalnak, melyek koziil az egyik
kutatési teriilet a glikogén lebontasat katalizalo glikogén foszforilaz (GP) enzim gatlasan alapul.

A GP enzim részletes szerkezetvizsgalata soran hat kotdhelyet azonositottak, melyekhez valtozatos

szerkezetli molekuldk kapcsolodhatnak kivaltva az enzim inhibiciojat.
1.2. Az értekezés célkitiizései

Az FR258900 (49) kodjelii vegyiilet a glikogén foszforilaz enzim egy 0j tipust inhibitora,
mely kémiailag a 2,3-bisz({[(2E)-3-(4-hidroxifenil)prop-2-enoil]oxi} )pentandisav.

Mivel e vegyiilet totalszintézise és részletes szerkezet-hatads Osszefiiggés vizsgalata nem
ismert, ezért a doktori munkam soran célunk volt e vegyiilet analogonjainak eldallitasa (1. abra),
részletes bioldgiai vizsgalata, hogy felderitsiik az aromas gylirii szubsztiticiojanak, a dikarbonsav
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kolesonhatasban €s ez altal az enzim gatlasaban.
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1. abra: FR258900 tervezett analogonjai

E cél érdekében olyan szarmazékok eldallitasat terveztiik, melyekben a természetes vegyiilet
dikarbonsav egységét L-, D-, és mezo-borkdsavra (50-52), L-almasavra (53), L-glutaminsavra (54) és 3-
hidroxipentandisavra (55), mig az aromds szubsztituensek hatdsanak a tanulmanyozéasa érdekében az
acil csoportot fahéjsavra (56), a p-kumarsavra (57) és a ferulasavra (58) cseréljiik ki.

Az N-2-naftoil-N’-(B-D-gliikopiranozil)-karbamid (26) a napjainkban ismert egyik legjobb

gliikdz analdg GP inhibitor, mely nanomolos tartomanyban gatolja az enzimet.



2. abra: N-acil-N -(B-D-gliikopiranozil)-karbamid tipusu inhibitor tervezett modositasa

Kutatécsoportunkban e vegytiletcsalad részletes szerkezet-hatas 6sszefliggés vizsgalatai soran
olyan szdrmazékok eldallitasat tiztiik ki célul, melyekben a karbamid egység NHCO csoportjait
helyettesitjiik tgynevezett nem klasszikus bioizoszter heterociklusokkal (1,3,4-oxadiazol, 1,2,4-

triazol), és tanulmanyozzuk az igy eldallitott szarmazékok GP inhibitor aktivitasat (26¢, 26d) (2. abra).
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3. abra: A tervezett N-(3-D-gliikopiranozil)-heteroaril-karboxamid szarmazékok retroszintetikus analizise

2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

Kisérleti munkam soran a modern szerves kémia makro-, félmikro- és mikro-modszereit
alkalmaztuk. A reakcidkat vékonyréteg-kromatografiaval kovettilk. Az eldallitott vegyiileteket
oszlopkromatografiaval — és/vagy  kristalyositassal  tisztitottuk, tisztasdgukat  vékonyréteg
kromatografiaval ellendriztiik. Az 0j vegyiileteket fizikai allandoéik (olvadaspont, forgatoképesség)
mérésével jellemeztiik, szerkezetiiket 1D-és 2D-NMR, illetve tomegspektrometrids modszerekkel

igazoltuk.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1. Az FR258900 analogonjainak szintézise

A szakirodalom a mai napig nem ismeri az FR258900 (49) total szintézisét, igy az analogonok

eldallitasahoz megfeleld irodalmi analdgidkra volt sziikségiink.
3.1.1. Szintézismodszer optimalasa

Az irodalomban szamos moddszer talalhato a cikdriasav (pl.: 64) szintézisérél, amely egy
optikailag aktiv D-borkésav szarmazék (50). Lamidey és munkatarsai kavésavbol (59) kiindulva benzil
védocsoport alkalmazasaval valositottak meg e vegyiilet szintézisét. E modszert hasznalva kavésavbol
(59) és benzilezett L-borkésavbol (78) kiindulva, sikeresen szintetizaltuk a 79 vegyiletet. A
védocsoportok eltavolitdsa az irodalomban megadott koriilmények kdzott azonban sikertelen volt

(4. abra).
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4. abra: Benzil véddcsoportok alkalmazasa a cikdriasav ((2R,3R)-2,3-bisz[[3-(3,4-dihidroxifenil)-1-oxo-
2-propenil]oxi]butandisav szintézisére

Mivel ezt az irodalmi eljarast nem sikeriilt reprodukalnunk, ezért a célvegyiiletek eldallitasat a

tovabbiakban ortogonalis véddcsoport technika alkalmazasaval kivantuk megvalositani, ehhez a King

és munkatarasai altal hasznalt eljarast alkalmaztuk, melyben a dikarbonsav egységeket difenilmetil

(DPM), mig a fenolos hidroxil csoportokat metoxikarbonil csoportokkal védték.
3.1.2. Borkésav analogonok eldallitasa

Benzofenon-hidrazonbol (80) in sifu eldallitott difenildiazometannal (81) sikeresen elvégeztiik
a D-, L-, mezo- borkésav izomerjeinek (50 - 52), és az L-almasavnak (53) a védését, a vart 71 - 73, 82

termékeket kivalé hozamokkal izolaltuk (79 — 86 %) (5. abra).
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50 71 (25,35); D OH OH 79
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53 82 (2R); L OH - 86

5. abra: D-, L-, mezo-borkdsav és L-almasav szarmazékok reakcioi difenildiazometannal

Az acilezési reakciok végrehajtasahoz el6szor a fahéjsav szarmazékok (57, 58) szabad fenolos

hidroxil csoportjainak védését valositottuk meg jo hozammal (83, 84) (6. abra).
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6. abra: Metoxikarbonil véddcsoportok alkalmazésa fenolos hidroxil csoportok ideiglenes védelmére

Az acilezési reakcid soran a védett karbonsavak aktivalasat tobbféle reagenssel megkiséreltiik
(pl.: DCC, EDCI). Mivel a vart terméket nem tudtuk izolalni, ezért eldallitottuk a megfeleld
savkloridokat (85 - 87) (6. abra), melyekkel vizmentes toluolban sikeresen elvégeztiik a védett D-, L-,
mezo-borkésav (50 - 52) és L-almasav (53) acilezését piridin jelenlétében, igy a kivant 88 - 98

szarmazékokat kozepes és jo hozammal izolaltuk (7. abra).
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7. abra: A D-, L-, mezo-borkOsav és L-almasav szarmazékok acilezési reakcioi

A védbécesoportok eltavolitasa sordn az irodalmi eljardsok reprodukalhatatlansiaga miatt Uj
szekvenciat dolgoztunk ki. Nemcsak az alkalmazott reakciokdriilmények, hanem a véddcsoportok
eltdvolitasanak a sorrendje is meghatarozo volt a termékek izolalhatosagat/stabilitasat illetden. El0szor
a difenilmetil véddcsoportok eltavolitasat valositottuk meg trifluorecetsav — vizmentes anizol
reagenseket alkalmazva. A difenilmetil véddcsoportok eltdvolitdsa soran mind a D-, L-, mezo-borkdsav
¢és L-almasav szarmazékok esetében is kivald hozammal (79 — 92 %) izolaltuk a 99 - 106, 113 - 115
termékeket (8 - 9. abra).
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88 99 H H 86
89 100 H H 83
90 101 0OCO,Me H 82 107 OH H 89
91 102 0OCO,Me H 88 108 OH H 85
92 103 OCO,Me H 82 109 OH H 30
93 104 0OCO,Me OMe 79 110 OH OMe 81
94 105 0OCO,Me OMe 85 111 OH OMe 69
95 106 OCO,Me OMe 92 112 OH OMe 88

8. abra: Véddcsoportok eltavolitasa D-, L-, mezo-borkdsav szarmazékok esetén

Kovetkezd 1épésben a metoxikarbonil véddcsoportok eltavolitdsat metanolban vizes NHj;

oldattal végezve kozepes - kivalé hozammal izolaltuk a védetlen karbonsav szarmazékokat (107 - 112,

116, 117) (8 - 9. 4bra).
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9. abra: Véddcsoportok eltavolitasa L-almasav szarmazékok esetén



3.2. N-(B-p-gliikopiranozil)-heteroaril-karboxamidokok eléallitasa
3.2.1. N-(B-p-gliikopiranozil)-heteroaril-karboxamidok eléallitasa amid képzéssel

Az amid képzést a kereskedelmi forgalomban kaphatd 166, 167 karbonsavakbol kiindulva
(10. abra I, II) Staudinger koriilményeket alkalmazva sem tudtuk megvaldsitani. Ha az indol-2-
karbonsavat (166) tionil-kloriddal savkloridokka (168) alakitottuk, és igy végeztiik el a Staudinger
reakciot (10. abra, IV) a vart 163 terméket kozepes hozammal nyertik (46%). Azonos
reakciokoriilmények alkalmazasaval a benzimidazol-2-karbonsavkloridbol a megfeleld 164 amid

szarmazékot nem tudtuk izolalni.
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10. abra: N-(B-D-gliikopiranozil)-amidok szintézise

Zemplén koriilményeket alkalmazva az acetil véddcsoportok eltavolitasara j6 hozammal

kaptuk a védetlen 170 N-(B-D-gliikkopiranozil)-1H-indol-2-karboxamidot (11. abra).
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11. abra: Zemplén koriilmények alkalmazasa acetil védGcsoport eltavolitasara
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3.2.2. N-B-D-gliikopiranozil-heteroaril-karboxamidok eléallitisa a heterociklus

kialakitasaval

A kutatocsoportunk altal szintetizalt 171 cianokarbonil szarmazékbol kiindulva kivalo (88%)
hozammal allitottuk eld a 172 védett tetrazolt, mely lehetdséget teremtett mind az 1,2,4-triazol, mind
pedig az 1,3,4-oxadiazol heterociklus kiépitésére. A 172 tetrazol acetil véddcsoportjait Zemplén

koriilmények kozott tavolitottuk el és kozepes hozammal jutottunk a 173 vegyiilethez (12. abra).
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12. abra: Tetrazol szarmazék szintézise

A 177, 178 amidokbol eldallitott imidiol-kloridokat (179, 180) reagaltattuk a 172 tetrazollal,
igy kozepes hozammal izolaltuk a 181, 182 N-benzilezett-1,2,4-triazolokat (13. abra).
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13. abra: 3,5-Diszubsztitualt-1,2,4-triazolok szintézise imidoil-kloridok és tetrazol k6zotti reakcidoval

A védbécesoportok eltavolitasa soran (14. abra), amennyiben eldszor az acetil csoportokat
tavolitottuk el a Zemplén modszerrel (181 — 185), azonban a dezacetilezett vegyiilet (185)
oldhatatlansaga miatt a katalitikus hidrogénezést nem tudtuk kivitelezni. A véddcsoportok forditott
sorrendben torténd eltavolitasa (Bn — Ac) azonban mar nem jelentett problémat a védetlen 186, 187

vegylileteket kdzepes hozammal izolaltuk (38 és 40 % a két 1épésre).

181, 183, 185, 186 Ar = 2-naftil
182,184,187 Ar = fenil
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14. abra: 3,5-Diszubsztitualt-1,2,4-triazolok védécsoportok eltavolitasa.

Az 1,3,4-oxadiazol szarmazékok elballitasat a 172 tetrazol és a megfelelé aromas savkloridok
reakcidjaval valositottuk meg. Oszlopkromatografias tisztitas utan jo hozamokkal (74 és 80%) kaptuk
a 188 ¢és 189 szarmazékokat, melyekbdl a véddcsoportokat Zemplén modszerrel eltavolitva a 190, 191

termékeket kdzepes hozammal allitottuk eld (85 és 50%) (15. abra).
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15. abra: 1,3,4-Oxadiazolok szintézise

3.3 Biologiai eredmények

Az eldallitott vegyiiletek RMGPA enzim inhibitor aktivitasat a Debreceni Egyetem Orvosi

Vegytani Intézetében vizsgaltak.

3.3.1. Az FR258900 analogonok GP inhibitor aktivitasa

Az FR258900 természetes eredetli, glikogén foszforildz inhibitor aktivitassal rendelkezd
vegyiilet szintetikus analogonjait allitottuk el6, melyeknek vizsgaltuk a GP inhibitor aktivitasukat G1P
és AMP fiiggés koriilményei kozott (1. tablazat). Megallapitottuk, hogy a fahéjsavval szubsztitualt 99,
100, 113 szarmazékok nem, vagy csak kismértékben gatoljak (K; > 800 uM) az enzimet, fiiggetlenil
az alapvaz konfiguracigjatol. Jobb gatlas érhetd el kumarsav oldalldncot tartalmaz6 107 — 109, 116
szarmazékok esetében.

1. tablazat: Dikarbonsav szarmazékok és gatlasi allandoik (RMGPD)

O
o?&ﬂ\/ﬂm R! ;
RZ
R'=R*=H R'=OH,R*=H R'=O0H, R*=OMe
Dikarbonsav ~ Konf. GIP AMP GIP AMP GIP AMP
(:)H
HooC” >"coon 2R3 ) ) ) 0.2 ) ) )
i L)’ 49 547
OH
COOH
HOOC 283 | 99  800° - 107 109 264 110 29.1  19.0
OH
(:)H
- COOH
HOOC/\{ 2R3R | 100 NI - 108 300" - 111 285 2.68
OH
OH
/'\/COOH
HOOC™ 2S,3R - - - 109 714 568 | 112 336 2.0
OH

*Az FR258900 konfiguracidja. "A K; gatlasi allandé az ICs, értékbél kalkulalva a Cheng—Prusoff egyenlet
alapjan: K; = ICs¢/(1 + [S]/Km).  nem gatol



A ferulasavval szubsztitudlt 110 — 112, 117 vegyiiletek esetén mértiik a legjobb gatlast. E
Osszemérhetd gatlast tapasztaltunk. A kinetikai vizsgalatok azt is megmutattak, hogy vegyiileteink a
G1P-vel (gliikoz-1-foszfat) nem kompetitiv, mig az AMP-vel szemben kompetitiv inhibitorok, vagyis
kotohelylik a GP enzim allosztérikus kothelye. Az egy acilcsoportot tartalmazo szarmazékok
esetében nem tapasztaltunk gatld hatast. Eredményeink értelmezésére dokkolasi szamitasokat

egylittmlikodés keretében végeztiink.
3.3.2. N-(B-D-gliikopiranozil)-heteroaril-karboxamidok GP inhibitor aktivitasa

Mind az 1,2,4-triazol (186, 187) mind pedig 1,3,4-oxadiazol (190, 191) egységet tartalmazo
szarmazékok inhibicids allandoi (2. tdblazat) elmaradnak a vezér molekula (26) inhibicids allanddjatol.
Meg kell jegyeznem, hogy mig az N-acil-N’-(B-D-gliikopiranozil)-karbamid tipust vegyiiletek
esetében a 2-naftoil szarmazék rendelkezett a legjobb gatlasi allandoval (K; = 0.35 uM), addig az
1,2,4-triazol sorban a fenil szubsztitualt szarmazek (187) (K; = 1.0 uM) volt a legaktivabb. Az 1,3,4-
oxadiazol sorozat esetében szintén a 2-naftil szarmazék (190) bizonyult a legaktivabbnak (K; = 30
uM), jollehet inhibicios allanddja két nagysagrenddel nagyobb a 26 K; értékénél.

Az N-(B-D-gliikopiranozil)-indol-2-karboxamid esetében kapott 5.76 uM-os gatlasi allando
egyike a legjobbaknak az N-(B-D-gliikopiranozil)-heteroaril-karboxamidok tipust inhibitorok korében.

2. tablazat: N-gliikopiranozil-heteroaril-karboxamidok inhibitorok és gatlasi allandoik (RMGPD)

OH H
HO&N linker — Ar
HO
o Cr

Linker
NHCO 20 4.6 26 0.35

N-N

AN 199 545 198 30
0
N-N

/QN»\ 195 1 194 9.26
H

10



4. Dokumentalt tudomanyos eredmények

Referdlt, nemzetkozi folydiratokban megjelent (elfogadott) tudomdnyos kozlemények adatai

1.

G. Varga, T. Docsa, P. Gergely, L. Juhasz, L. Somsak: Synthesis of tartaric acid analogues of
FR258900 and their evaluation as glycogen phosphorylase inhibitors. Bioorganic and Medicinal
Chemistry Letters, 23(6), 1789 — 1792 (2013); IF: 2,554

M. Polyak, G. Varga, B. Szilagyi, L. Juhasz, T. Docsa, P. Gergely, J. Begum, J. M. Hayes, L.
Somsak: Synthesis, enzyme kinetics and computational evaluation
of N-(B-D-glucopyranosyl) oxadiazolecarboxamides as glycogen phosphorylase inhibitors;
Bioorganic and Medicinal Chemistry, 28(18), 5738-5747 (2013); IF: 2,921

L. Juhész, G. Varga, A. Sztankovics, F. Béke, T. Docsa, P. Gergely, J. Kona, 1. Tvaroska, L.
Somsak: Structure-activity relationships of glycogen phosphorylase inhibitor FR258900 and its
analogues: a combined synthetic, enzyme kinetic and computational study (Bioorganic and

Medicinal Chemistry, bekiildve)

Egyéb kozlemények

1.

L. Somsak, E.,Bokor, M. Téth, L. Juhasz, K. Czifrak, B. Konya, S. Kun, A. Pahi, B. Szdcs, G.
Varga, L. Koder, K. Nagy, P. Gergely, T. Docsa : Glikogén foszforildz inhibitorok.
P1100602/P1200475 Hungarian patent application. 2011.PCT/HU2012/000116 International

patent application

11



Konferencia részvétel

Eldéadasok

1.

Juhasz L., Varga G. Czako Z.; Synthesis and study of biologically active O-heterocyclic
compounds; 3* German — Hungarian Workshop — Paderborn, (2008)

Varga G., Juhasz L.; Benzodioxan vazas troglitazon analdogok szintézise; MTA Heterociklusos

Kémiai Munkabizottsag Eléadé Ulése; Balatonszemes (2008)

Varga G., Juhasz L., Somsak L.; Borkdsav szarmazékok, mint potencialis glikogén foszforilaz
inhibitorok eldallitasa; MTA Heterociklusos Kémiai Munkabizottsag Eléadé Ulése;
Balatonszemes (2010)

Varga G., Dr. Juhasz L., Dr. Somsak L.; Borkdsav szarmazékok, mint potencialis glikogén
foszforildz inhibitorok eldallitasa, MTA Tudomany Napja Doktoranduszok Forum; Debrecen

(2010)

Polydk M., Varga G., Szilagyi B., Juhasz L., Somsak L.; Az N-acil-N’-B-D-gliikopiranozil
karbamidok heterociklusos bioizoszterjei.
MTA Szénhidrat, Nukleinsav és Antibiotikum Munkabizottsag eléadoiilése; Debrecen, 2012,

majus 31. — jinius O1.

M. Vagvolgyiné Téth, G. T. Varga, M. Polyak, B. Szilagyi, S. Kun, I. Takacs, L. Juhasz, T.
Docsa, P. Gergely, L. Somsak; SAR study of glycogen phosphorylase inhibitors: heterocycles
as bioisosteric amide replacements in N-acyl-B-D-glucopyranosylamines and N-acyl-N’-f-D-
glucopyranosyl ureas.

26™ International Carbohydrate Symposium, Madrid, Spain, July 22-27, 2012, F80, lecture

M. Polyak, B. Szilagyi, G. T. Varga, L. Juhasz, T. Docsa, P. Gergely, L. Somsak; Design and
synthesis of N-glucopyranosyl heterocyclic carboxamides for glycogen phosphorylase
inhibition; MTA Szénhidrat, Nukleinsav és Antibiotikum Munkabizottsag el6addiilése; May 22
— 24,2013 Matrafiired

Poszterek

8.

G. Varga, A. Sztankovics, J. Jozsef, L. Juhasz, T. Docsa, P. Gergely, L. Somsak; Synthesis
and Kinetic Study of the Analogues of A Natural Glycogen Phosphorylase Inhibitor; 4"
German — Hungarian Workshop — Debrecen (2011)

G. Varga, A. Sztankovics, J. Jozsef, L. Juhdsz, T. Docsa, P. Gergely, L. Somsak; Synthesis
and Kinetic Study of the Analogues of A Natural Glycogen Phosphorylase Inhibitor; 4”
European Conference on Chemistry for Life Sciences, Hungary, Budapest (2011)

12



10.

11.

12.

13.

14.

G. Varga, A. Sztankovics, J. Jozsef, L. Juhdsz, T. Docsa, P. Gergely, L. Somsak; Synthesis
and Kinetic Study of the Analogues of A Natural Glycogen Phosphorylase Inhibitor; 17"
European Symposium on Organic Chemistry, Kréta, Gorogorszag (2011)

Varga G., Sztankovics A., Jozsef J., Juhasz L., Docsa T., Gergely P., Somsak L.; Természetes
eredeti glikogén foszforilaz gatldo analogonjainak szintézise és kinetikai vizsgalata MKE 1.

Nemzeti Konferencia, Sopron (2011)

M. Vagvolgyiné Téth, G. T. Varga, M. Polyak, B. Szilagyi, S. Kun, I. Takacs, L. Juhasz, T.
Docsa, P. Gergely, L. Somsak, SAR study of glycogen phosphorylase inhibitors: heterocycles
as bioisosteric amide replacements in N-acyl-B-D-glucopyranosylamines and N-acyl-N’-f-
glucopyranosyl ureas. 26th International Carbohydrate Symposium, Madrid, Spain, July 22-27,
P122, poster (2012)

M. Polyak, G. T. Varga, B. Szilagyi, T. Docsa, P. Gergely, L. Juhasz, L. Somsak L.; Synthesis
and enzyme kinetic evaluation of heterocyclic bioisosteric analogues of N-acyl-N’-f-D-
glucopyranosyl urea type glycogen phosphorylase inhibitors. 5th European Conference on

Chemistry for Life Sciences, 10 — 12 of June , 2013, Barcelona, Spain

M. Polyék, G. T. Varga, B. Szilagyi, T. Docsa, P. Gergely, L. Juhasz, L. Somsak L.; N-Acil-
N’-B-D-gliikopiranozil-karbamid tipusti glikogén foszforilaz inhibitorok heterociklusos
bioizosztér analdgjainak szintézise és enzimkinetikai vizsgilata. MKE Vegyészkonferencia,

Hajduszoboszlo. (2013). Poszter dij II. helyezés

13



