Glikomimetikumok eléallitasa
(A D 45927 OTKA Posztdoktori Kutatasi Palyazat zar6jelentése)

Munkank elsd részében olyan szénhidritszarmazékok eldallitasa volt a cél, melyek
potencidlis inhibitorai lehetnek a glikozil-transzferaz enzimeknek, ezdltal szerepet jatszhatnak
ezen enzimek miikodési mechanizmusanak felderitésében. Emellett terdpids alkalmazasuk is
nagy lehetdségeket rejt magédban, szerepiik lehet példaul a rdk, és egyes lizoszomadlis tdroldsi
betegségek (Gaucher and Tay-Sachs kor) gydgyitasdban.

A glikozil-transzferdzok természetes szubsztritumai egyebek mellett a kiilénb6zo
UDP-cukrok, melyeket szerkezetiikben utdnzé cukorszdrmazékok ezen enzimek inhibitorai
lehetnek. Kutatdsaink két 6 irdnya ennek megfelelden a kovetkezd volt:

— Terminalis nitrogénjein glikozilezett, illetve 5’-uridilezett biuretszarmazékok,
valamint N-glikozilezett allofinsav-5’-uridilészterek el8dllitisa. Igy eddig ismeretlen
szarmazékok szintézisét végezhetjiik el, melyek szerkezetiikben utdnozzdk az UDP-cukrok
pirofoszfat egységét.

Munkacsoportunk és a Szlovik Tudomédnyos Akadémia Kémiai Intézete (Igor
Tvaroska munkacsoportja) kozotti kooperdcié keretében végzett in silico vizsgédlatok
megmutattik, hogy a terminélis nitrogénjeiken glikozilezett biuretszarmazékok (N,N”-bisz-
glikozil-biuretek) varhatéan j6 glikogén foszforildz gatloszerek lehetnek. Mivel ezek a
szarmazékok a fentiekkel analég kémiai 4talakitdsokkal készithetok, és a vegyiiletek
potencidlis antidiabetikumok lehetnek, vizsgalataimat kiterjesztettem ilyen anyagok, illetve —
a szerkezet-hatds Osszefiiggések tanulmédnyozdsa érdekében — N-gliikopiranozil-N’-
glikozilkarbonil-karbamidok szintézisére is.

— C-Glikozil-foszfondtok szintézise anhidro-aldiminek foszfitészterekkel torténd
reakcigjaval. Az addicié sordn keletkez0 C-N kotés hasitdsa utdn olyan szarmazékokhoz
juthatunk, melyekben az UDP-cukorszarmazékok glikozidos oxigénjét CH, csoporttal
helyettesitenénk.

Munkdnk madsodik részében célul thztik ki kiilonb6zé C-glikozil-imin tipusu
szarmazékok (C-glikozil-aldehid-tozilhidrazonok, -benzoilhidrazonok, -szemikarbazonok,
oximok, -O-benzil-oximok) nukleofil gyokokkel vald reakcidinak vizsgdlatat. Az igy kapott
C-glikozil szarmazékok ugyanis hatékony glikoziddz inhibitorok lehetnek, és igy szerepiik

lehet a diabetes, a rdk, valamint az AIDS gyégyitasaban is.



Munkénk harmadik részében C-glikozil-imin tipusd szarmazékok (C-glikozil-aldehid-
tozilhidrazonok, -benzoilhidrazonok, -szemikarbazonok, oximok, -O-benzil-oximok) C-
nukleofilekkel torténd reakcioit kivantuk vizsgalni. A C=N ko6tésre torténd nukleofil addiciok
o- és B-aminosav szarmazékokhoz vezethetnek, melyek a természetben gyakran el6forduld
szénhidrat-aminosav kapcsolatot modellezik. Ezek segitségével a glikokonjugatumok jobb
megértése valhat lehetévé. Vizsgalandd, hogy mely imin szarmazékok alkalmazhatdk a véazolt
atalakitdsok megvaldsitdsara.

Munkénk utols6 részében megvizsgéltuk az anhidro-aldéz-benzoilhidrazonok oxidativ
gylriizarasanak lehetdségét, melyek a kutatécsoportunk fO profiljdhoz kapcsolddva
potencidlis glikogén foszforilaz inhibitorokat (2-glikopiranozil-5-aril-1,3,4-oxadiazolokat)
eredményezhetnek.

A tdmogatds idOszaka alatt elért eredményeimet az aldbbiakban foglalom 6ssze:

1. Terminalis nitrogénjeiken glikozilezett, illetve 5’-uridilezett biuret
szarmazékok szintézise
Az irodalombdl ismert eljardsok alapjan a biuret szdrmazékok szintézisét a kovetkezd

utakon kivantuk megvaldsitani (1. dbra):

(a) Glikozil-aminok reakcidja 5’-amino-5’-dezoxi-uridinnel klérkarbonil-izocianét
jelenlétében.

(b) Glikozilezett biuret szarmazékok reakcidja 5’-amino-5’-dezoxi-uridinnel.

(¢) Glikopiranozil-karbamidok reakcidja 5’-izociandto-5’-dezoxi-uridinnel.

(d) Glikopiranozil-izocianatok reakcidja 5’-ureido-5’-dezoxi-uridinnel.
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Kisérletek termindlis nitrogénjeiken glikozilezett, illetve 5’-uridilezett biuret szdrmazékok
elodllitasdra az (a) modszer szerint

Els6 1épésben a reakcidhoz sziikséges glikozil-aminokat (2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
gliikopiranozil-amin (1), 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galaktopiranozil-amin (2) és 2,3,5-tri-O-
acetil-B-D-xilopiranozil-amin (3)) éllitottuk elé j6 hozamban az irodalombdl ismert eljards
szerint: a megfeleld glikopiranozil azidok vizmentes etil-acetidtban, Raney Ni mellett torténd
hidrogénezésével. Ezt kovette a kldérkarbonil-izociandtos kapcsoldshoz sziikséges masik
reagens, az 5’-amino-5’-dezoxi-2’,3’-izopropilidén-uridin (9) szintézise. E vegyiilet
eldallitasara vonatkozolag az irodalomban egymdasnak ellentmondé kozleményeket taldltunk.
Mig egyesek szerint a vegyiilet a 8 azid Pd(C) jelenlétében torténd hidrogénezésével
eldallithatd, addig masok szerint a vegyiilet sem az emlitett médon sem Staudinger reakcidval
nem szintetizdlhat6. A 9 amin elddllitisdhoz sziikséges 5’-azido-5’-dezoxi-2’,3’-
izopropilidén-uridint (8) 3 1é€pésben allitottuk el a 4 uridinbdl kiindulva j6 hozamban. Az 5’-
azido-5’-dezoxi-2’,3’-izopropilidén-uridin (8) 9 aminnd torténd 4talakitasiat eldszor az
irodalomban leirt mdédszer alapjan Pd(C) jelenlétében végzett hidrogénezéssel probaltuk meg,
a reakcié sordn azonban tobb foltos reakcidelegyet kaptunk, melybdl nem sikeriilt izoldlnunk
a 9 amint. Nem vezetett eredményre a 8 azid Staudinger reakcidval, trifenil-, illetve trimetil-
foszfinnal torténd atalakitdsa sem. A reakciok sordn alkalmazott reakcidkoriilményeket az 1.

tdblazatban foglaltuk ossze.
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1. tabldzat: A 8 azid redukcidjdndl alkalmazott koriilmények

Sorszam Reakciokoriilmények Eredmény
1. H,, Pd (C), absz. MeOH, RT tobb foltos reakcidelegy
1. PhsP, absz. piridin N ..
2. 2. c. NH; oldat tobb foltos reakcidelegy
3. ; ?I/I%P (IM)/toluol, absz. CH-Cl, tobb foltos reakcidelegy
. Ho

A tobb komponenst reakcidelegyek egyik oka lehet a molekuldban 1évé acetdl csoport
érzékenysége, ezért az amino csoport kialakitdsat, a 11 acetilezett azid szarmazék
redukcidjaval is megpréobaltuk. A 11 azidot a 8 vegyiiletbdl dllitottuk eld két 1épésben jo
hozamban. A 11 azidot azonban sem katalitikus hidrogénezéssel, sem annak Staudinger
reakci6javal nem sikeriilt a kivant 12 termékké alakitani. Az alkalmazott

reakciokoriilményeket a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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2. tabldzat: A 11 azid redukciojdndl alkalmazott koriilmények

Sorszam Reakciokoriilmények Eredmény

1. H,, Pd (C), absz. MeOH, RT tobb foltos reakcidelegy
1. PhsP, absz. piridin N .

2. 2. ce. NH; oldat tobb foltos reakcidelegy
1. MesP (1M)/toluol, absz. CH,Cl, . .,

3. 2. ce. NH; oldat tobb foltos reakcidelegy

4. ; ?I/I%P (IM)/toluol, absz. CH-Cl, tobb foltos reakcidelegy

. Hp

Kisérletek termindlis nitrogénjeiken glikozilezett, illetve 5’-uridilezett biuret szdrmazékok
elddllitasdra a (b) modszer szerint

Az el6z6 reakciokkal parhuzamosan elkezdtiik a (b) mdédszerhez sziikséges glikopiranozil-
biuretek szintézisének kidolgozdsat is. Ehhez a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil-
amint (1) biurettel reagéltattuk vizmentes acetonban, illetve vizmentes DMF-ben; a kivant
2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil-biuretet (13) azonban ilyen koriilmények kozott nem

sikeriilt eldallitani. A biuret szdrmazékok szintézisének masik lehetséges utja a megfeleld




glikopiranozil-karbamidok izociandttal ecetsavban végzett reakcidja. Az atalakitdshoz
szitkséges glikopiranozil-karbamidokat (2,3,4,6-tetra-O-acetil-f3-D-gliikopiranozil-karbamid
(14), 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galaktopiranozil-karbamid (15), és 2,3,5-tri-O-acetil-f-D-
xilopiranozil-karbamid (16)) a megfeleld glikopiranozil-azidok vizmentes etil-acetitban,
trifenil-foszfin, ammonia és szén-dioxid gdz jelenlétében végzett Staudinger reakcidjaval
allitottuk eld. A 14 karbamid azonban a fent vazolt koriilmények kozott nem alakult 4t. Mivel
id6kozben kideriilt, hogy e reakcidut a 9 és 12 amin eldallitdsi nehézségei miatt egyébként

sem kivitelezhetd, ezért nem végeztiink tovabbi kisérleteket.

Kisérletek termindlis nitrogénjeiken glikozilezett, illetve 5’-uridilezett biuret szdrmazékok
eloallitdasdra a (c) modszer szerint

Mivel a (c) reakciouthoz sziikséges glikopiranozil karbamidok (14, 15, 16) szintézisét az
eldzoekben mar elvégeztiik, ezért mar csak az 5’-izociandto-5’-dezoxi-2’,3’-izopropilidén-
uridin (17) szintézisét kellett megoldanunk. Ennek eldallitdsat a 2’,3’-izopropilidén-5’-O-
tozil-uridin (6) kdlium-cianéttal vizmentes acetonban diciklohexil-18-korona-6 jelenlétében,
illetve tetrabutil-ammoénium-cianattal vizmentes DMF-ben, valamint vizmentes acetonban
probaltuk megvaldsitani. A keletkezett tobb foltos reakcidelegyekbdl a kivant 17 izocianat

szarmazékot nem sikeriilt izolalnunk.

Kisérletek termindlis nitrogénjeiken glikozilezett, illetve 5’-uridilezett biuret szdrmazékok
elodllitasa a (d) modszer szerint

A (d) moddszer kivitelezéséhez a kovetkezd vegyiiletekre volt sziikségiink: 2,3.4,6-tetra-O-
acetil-B-D-gliikopiranozil-izocianat (18) és az 5’-ureido-5’-dezoxi-2’,3’-izopropilidén-uridin
(20). A 18 vegyiilet szintézisét, az irodalombdl ismert eljards szerint végeztiik: a megfeleld

glikopiranozil-amint (1) trifoszgénnel diklér-metan — viz elegyében reagaltattuk 0 °C-on.
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A 19 karbamid szarmazékot a 8 azidbdl kiindulva Staudinger reakcidval dllitottuk el6. Az

alkalmazott reakcidkoriilményeket a 3. tablazatban tiintettiik fel.
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3. tabldzat: A 19 karbamid elodllitdsandl alkalmazott koriilmények

Sorszam Foszfin reagens Reagens Hozam (%)
1. Ph3P NH3 (2)» CO2 (g) 70
2. Ph;P NH,OCONH; (3 ekv.) 47
3. Me;P/toluol NH,OCONH; (3 ekv.) 52

Az ily médon elddllitott kiindulasi vegyiileteket egymassal reagéltatva a kivant 20 biurethez
jutottunk. Melléktermékként izoldltuk a 21 és 22 karbamidokat, melyek keletkezését a
reakciéelegyben in situ képz0do 1 gliikkopiranozil-aminnak a 19 karbamiddal (a 21 esetén),

valamint a 18 izociandttal val6 reakcidjdval magyarazhatunk (a 22 esetén).
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A biuret szintézis sordn alkalmazott reakciokoriilményeket a 4. tablazatban tiintettiik fel.



4. tdabldzat:A 20 biuret szdrmazék elodllitasdndl alkalmazott koriilmények

Sorszam Reakcidkoriilmények Konverzio (%) Hozam (%)
Oldoszer T (°O) 18 (ekv.) 20 21

1. absz. EtOAc 25 1 nincs dtalakulas - -
2. absz. EtOAc 71 1.1 34 85 15

3. absz. toluol 110 2.2 100 63 4

A 20 biuret szarmazék acetil csoportjainak eltdvolitdsat a Zemplén-féle modszerrel (NaOMe,

vizmentes metanol) végeztem. Az acetdl csoport eltavolitasa jelenleg folyamatban van.

2. N-Glikozilezett allofansav-5’-uridilészterek eldallitasa

Az N-glikozilezett allofansav-5’-uridilészterek eldallitasat els6 1épésben az S uridin 1 aminnal
klérkarbonil-izocianat jelenlétében torténd reakcidjaval végeztiik. A reakcidelegybdl a kivant
24 allofanat mellett két mellékterméket (25, 26) is izoldltunk. A reakcidkoriilmények
valtoztatasdval sikeriilt a reakciét optimalizdlni, és igy a melléktermékek mennyiségét

minimalisra csokkenteni (5. tablazat).
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5. tdbldzat: A 24 allofandt elodllitasdandl alkalmazott koriilmények

Sorszam Reakciokoriilmények Hozam (%)
24 25 26

1.-20 °C — 0 °C, absz. THF*
115 0°c - 25°C, E6N, absz. THE | 23 10
1.-26 °C (1 nap), absz. THF *
2.0°C (1 h), absz. THF

1. -26 °C (1 day), absz. THF **
2.0°C — 25 °C, Et;N, absz. THF

* A OCNCOCI oldatahoz csepegtettiik az S uridin oldatat.
** A OCNCOCI-t egy részletben adtuk az S uridin oldatdhoz.

2. 10 14 24

3. 81 | nyomokban | nyomokban

A reakciot késobb kiterjesztettiikk a 2 galaktopiranozil-amin, illetve a 3 xilopiranozil-amin
szarmazékra is. A kivant 27 és 28 termékeket j0 hozamban izoldltuk. A 25 és 26

melléktermékek kis mennyiségben itt is keletkeztek (VRK), de azokat nem izolaltuk.
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A 24, 27 és 28 szarmazékok védOcsoportjainak eltdvolitasat vizmentes metanolban,

katalitikus mennyiségii acetil-klorid jelenlétében végeztiik.
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A 29 terméket j6 hozamban izolédltuk, a masik két szarmazék esetén (27, 28), azonban tobb

foltos reakcidelegyeket kaptunk, melyek oszlopkromatografias tisztitasa jelenleg folyamatban

van. A 29 vegyilet enzimkinetikai vizsgalata jelenleg folyamatban van a Szlovak

Tudomdnyos Akadémia Kémiai Intézetében.

3. N,N”’-Bisz-glikopiranozil-biuretek szintézise

A N,N’-bisz-glikopiranozil-biureteket a megfeleld glikopiranozil-aminok klérkarbonil-

izociandt jelenlétében végzett reakcidjaval allitottuk eld egy (30) vagy két 1€pésben (31, 32).
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2am., - - ACO&/N NN OAc
AcON— \g/ \g/ Yk

32 (66 %)

A 30, 31, 32 biuret szarmazékok elszappanositasit a Zemplén-féle mdodszer szerint végeztiik.

A termékeket (33, 34, 35) kivdlé hozamban izolaltuk, a vegyiiletek enzimkinetikai vizsgalata

folyamatban van a Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében, illetve a DE TTK

Biokémiai Tanszékén.
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4. N-gliikopiranozil-N’-glikopiranozilkarbonil-karbamidok szintézise

Az N-gliikopiranozil-N’-glikopiranozilkarbonil-karbamidok

szintézisének kidolgozdsat a

2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliitkopiranozil-izociandt (18) és a 36 galaktopiranozil-karboxamid

reakciéjaval végeztiik. A reakcidkoriilmények optimalizasaval j6 hozamban sikeriilt a 37 acil-

karbamid szintézisét megvaldsitani (6. tablazat). Melléktermékként itt is izoldltuk a 22

digliikozil-karbamid szarmazékot.

OAc Y H
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A%@E&@NCO Ao CONH, ——— 3
OAc OAc +
18 36 OAc H OAc
TN %
O C
ACO OAc \g/ /Z§
22
6. tabldzat: A 37 acil-karbamid elodllitasdra alkalmazott koriilmények
Sorszam Reakciokoriilmények Konverzio (%) Hozam (%)
Oldészer T (°C) | 18 (ekv.) 37
1. absz. EtOAc 71 1 25 32
. absz. toluol 110 1.1 56 50
3. absz. toluol 110 2.2 100 89
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A 18 izociandtot a 38 amiddal reagdltatva az optimalizdlt reakcidkoriilmények kozott (6.

tablazat, 3. sor) a 39 acil-karbamidot szintetizaltuk kdzepes hozamban.

O BzO
s o% b luol 39 (56 %) ‘
AcO Q BzO/&&/ absz. toluo %
AC&WNCO+ BzO CONH; reflux
OAc OBz +
OAc OA
AcO \[( 0 OAc
OAc AcO
0
22

Az 37, 39 acil-karbamidok véddcsoportjainak eltdvolitdsa jelenleg folyamatban van.

5. Kisérletek C-glikozil-foszfonatok szintézisére

Az irodalombdl ismert olyan eljards, ahol kiilonb6z6 alifds-, illetve aromas-aldehid-
tozilhidrazonokat dimetil-foszfittal reagaltatva, majd a képzddott tozilhidrazin koztiterméket
natrium-tetrahidrido-borattal reagdltatva alkil-, illetve aril-foszfonatokat 4llitottak eld. E
kisérletek reprodukcidja sikeres volt. A moddszert ezutdn megprobaltuk cukrokra is
kiterjeszteni, azonban a  3,4,5,7-tetra-O-acetil-2,6-anhidro-D-glicero-L-manno-heptdz-
tozilhidrazonnal (40) végzett kisérletek soran dtalakuldst sem szobahOmérsékleten, sem forras

homérsékleten nem tapasztaltunk.

6. C-Glikozil-imin tipusa szarmazékok nukleofil gyokokkel valé reakcidinak
vizsgalata

Szamos olyan eljards ismert az irodalombdl, ahol kiilonb6z6 imin tipusd szarmazékokat,
imineket, oximokat, O-benzil-oximokat, tozil-imineket alakitanak at a C=N kotésre torténd
gyokos addiciéval. Munkénk sordn e reakcidk cukorszarmazékokra valé kiterjesztése volt a
cél. A szamos eljarés koziil a kivitelezés szempontjabdl legegyszeriibb mddszert vélasztottuk,
ahol is az imin szdrmazékokat trietil-bordnnal reagéltatjdk diklér-metanban Lewis sav
jelenlétében, illetve anélkiil. A reakci6 altalaban gyors és j6 hozamban szolgéltatja az etilezett
szarmazékot.

Az els6 kisérleteket az O-benzil-(3,4,5,7-tetra-O-acetil-2,6-anhidro-D-glicero-L-manno-

heptdz)-oximmal (41) végeztiik diklormetanban kiilonbozd koriilmények kozott (7. tdblazat),
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atalakulast azonban egyik esetben sem tapasztaltunk. Tervezziik egyéb imin szarmazék, mint
példaul anhidro-aldéz-tozilhidrazonok, -benzoilhidrazonok és -szemikarbazonok
alkalmazhatésagéanak vizsgélatat, illetve egyéb reakcidkoriilmények kiprobalasat (pl.: BuzSnH

vagy Zn és In jelenlétében végzett gyokos addicidk).

7. tdblazat: A 41 szdrmazék gyokos dtalakitdsi lehetoségeinek vizsgdlata

Sorszam Reakcidkoriilmények Eredmény
Et;B/hexan (ekv.) | BF3.Et;O (ekv.) | T (°C) | N; atm.
1. 4 - 25 - nincs dtalakulés
2. 4 5 25 - nincs atalakulas
3. 4 5 25 + nincs dtalakulés
4. 4 5 40 - nincs atalakulas

7. C-Glikozil-imin tipusa szarmazékok C-nukleofilekkel torténé reakcidinak
vizsgalata

A C=N kotésre torténd nukleofil addicidk teriiletén kordbban mar végeztiink elOkisérleteket:

CN iont hafnium-triflat katalizissel sikeriilt addiciondlnunk a 42 benzoilhidrazonra, mig

szkandium-triflattal egy ketén-szilil-acetdl Mannich-tipusu reakcidjat valdsitottuk meg.

ACO_opc TMSCN ACO_opc
Hf(OTf)4 (5 mol % E H
OAc absz. CHgoN Ohc ‘?‘CN
42 "
OTMS
T o5 L oMe __Se(OT) (5 mol %) AcQ OAg
AcO CH:N—NHC(O)Ph + absz. CHgoN AcO C{'_N_NHC(O)Ph
OAc OAc C:OMe
42 AR

A konverzié és a hozamok novelése érdekében tovabbi kisérleteket végeztiink (8. és 9.
tdblazat), ezek eredménye azonban elmaradt a varakozastol, ezért az e vegyiiletekbdl tervezett
tovéabbi 4talakitdsokat (43 — C-glikozil-a-aminosav, 44 — C-glikozil-B-aminosav) egyeldre

nem végeztiik el.
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8. tabldzat: Kisérletek a 43 szdrmazék elodllitdsdra

Sorszam Reakciékoriilmények Konverzié (%) | Hozam (%)
TMSCN Hf(OTf), ¢
(ekv.) (ekv.)
1. 3 0.05 25h 70 56
2. 3 0.05 1 hét 73 61
3. 6 0.05 24 h 72 59
9. tdblazat: Kisérletek a 44 szdarmazék elodllitdsdra
Sorszam Reakciékoriilmények Konverzio (%) | Hozam (%)
Ketén-szilil-acetal | Sc(OTf);3 ¢
(ekv.) (ekv.)
1. 4 0.05 72 h 60 56
2. 8 0.05 11 nap 65 58
3. 4 0.05 1 hénap 68 56

8. 2-Glikopiranozil-5-aril-1,3,4-oxadiazolok szintézise

A benzoilhidrazonok az irodalombdl ismert modon atalakithatok fenil-oxadiazolokka. A

reakciot  megpréobaltuk  kiterjeszteni  cukorszdrmazékokra is. Az  anhidro-ald6z-
benzoilhidrazonokat (42 galakto, 45 gliiko, 46 xilo és 47 arabino szdrmazék) diklér-metdnban
PIDA-val reagéltatva j6 hozamban kaptuk a kivant 48, 49, 50 és 51 fenil-oxadiazolokat.

A 49 oxadiazol Zemplén modszerrel tortént elszappanositdsa utdn megvizsgaltuk a glikogén

foszforildz inhibicids hatdsat, azonban a vegyiilet nem gétolta az enzimet.

Q
CH N=NHC(O CH,Cly Acowo Ph
OAc
48 (78 %)
Bz%/§wo'4 N=NHC(O CH,Cly To >\ Ph
49 91 %)
o PIDA
AmCH N=NHC(O CH,Cly AM )\Ph
46 50 (67 %)
N,
CH=N-NHC(O __PIDA 0 | O>\Ph
N CH,Cly OAe
¢ 5157 %)
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