Szakmai zarojelentés a ,,Potencialisan antihiperglikémias hatasu
1,4-benzodioxan tipusu vegyliletek szintézise — F47025” ifjusagi
OTKA palyazathoz

A projekt lebonyolitasat befolyasolo tényezok.

A kutatasi projectben résztvevé kutatoként szerepelt Konya Krisztina és Kenéz
Agnes, mint Ph.D. hallgatok, akiknek a témajuk nem kapcsolédott kdzvetleniil
jelenlegi project kutatasi célkitizéseihez, igy részvételik sem minden esetben volt
telies értékl. Ez a kutatdas utols6 évében doktordlasukkal — és alkalmazasi
nehézségikkel — sajnos még tovabb romlott. A kies6 kutatds szerencsére TDK és
diplomamunkazé hallgatok segitségével részben pétolhatd volt. Tekintettel arra, hogy
egy Uj hallgatd betanitdsa id6t igényel, igy a projectnek vannak nem teljesen
megvaldsult kutatasai, melyek befejezése a jovében mindenképpen megvaldsithato.

Az utébbi években a fels6oktatasban tortént létszamvaltozasok
nagymertékben megndévelték az oktatok oOraterhelését, igy a kutatasra forditando
id6keret is csOkkent.



A Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén az O-heterociklusos
vegyuletek kérében foly6é kutatdsokhoz kapcsolodva a 2004 — 2007 kdz6tt az OTKA
tamogatasaval folytatott kutatéas sordn ceélul tlztik ki 2,3-dihidrobenzo[1,4]dioxin
gylrlrendszert tartalmazé glitazon analogon vegyiletek szintézisét, bioldgiai
vizsgalatat, és a hatds szerkezet 6sszefliggés vizsgalat alapjan optimalis szerkezetl
antihiperglikémias hatasu lead vegytilet szintézisét.

A tamogatas id&szaka alatt végzett kutatdasaim alatt elért kutatési
eredményeimet a kdvetkezékben foglalhatom éssze:

1. Troglitazon analogonok szintézise és vizsgalata I.

A troglitazon analogonok elsé sorozatanak el6allitasahoz sziikséges 2-toziloximetil-
2,3-dihidrobenzo[1,4]dioxin szarmazékok (12-15) elballitasat kénnyen hozzaférhetd
kiindulasi anyagokbél az 1. abran mutatott reakcié utak (A; B; C) alapjan valésitottuk
meg [1].
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1. abra: 2-toziloximetil-2,3-dihidrobenzo[1,4]dioxin szarmazékok eléallitasa: i. . allil-bromide
/KoCO3/DMF, 80°C; ii, MCPBA/CHCIj,reflux; iii, NaOMe/MeOH, rt; iv, TsCl/piridin, rt.; v, Bry;
AICIz/AcOH; v, (CHO),, MgCl/EtzN, THF, reflux; vi, H,O./Et;N, 5°C; vii, etil 2,3-
dibrémpropionat, K,COa/aceton, reflux; vii, LiAIH,/éter

Mint azt a késébbiekben is lathatdé vegylletek is mutatjak, ilyen tipusu
szarmazékok elballitasara altalanosan a B médszert alkalmaztuk, az A és C modszer
egy — egy specidlis szarmazék eldallitasa tette szlikségessé.



A B ut soran a szubsztitualt (2-hidroxifenil)-metil-ketonokat (1,2) allil-bromiddal
alkilezve jutottunk j6 hozammal a 3,4 szarmazékokhoz (87%, 90%), melyeket
MCPBA-val onepot reakcidban alakitottunk at az 5,6 szarmazékokka (80%; 71%;
epoxidalas és Baeyer-Villiger oxidacié), mely szarmazékokbdl a gylrizaras nem
jelentet probléméat (65-70%). A benzolgylrin metiléndioxi funkcidés csoportot
tartalmaz6 szarmazék eléallitasat ezen az uton nem tudtuk megvaldsitani, ugyanis a
persavas oxidacié soran a vegyuletiink teljes elbomlaséat tapasztaltuk, igy e helyett
az A utat véalasztottuk, melynek kulcslépése a Darkin oxidacié soran alkalmazott
bazis kivalasztasa volt (trietilamin). A tozilezés egyik szarmazék esetében sem
jelentet problémat.

A glitazonokra jellemzé tiazolidin-2,4-dion egység felvitelét az el6z6ekben

el6allitott tozioloxi szarmazékokbdl a 2. abran vazolt reakcidut alapjan valdsitottuk
meg.
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2. abra: troglitazon analogonok el@allitdsa: i. 4-hidroxibenzaldehid; vanilin vagy fenol/
KoCOs/DMF, 80°C; tiazolidin-2,4-dion/NaOAc, 140°C; Ho/Pd-C, 12 atm

A fenti reakcidk soran a kivant termékeket magas hozammal tudtuk eléallitani.
Problémat csak a halogén tartalmu szarmazékok redukcioja jelentett (32, 37, 33, 38,
34, 39), ugyanis ezen esetekben a katalitikus hidrogénezés nem volt alkalmazhatd,
egyéb az irodalomban is emlitett modszerek (LiBH4;) esetében azonban nem
tapasztaltunk atalakulast.

Az igy elballitott szarmazékok (32 — 47) bioldgiai vizsgalatra a DE OEC Orvosi
Vegytan Intézetébe kerlltek, ahol vizsgaltak a szarmazékok glikogén foszforilaz



inhibitor aktivitasat invitro kérilmények kdzott, mely vizsgalatok eredményeit a 1.
tablazatban foglalom 6ssze.

33 34 37 39 43 46 47
Ki (GPa) | — 10 uM | — 9uM |- - -
Ki (GPb) | 80uM [ 12 uM | — 30uM | - - -
ICs0 - — 2mM | — 7mM | >5mM | 560uM

1. Tablazat: troglitazon analogonok glikogén foszforilaz inhibitor aktivitasa

Mint az a tablazat adataib6l is lathatdé, harom szarmazék esetében
tapasztaltunk inhibicios aktivitast a glikogén foszforildz enzimmel szemben. A t6bbi
esetben a vegylletek alacsony oldhatésaga megakadalyozta a mérések
kivitelezését, ugyanis alacsony koncentracidoban az oldészerként alkalmazott DMSO
inhibicios hatasatél nem valaszthat6 el a szubsztrat aktivitasa.

A két legaktivabb vegyllet pontos kétédésének megallapitadsa érdekében az
enzim-szubsztrat komplex réntgendifrakcidés vizsgalatat is célul tlztik ki, mely
méréseket az athéni Szerves és Gydgyszerkémiai Intézetben (Institute of Organic
and Pharmaceutical Chemistry, The National Hellenic Research Foundation) végzik
Prof. Dr. Nikos G. Oikonomakos iranyitasaval. A fenti rontgendifrakcios mérések
sajnos a mai napig meg nem keésziiltek el, eredményeit igy késébbiekben kbz4ljuk
[2].

2. Troglitazon analogonok szintézise és vizsgalata II.

Az els6 fejezetben bemutatott kutatas folytatasaként Gjabb troglitazon analogonok
(48-50) szintézisét valdsitottuk meg az el6z6ekben ismertetett B reakciout szerint (3.
abra). Tovabba kisérleteket végeztink tiazolidin-2,4-dion gy(Grirendszert nem
tartalmaz6 szarmazékok eléallitasara.
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3. abra: Uj troglitazon analogonok

Ezen szarmazékok eléallitadsa soran a tiazolidin-2,4-dionnal valé kondenzéacios
reakcid megvaldsitdsara a korabban alkalmazott olddészermentes termikus reakcio
helyett modszert dolgoztunk ki olddészermentes, de mikrohullamu besugarzassal
térténd kivitelezésére (110W; 10 perc; 100°C). Ezzel a maddszerrel sikerdlt
lecsdkkentenlink a reakcioidét (10 perc 90-120 perc helyett és az alkalmazott bazis
mennyisége is drasztikusan csdkkenthetd volt). A mddszer a termikus
reakciokdrilményekhez hasonléan magas hozammal szolgaltatta a kivant terméket.

A tiazolidin-2,4-diont nem tartalmazé szarmazékok eldallitasa a 4.abran
bemutatott reakciésor alapjan tértént.
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4. abra: i. etil-acetat, LDA, -78 °C; ii. MnO,/ CH.Cl,, rt

A nem tiazolidin-2,4-dion heterogydlrit tartalmaz6 vegylletek kiépitéséhez

heterociklusok eléallitAsa soran leggyakrabban alkalmazott kétkomponensi
szintézismddszer alkalmazasa mellet déntéttlink, amikor is az Uj gydrirendszert egy
dilektrofil és dinukleofil kozott lejatsz6dé gylriizarasi reakcidban épitjik ki.
A sziikséges dielektrofil rendszert — B-dikarbonil szarmazékot — a 25 vegytletbdl két
lépésben allitottuk el6: a 25 aldehidet az etil-acetatbdl -78°C-on LDA-val generalt C-
nukleofillel reagaltattuk. Ebben az esetben magas hozammal kaptuk az 54 etil-(B-
hidroxipropionat) szarmazékot, melynek a mangan dioxidos oxidaciéja
diklérmetanban az 55 etil-(3-ketopropionat) szarmazékot szolgaltatta.

A pirazolin heterociklus kialakitasat az 55 etil-(3-ketopropionat) szarmazékbol
jégecetben fenil-hidrazinnal, illetve hidrazinnal végzett atalakitdssal, mig a
tetrahidropirimidin-2-on struktdra kialakitasat Biginelli reakciéban végezve kbézepes
hozammal kaprunk a kivant szarmazékokat.

Az igy nyer vegyuletek biologiai vizsgalatat egyrészt a DE OEC Orvosi
Vegytan intézetében (glikogén foszforilaz inhibitor aktivitas), masrészt a Biokémiai és
Molekularis Bioldgiai Intézetében térténtek ahol a kiegészitve a korabban eléallitott
troglitazon analogonokkal a vegylletek PPARY receptorra kifejtett hatasat vizsgaltak.

Az glikogén foszforilaz inhibiciés vizsgalatok eredményei még nem ismertek,
igy azok diszkusszidja egy késébbi kozlemény részét képezik majd. [3]

A PPARy agonista hatas vizsgélati eredmények kiértékelése, és a belble
készulbé kdézlemény dsszedllitasa jelenleg tart, igy a vizsgalatok eredményeit réviden
a kbévetkez6kben foglalom 6ssze.

A vegylileteinket harom tesztrendszeren vizsgaltuk, hogy megallapitsuk, hogy
szunsztratja-e valamelyik molekula a PPARYy receptornak. Az elsd a luciferase assay,
aminek a lényege, hogy a vizsgalandd sejtekbe Galfuziés-PPARY ligand ké6td fehérjét
és luciferdz enzimet k6dol6 DNS-t juttatnak, mely luciferdz enzim igy csak PPARYy
ligandumok jelenlétében termelédik. A ligandok hatasara luciferdz enzim oxidalja a
luciferint, és a mért fluorescencia aranyos lesz a ligandum aktivitdsaval. Ezzel az
assay-vel megvizsgaltuk a vegylleteinket, és azt tapasztaltuk, 6t szarmazék
rendelkezik jelentés PPARY aginista aktivitdssal (5. abra)
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5. abra: PPARY agonista vegyiletek
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A luciferase assay mellett vizsgéaltuk vegyuleteinket lantha screen assay-vel is,
mely szintén a PPARY agonista vegylletek meghatarozaséara alkalmazhaté modszer,
azonban itt a receptor sejtbdl izolaltan talalhatd, igy aktivitas csak a kilsdleg bevitt
ligandum hatéasara tapasztalhaté. Ennek a moédszernek az eredményei j6 egyezést
mutattak a luciferase assay adataival. A vegylletek toxicitasat MTT assay-vel
hataroztuk meg, és jbllehet szamos vegyllet mutatkozott toxikusnak, az aktiv
vegyluletek kézil a tébb aktiv komponens mutatott csak kismértékl toxicitast. Ezen
vizsgalatok eredményébdl a kbzlemény 6sszeallitasa jelenleg folyamatban van [4].

Vizsgaltuk vegyulletein antioxidans aktivitasat is és szarmazékaink kdzul tébb
molekula is hatékony xantin oxidaz inhibitornak bizonyult.

Mivel az egyik legaktivabb vegyllet a 49 szdrmazék volt, ezért elééllitottuk a
6. dbran lathaté analogonjait, melyek biolégiai vizsgalata a jelenleg is tart. [5].
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6. abra: Troglitazon analogonok




3. Englitazon analogonok szintézise és bioldgiai vizsgalata

A troglitazon analogonok szintézise mellet célunk volt englitazon nalogonok
szintézisét is megvaldsitani (56, 57).
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E vegylletek szintézisét az irodalomban ismert és kdnnyen hozzaférheté 6-
illetve  7-formil-2,3-dihidrobenzo[1,4]dioxin (68, 59) szarmazékbdl kivantuk

megvaldsitani, mely reakcibhoz  Kkisérletet végeztink a  2-benzil-2,3-
dihidrobezo[1,4]dioxin eléallitasara a 10 szarmazékbdl kiindulva (7. &bra).
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7. abra: i. TF,0/Py/CH,Cly; iii) PhMgBr/(CHs)»S-Cu(l)/THF

A fenti dbran lathaté szekvencia szerint j6 hozammal sikerllt el6allitani a
modellvegylletiinket. Az 58 és 59 szarmazékok el6allitdsahoz szikséges triflat
szarmazékot (62, 63) nem sikerllt eldallitanunk annak rendkivili bomlékonysaga
miatt, igy mas médszerrel allitottuk elé ezeket az analogonokat. (8. abra)
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A szintézis kiindulasi anyaga a kénnyen hozzaférhet6 3,4-dihidroxibenzaldehid

(64) amely vegyllet kbézepes hozammal alakithatdé at a 65 4-O-propargil
szarmazékka.
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8. abra: i. propargil-bromid, aceton, reflux, K.COs; ii. PhBr, [(PhsP).PCl], Cul, Et;N, 100°C;
iii. tiazolidin-2,4-dion, NaOAc, MW, 100W, 100°C.; iv. H,, Pd-C, ACOH




Az igy kapott 65 szarmazékot brombenzollal Sonogashira kapcsolassal a 66
acetilén szarmazékka alakitottuk, mely vegytlet a reakcié kériiményei kézott a 67
benzo[1,4]dioxin szarmazékka ciklizalt. A korabban mar ismertetett modon
mikrohullamu koértilmények kozoéttelvégeztik a kondenzacios reakciét (67 — 68),
majd az igy nyert terméket nagynyomason hidrogénezve a kivant terméket kaptuk
(56).

A 57 regioizomer elballitasa az 56 szarmazékkel analog modon térién,
azonban ebben az esetben a 64 aldehid C-4 helyzetl hidroxilcsoportjat el6bb
szelektiven védtik, és csak ezutan tértént a propargilezés. A védécsoport hasitasa
utan a reakcié szekvencia meggyezett az 56 szarmazék esetében alkalmazottal (9.
abra).
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9. abra: i. MOMCI, aceton, K,COg, reflux; ii. propargil-bromid, aceton, K.COs, reflux; iii. 10%
HCI, MeOH; iv. PhBr, [(PhsP).PCl,], Cul, EtsN, 100°C; iii. tiazolidin-2,4-dion, NaOAc, MW,
100W, 100°C.; iv. H,, Pd-C, ACOH, 12 atm.

Az el6z6ekben elballitott szarmazékok mellett még tovabbi analégokat
szintetizaltunk, melyek el6allitasat a 10. abra mutatja.
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10. abra: i. 1,2-dibrometan, K,COs, aceton, reflux; ii. tiazolidin-2,4-dion, NaOAc, MW, 100°C,
100W; H,, Pd-C, ACOH, 12 atm

Ezen szarmazékok biol6giai vizsgalata jelenleg is tart, igy a kutatas ezen
eredményei késébbiekben kertilnek kdzlésre [6].



4. Benzo[1,4]dioxin gyirirendszert tartalmazé gliikkéz analég glikogén
foszforilaz inhibitorok szintézise.

A Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén Prof. Dr. Somsék Laszl6
kutatocsoportja mar évek 6ta foglalkozik glikogén foszforilaz inhibitorok eléallitasaval.
Szamos, heterociklust is tartalmazé glikéz analég inhibitort allitottak mar eld,
azonban benzo[1,4]dioxin gylrirendszert tartalmazd szarmazékokat ez ideig még
nem.

A szintézishez sziikséges karbonsavakat (87 - 90) oxidaciéval allitottuk el a
megfeleld alkohol (10) és aldehid szarmazékokbdl (77 - 79) kiindulva, kivéve a 91
szarmazékot, melyet a 102 észter szarmazékbdl nyertliink j6 hozammal (11 abra).
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11 abra: i. KMnQ,, aceton; ii, NBS, (PhCO),0,, CCl,; iii. Nal, aceton, reflux; iv. 8% KOH,
MeOH
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A benzodioxan gydrirendszert tartalmazé inhibitorok eléallitast a 12. abran
ismertetem.

A karbonsavak kapcsolasa a tetra-O-acetil-b-glikopiranozil-aziddal (86) |6
hozammal szolgaltatta a kivant amid szarmazékokat, melyek elszappanositasa
metanolban natrium-metilat jelenlétében a védetlen szarmazékokat eredményezte.
Jollehet a 90 vegyulet racém formaban &llt rendelkezéslinkre azonban a reakci6
feldolgozasa soran a két sztereoizomert (100a és 100b) tisztan tudtok izolalni és
szerkezetlket NMR spektroszkopiaval igazolni.
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Ezen szarmazékok glikogén foszforilaz inhibitor aktivitisanak meghatarozasa
jelenleg is folyamatban van. Jelenlegi adataink szerint a 101 szarmazék esetében a
35 uM értéket kaptak a vegyullet inhibiciés alland6jara. A tovabbi mérések
folyamatban vannak, igy ezen eredmények kdzlése késébb varhato. [7]

5. 2-hidroximetil-2,3-dihidrobenzo[1,4]dioxin szarmazékok eléallitasa
hidrolitikus kinetikus rezolvalas segitségével.

Az optikailag aktiv szarmazékok szintézisére hidrolitikus kinetikus rezolvalas
(HKR) alkalmazéséaval kivantuk megoldani. A szintéziseink intermedierei minden
esetben az aromas gylrin szubsztitualt 2-(2,3-epoxipropenil)-fenil-acetat (pl.: 5, 6)
tipusu vegyulet, mely vegytletek termindlis epoxid gydrije irodalmi adatok alapjan j6
enantioszelektivitdssal nyithatd a kereskedelemben kaphaté Jackobsen tipusu
Cobalt(lll)salen katalizator jelenlétében nukleofilekkel. A reakciék soran mindharom
esetben j6 hozammal és magas enantioszelektivitassal (ee: 75-80%) tudtuk izolalni
az optikailag aktiv epoxidokat és a megfeleld diolokat. A mddszer optiméalasa
szubsztitualt szarmazékokra folyamatban van [8].
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