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1. Bevezetés
1.1. A cukorbetegségrol

A cukorbetegséget  korunk  egyik  legsulyosabb
betegségeként tartjak szamon. A huszadik szazad végétol
a cukorbetegséggel diagnosztizalt betegek szamaban
vilagszerte dramai novekedés figyelheté meg. A diabetes
mellitust krénikusan megemelkedett vércukorszint jellemzi,
¢s a nyugati tarsadalmak felnétt népességének mintegy 6%-
at érinti.! A kettes tipust diabetes (1d alabb) gyors terjedése
miatt 2010-re a betegek szama becslések szerint akar a 220
milli6é {6t is meghaladhatja. Ez 10 év alatt mintegy 46%-o0s
novekedést jelent,> ami — figyelembe véve a modszertani
bizonytalansagokat, illetve a nem diagnosztizalt eseteket
— feltehetden alabecsiilt érték.* A legjelentésebb novekedés
Afrika, Azsia és Dél-Amerika fejlodd orszagaiban varhato,
mig Eurdpa népessége kevésbé érintett.* Kiilondsen a hosszu
tava sz6vodmények, mint példaul latészervi, idegrendszeri,
vesemiikddési zavarok, de kiilondsen a sziv- és érrendszeri
betegségek miatt a diabetes az egyik leggyakoribb halalokka
valt.

Hazankban 2007-ben a 18 évesnél idésebb népességben
mintegy 690 ezer cukorbetegettartottak nyilvan.’ Anovekedés
az 1999. évhez képest ~87 %-os. ,,Valdszinlileg még kozel
félmillio6 embert érint a cukorbetegség ,.elészobdjanak™ is
nevezhetd allapot, a csokkent gliikoztolerancia allapota.”

A cukorbetegség két f6 tipusra oszthato: az egyes tipus vagy
inzulinfiiggd diabetes mellitus (IDDM — insulin-dependent
d. m.) autoimmun betegség, amit teljes inzulinhiany
jellemez, melyet kiilsé inzulin bevitellel kezelnek; a
kettes tipus vagy nem inzulinfiiggd diabetes (NIDDM
— non-insulin-dependent d. m.) jellemzbje az abnormalis
inzulin-kivalasztdas  és/vagy az inzulin-érzéketlenség,
mely esetekben a betegek vércukor szintjét elsésorban
diétaval, testmozgassal és hipoglikémids szerekkel,
illetve végsd soron itt is inzulin adasaval kontrollaljak.’
Napjainkban a kettes tipusu diabetes gyakorisaga tobb
mint 90 %.'? A jarvanyszer( terjedés oka valosziniileg
az, hogy — bar a betegséget genetikai eredetiinek vélik
— kialakulasaban egyéb, példaul kornyezeti, immunoldgiai
tényezok is szerepet jatszhatnak. Mindehhez hozzajarulnak
az ¢letmoddal kapcsolatos, ugynevezett ’civilizacids’
problémak, igy példaul az iil6 életmod, a rendszeres fizikai
igénybevétel hianya, az ellendrizetlen diétak, a nagyfoku
tultaplaltsag és az elhizas is.

Az elmult években a fiatalok illetve a gyermekek korében
is megjelent és terjed a kettes tipust betegség,” ami stlyos
egészségligyi ¢s gazdasagi terheket vetit elore a kdvetkezd
évtizedekre.31°

Annak ellenére, hogy szamos patomechanizmust vizsgal-
nak,'" a betegség kialakulasanak molekularis alapjai
ismeretlenek. A kettes tipust diabetes tiineti kezelésében
szamos oralis hipoglikémias szert (szulfonil-karbamidok,
biguanidin-szarmazékok, tiazolidindionok) alkalmaznak.'2!
A glikkozidaz inhibitorok (akarbdz, miglitol, vogliboz)
szintén széles kort alkalmazast nyertek.? Az ilyen tipust
kezelések célja, hogy beallitsak/kozelitsék a normal
fiziologias vércukorszintet, ugyanakkor ezeknek a szereknek
szamos karos mellékhatasuk is van, egyebek kozott fokozzak
a hipoglikémia veszélyét.”* Tovabba, ezek a szerek a betegek
30-40%-anal alkalmatlannak bizonyulnak.**

Sziikséges tehat Gj tipust terapias lehetdségek keresése, ami
a folyd kutatdsokban 1j inzulin kivalasztast segité szerek,
inzulin érzékenyitdk, glilkagon receptor antagonistak, a
maj glikdztermelését gatld szerek, kombinacids terapiak
vizsgalatat jelenti.!'?! Javaslatot tettek egy kizarolag a
helyes taplalkozason alapul6 terapiara is.*

Amajgliikoztermelésének csokkentésétcélzomodszerek?s 3335
koziil az egyik legigéretesebb a glikogén lebontasat katalizalo
glikogén foszforilaz (GP) enzim szelektiv gatlasan alapul.

1.2. A maj gliikoztermelése és a glikogén foszforilaz

A vérben 1évd gliikoz legfontosabb forrdsa a maj. Szamos
tanulmany szerint a maj glikoztermelése a kettes tipusu
diabetes esetében kozvetlen kapcsolatba hozhaté a
hiperglikémiaval.!26283637 A majban a glilkoz két wton
keletkezik: a glikogenolizis (a tarold poliszacharid, a
glikogén lebontasa) és glikkoneogenezis (a glikéz de novo
szintézise C-3 prekurzorokbdl) révén. A glikogenolizis a
m4j gliikoz termelésének tobb mint 70 %-at adja, azonban a
gliikoneogenezis®® soran képzddo gliikoz jelent6s hanyada is
beépiil a glikogénbe, mieldtt a vérbe jutna.®

A m3j glukdz termelésére enzimek Osszetett rendszere hat,
melyben a sebesség-meghatdrozo, fo szabalyozd enzim a
glikogén foszforildz (GP). A GP-nak, amely gliikdz-1-fosz-
fatot szabadit fel a glikogénbdl, csak a foszforilalt (GPa)
modosulatdban van jelentds aktivitasa. Tekintettel a glii-
koztermelés két utjanak fent emlitett kapcsolatara, a maj GP
gatlasaval a glikogenolizisbdl és a glitkkoneogenezisbdl szar-
mazé gliikkoztermelés egyidejiileg szorithatd vissza. 264041

Harom emlds GP izoenzim ismert: az ,jizom”, az ,agy”
és ,,maj” glikogén-foszforilaz, attdl fiiggden, hogy melyik
szovetbdl izolaltak Oket.*! Az enzimek dimer szerkezetiiek,
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két azonos, 97.5 kDa tomegli alegységbdl allnak. Tobb
enzim aminosav szekvencidja és rontgenkrisztallografia
val meghatarozott térszerkezete is ismert, igy pl. a nyul
vazizombdl (rabbit muscle GP, RMGP) és az emberi majbol
(human liver GP, HLGP) szarmazdé enzimek 72 %-o0s
homoloégidt mutatnak, katalitikus helyiik szerkezete pedig
azonos.** Ez, valamint a konnyebb hozzaférés magyarazza,
hogy a legtobb vizsgalatot az RMGP enzimmel végzik.

Az izoformak létezése felveti az inhibicid szelektivitasanak
kérdését: a vércukorszint csokkentése céljabdl a maj
izoen-zimet kell megcélozni lehetdleg a masik kettd
gatlasa nélkiil. Erre kérdésre is keresik a valaszt,*>* ¢és
az eddigi eredmények arra utalnak, hogy GP inhibitorok
jelenlétében nem kovetkezik be pl. silyos izomgyengeség.
Elkertilhetetlen azonban a szoveti szelektivitds tovabbi
tanulmanyozasa, éppugy mint a maj-specifikus glikogén
foszforilaz gatlok keresése.*>4¢
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1. Abra. A nyul vazizom glikogén foszforilaz (RMGPb) szerkezete a
koto-helyekkel és egy-egy, az adott helyhez kapcsolodod inhibitorral
(részletesebb magyarazat a szovegben).

A GP enzimekben szamos kotohelyet fedeztek fel az
enzim-inhibitor komplexek rontgenkrisztallografias
vizsgalataval (1. Abra): a katalitikus helyhez (Catalytic
site, mely tartalmazza az esszencialis kofaktort, a piridoxal-
foszfatot is) elsésorban a D-gliikéz és szarmazékai,
illetve mimetikumai kapcsolddnak; az allosztérikus (vagy
AMP) kotohelyen (Allosteric site) az aktivald hatasu
AMP, illetve a gatld hatasu glikoz-6-foszfat, tovabba pl.
dihidropiridin-disav, ftalsav, acilkarbamid, pentaciklusos
triterpenoid tipusu inhibitorok képesek kotddni; a glikogén
kotdhely (Storage site), amely fiziologids kortlmények
kozott a glikogénszemcsékhez vald kapcsolodasra szolgal,
maltopenta- és -heptadzt, valamint ciklodextrineket is be tud
fogadni; az inhibitor (vagy koffein) kotohelyhez (Inhibitor

site) purin szarmazékok, nukleozidok é&s nukleotidok,
illetve flavopiridol tipust vegyiiletek ko6tddnek; az 1j
allosztérikus (vagy indol) k6téhelyen (New allosteric site)
els6ként indolkarboxamidok kotddését figyeltek meg,
melyet kdvetett szamos tieno-pirrol-, indan- és kinolonvazas
vegytlet, illetve néhany D-glilkdz szarmazék esetén is
kimutathaté volt a kotédés ehhez a helyhez is a katalitikus
helyen kiviil; a benzimidazol kotéhelyen (Benzimidazole
site) eddig egyetlen 2-(B-D-gliikopiranozil)-benzimidazol
kapcsolodasat figyelték meg.**4

Ebben az attekintésben a GP katalitikus helyéhez kot6do
gliikozanalog gatloszerek szintézisét és szerkezet-hatas
Osszefiiggéseit foglaljuk Gssze. Bizonyos torténeti elemek
felvillantasa mellett els6sorban az utobbi évtized fontos
eredményeire koncentralunk. A GP mas tipusu vegyiiletekkel
torténd gatlasa tekintetében szamos Osszefoglald segiti a
téjékOZédéSt.26’35’40’41’47-50

2. A glikogén foszforilaz gliik6zanalog gatloi
2.1. N-gliikozil szarmazékok

Az N-acetil-B-D-gliikopiranozilamin®! (1. Tablazat, 7a) volt
az elsd, az alacsony mikromolos tartomanyban hatasos glii-
kézanaldog GP inhibitor. Szamos egyéb, N-acil-B-D-gliiko-
piranozilamin szerkezetl vegyiiletet (7) allitottak eld a 2.
abran vazolt szintézisutakon: az egyik gyakran alkalmazott
eljarasban a 4 per-O-acetilezett B-D-gliikopiranozil-azidbdl
Staudinger reakcidban foszfinimin intermediert képeznek,
amit izolalas nélkiil reagaltatnak savakkal, savkloridokkal
vagy savanhidridekkel a 7 amidokka.>? Alternativ szintézis-
utat kinal a per-O-acetilezett B-D-gliikopiranozilamin (1)
acilezése, melynek soran az egyik o nehézséget az ano-
merizacio jelenti.* A véd6esoportok tobbnyire Zemplén-
koriilmények kozott végzett eltavolitasa vezet a gatlo hatasra
vizsgalhat6 vegyiiletekhez (valogatas az 1. Tablazatban).

A 7a metilcsoportjaban végzett helyettesitésekkel (v6. 7b,
7¢) a gatlas romlik. A 7b trifluoracetamid a-anomerje (9) is
stabilisnak bizonyult (az N-acil-glikozilaminok konfiguracids
stabilitdsaval kapcsolatban 1d.%%), azonban gatlast nem
mutatott. Tovabbi B-anomer szarmazékok soraban dikar-
bonsavak monoamidjai koziil a 7d a legerdsebb gatld,
mig a metilészterek (pl. 7e) joval gyengébbek. Az oxalsav
szarmazékok kozott a sav (7f) és az észter (7g) hatdsossaga
felcserélodik, azonban mindkettd lényegesen gyengébben
gatol alapvegyiilethez képest. Nagyméretii oldallanc bevitele
(7h) szintén gyenge inhibitort ad. Az aromas amidok koziil
a 7i 2-naftil szarmazék az acetamidhoz képest szamottevéen
erOsebben kotddik, és ebben a sorozatban az aromas
csoport orientacioja (v6. 1- és 2-naftil, 2. Tablazat 1. sor) is
Iényegessé valik. A teljes homoaromas rendszer fon-tossagat
1,4-benzodioxan-karboxamidok sorozata bizonyitja, melyek
koziil a legjobb gatlo a 7j vegyiilet.

A 4 azid trimetilfoszfittal a megfeleld N-B-D-gliikopira-nozil-
foszforamidatot adja, amely a véddcsoportok eltavolitdsa
utan a megfelelé 10 tesztvegyiiletet eredményezi.®* Az N-
acetil-pB-D-gliikkopiranozilamin acil részének foszforil cso-
portra torténd cseréje a gatlas jelentds romlasahoz vezet.>
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2. Abra. N-Acil-B-p-gliikopiranozilaminok és N-szubsztitualt-N’-B-p-gliikopiranozil-karbamidok eldallitasa.

Az N-acetil- és  N-benzoil-N’-B-D-gliikopiranozil-
karbamidokat™ (2. Tablazat, 4A) elszér az alabb
targyaland6  spiro-hidantoinokkal analdég vegytletek
lehetséges prekurzoraiként allitottuk elé. Bar a tervezett
fotokémiai gytirlizarasok mas reakcidutak eldtérbe kertilése
miatt nem valdsultak meg,”’ a vegyiiletek varatlanul
kivalo GP gatloknak bizonyultak.’® Ez inditotta el azt a
vizsgalatsorozatot, mely-nek soran a D-gliikopiranozil
egység ¢s kiilonb6zd aromas csoportok kozé 3-6 atombol
allo, az amidcsoporttal analdg, illetve azt helyettesitd
kapcsoldelemeket épitettiink be, és vizsgaltuk a vegytiletek
gatld hatasat (2. Tablazat).

Védett N-szubsztitualt-N’-B-D-gliikopiranozil-karbamidokat
(6 R’ = alkil, aril, aralkil; 2. abra) a 4 azidbol kiindulva az §
karbodiimid koztitermék savkatalizalt vizaddicidjaval, illetve
az 1 glikozilamin és a megfeleld izocianat addicidjaval
allitottunk ¢18.% N-Acil-N’-B-D-gliikopiranozil-karbamidok
(6 R’ = alkanoil, aroil, aralkanoil; 2. abra) nyerésére a 4
azidbol modositott Staudinger reakcioval® eldallitottuk
a  per-O-acetilezett ~ N-B-D-gliikopiranozil-karbamidot
(8), melyet savkloridokkal katalitikus mennyiségii ZnCl,
jelenlétében acileztiink.’”* Egy masik uton az 1 gliikkopirano-
zilamint in situ a 2 izocianatta alakitottuk,®’ melyet magas
homérsékleten savamidokkal reagaltatva kaptuk a 6 (R’
= acil) karbamidokat.” A véddcsoportok eltavolitasat
bazis- vagy savkatalizalt atészteresitési kortlmények
kozott végeztilk, azonban az acilkarbamidok esetében
mindig fellépett az acilcsoport részleges lehasadasa. Ezt a
zavard mellékreakciot a 3 B-D-gliikopiranozilammonium-
karbamat®  alkalmazasaval kiiszoboltiik ki, melynek
alkalmazasa nélkiil kaptuk a célvegyiileteket.> Az N-
fenil-N’-B-D-gliikopiranozil-biuretet® (2. Tablazat, 14A)
a 2 izocianat és fenilkarbamid, az N-2-naftoil-N’-B-D-

gliikopiranozil-biuretet” (2. Tablazat, 16D) pedig a 8
gliikopiranozil-karbamid és 2-naftoil-izocianat reakcidjaval
allitottuk elé. A véddcsoportokat a Zemplén-mddszerrel
tavolitottuk el.

Az enzimkinetikai eredményeket a 2. Tablazatban foglaltuk
Ossze a vegyliletek azon valogatasara, melyek a legfontosabb
kovetkeztetéseket megalapozzak. Az 1., 2., 4., 14. és 16.
sorok Osszehasonlitasabol lathato, hogy az acil-karba-mid
szerkezetli kapcsoldelem esetén a legerdsebb a gatlas, ennél
révidebb, vagy hosszabb kotdelemek kevésbé hatékony
vegyiileteket eredményeznek. A 2.-3., 4.-5., 4. és 12.-13,,
illetve a 14.-15. sorok 6sszevetése arra utal, hogy tetraéderes
atom bevitele (CH, vagy SO, csoport formajaban) igen
jelentds aktivitas-csokkenést okoz.

Ebbol a kotéelem merev szerkezetének sziikségességére
kovetkeztethetink. Ezt alatamasztjadk a  6.-8. sorok
eredményei is. A 4. és 9.-11. sorok Osszehasonlitasaval
megallapithatd, hogy csak a B-D-Glc -NHCONHCO-Ar
szerkezet mutat szdmottevd aktivitast, tehat a kapcsoldelem
barmely konstitucids izomerjével valo felcserélése nem
lehetséges. Az A-D oszlopok &sszevetése alapjan azt
aromas rész jelenléte kedvez a gatlds erdsodésének,
amennyiben a 2-naftil szarmazékok mutatjadk valamennyi
vegyiiletcsoport esetén a legjobb inhibiciot. Az N-2-naftoil-
N’-B-D-gliiko-piranozil-karbamid (2. Téablazat, 4D) volt a
gliikozanaldg vegyiiletek korében az elsd nanomdlos GP
inhibitor.

Az 1,4-diszubsztitualt  1,2,3-triazolok  regioszelektiv
szintézise elegans megoldasanak, a Cu(l) katalizalt azid-
acetilén cikloaddicionak™ (CuAAC) a térnyerése révén egyre
szaporodnak az amid és az 1,2,3-triazol kotéelemek méret-,
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dipolusmomentum- ¢és H-kotés akceptor sajatsagainak
eredmények.””’ E hasonldosagot kivantuk vizsgalni a GP
inhibitorok esetében, ezért harom 1-D-gliikopiranozil-1,2,3-
triazol vegyliletsorozat szintézisét végeztik el a 3. dbran
vazolt modon.”® A 4 B-D-, a 12 a-D-gliikopiranozil-azidok
és a 14 (B-D-gliiko-hept-2-ulopiranozilazid)onamid vizes
kozegben in situ generalt Cu(l) katalizalta cikloaddicioval
szolgaltatta a megfeleld 11, 13 és 15 triazolokat, melyekbdl
az acil véddcsoportokat Zemplén-koriilmények kozott
tavolitottuk el.

1. Tablazat. N-Acil-B-D-glitkopiranozilaminok gatlé hatasa nyul vazizom
glikogén foszforilaz (RMGP) b enzimre.
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Szamottevo gatlast csak a 11 sorozatban észleltiink, néhany
inhibitor-allandét a 2. Tablazat 17. soraban tiintettiink fel. Az
adatokat az 1. sorban 1évé amidokéival dsszevetve lathato,
hogy elfogadhatd hasonldsdg van a gatlds erdsségében.
E vegyliletek RMGPb enzimmel alkotott komplexeinek
rontgenkrisztallografiai vizsgalata azt mutatta, hogy a
kotodés tobb esetben igen nagyfoku szerkezeti analogiat,
sOt azonossagot is mutat a megfeleld amid-triazol paroknal,

ami megalapozza az amid-1,2,3-triazol bioizosztéria
érvényességét a GP esetében.”
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3. Abra. 1-(D-Gliikopiranozil)-1,2,3-triazolok eléallitésa.

Mas tipusu N-B-D-gliikopiranozil-heterociklusok kérében is
talaltak mikromolos GP inhibitorokat.” E nukleozid tipusa
vegytleteket penta-O-acetil-B-D-gliikkopiranéz és szililezett
pirimidin illetve purinszarmazékok Gsszekapcsolasat kove-
td Zemplén-féle dezacetilezéssel allitottak eld; a leghaté-
konyabbakat a 3. Tablazatban mutatjuk be.

Ujabban vizsgaltdk a B-D-glitkopiranozil-izotiocianatbol
nyerhetd 4-(B-D-glitkopiranozil)-tioszemikarbazonok®3! (4.
Tablazat) gatlo hatasat, amely az aromas rész szerkezetétol
fliggden tobbnyire az alacsony mikromolos tartomanyba
esett.?8

2.2. Gliikopiranozilidén-spiro-heterociklusok

A 18a glikkopiranozilidén-spiro-hidantoin (5. Tablazat)
volt a korai inhibitor-keresés legnagyobb sikere.®* Az
RMGPb-18a komplex rontgenkrisztallografiai vizsgalata
ramutatott az erés kotddés szerkezeti okaira: a) H-kotés
az N(7)-H és a katalitikus hely kozelében 1évé His377
félancban 1évé karbonilcsoportja  kozott (illusztraciojat
Id a 4. Abran); b) a spiro-hidantoin gytriirendszer merev
szerkezete, amely a kotddés sordn csak elhanyagolhatd
mértékii  konforma-cidsenergia-veszteséget szenved el;c)
a hidantoin beilleszkedése H-hidak révén a meglévd
szerkezeti vizmolekuldk haldzatdba.”® A 18a hidantoin
eloallitasara tobb szintézist is leirtak %% azonban
tovabbi bioldgiai vizsgalatokhoz sziikséges mennyiséget
nem sikertilt késziteni, mivel a 18a és a 22 spiro-
epimerek egyiittesen keletkeztek, és az utdbbi bizonyult a
foterméknek. Hasonld tapasztalatokat szereztiink a 20—
16—17 (R = Ac) atalakitasokat kovetd, cianationokkal
végzett gylriizarasi reakcidban is, ahol a védett 18a és 22
1 : 10 aranyban keletkeztek.®%” A 17 brém-amid tiocianattal
végzett atalakitdsa azonban csak a 19 tiohidantoin epimert
szolgaltatta. Ezt a sajatos sztercoszelektivitast mechanizmus-
vizsga-latokkal értelmezni tudtuk.
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2. Tablazat. N-Acil-B-D-gliikopiranozilaminok, N-szubsztitualt-N -B-D-gliikopiranozil-karbamidok és analdg vegyiiletek gatld hatdsanak dsszehasonlitasa
nyul vazizom glikogén foszforilaz (RMGP) b enzim esetén (K, [uM])

OH Ar
HO/&&/Iinker—Ar
HO A B C D
OH
CHj
Sorszam linker (kapcsoloelem)
1. NHCO g 8 1917 10"
o) 4500 (IC, )"
S 1440 4447 137
2. NHCONH £ 18% - 350% (IC,) 5.2%
[}
3. NHCOCH, - 1100 (IC,) " - - -
4. NHCONHCO 4.6 2.3% 10°7 0.35%7
5. NHCONHCH, 42 % (1 mM)* - - -
6. NHCOCH,CH, 857 - - -
7. NHCOCH=CH 18" - - 3.5M
8. NHCOC=C 627 - - -
9. NHCOCONH 100% - 144% 56%
10. CONHCONH No inh.% - - -
11. CONHNHCO 22% (3. 75 mM)® - - -
12. NHCONHSO, g - 6200 (IC, ) - -
13. NHSO,NHCO s - Nem gitol*” - -
14. NHCONHCONH g 757(0C,) - - -
=]
15, NHCONHCOCH, - 600% - - -
16. NHCONHCONHCO g - - - 45 % (625 uM)*”’
o
~
17. N/N/ 1517 - 1367 167
N=N
3. Tablazat. N-(B-D-Gliikopiranozil)-heterociklusok gatlé hatasa nyul 4. Tablazat. 4-(B-D-Gliikopiranozil)-tioszemikarbazonok gatl6 hatasa nyul
vézizom glikogén foszforilaz (RMGP) b enzimre” (K, [uM]). véazizom glikogén foszforildz (RMGP) b enzimre (K, [uM])

on OH
N NeHetros {4
1O N-Heterociklus HSE&&/N N. 2~

OH on I

H NH, _
O N NH N
OYN © Y\j/ 2 «NfN H 33% Cl26%
N~ N~ N N/) R Br 49 Me 101%
/
| N 105% © 8 % (625 pM)®
6.1 7.7 315 0 i
N | )—NO,
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5. Tablazat. Gliikopiranozilidén-spiro-heterociklusok eldallitasa és a leghatasosabb inhibitorok gatlo hatasa nyul vazizom glikogén foszforilaz (RMGP) b

enzimre.
_R=H K [uM]
OR OR OR X=0 i
O O H 18 H 3,18
RISN=Q_ConH, _ R oo, B ;
OR ROB RO /E X 18b OH 43'9287
16 17 18X - °o” N 18c  NH, 146"
19%=8 R 184 CH, 1200
c + 18¢  NHAc 55087
X=S$
19 H 5.16
i or % o
RE&TE&Z&L/CN _d, Rggjé&;gb/CHﬂ¢NHTs RRo ~
OR OR O\ NH
105%
e
OR OR OR
RO 0 f RO Q g RO o)
RO RO RO
RO “O RO ROl >R 252 fenil 20%
23 24 25 o\N 25b  2-naftil 0.63%

‘R=Ac,Bz,Bn—>H’

OAc OAc
AcO Q AcO’jE&:é&/ '
Aco/éw SH _h, AcO X \r R
OAc OAc |
26 27X=S HO’
28 X = NH

OR
. RO O X
- = RO H 91,92
RO />—R' 29a fenil 26
O~ 29b  2-naftil  0.16"
29X=8S N
[30 X = NH]

tautomerizacio

OAc /pontén
AcO

1
®)
o:|:

AcO _N
C />—R'

31 O~N

Reakei6-koriilmények: a) Br,, K,CO,, CHCL, hv, reflux; b) AgOCN ill. KSCN, CH,NO,, 80 °C, N, atm.; ¢) HBr, AcOH, 20 °C; d) Raney Ni, NaH,PO,,
TsNHNH,, AcOH, H,0, piridin, 20 °C; ) NaH, dioxan, reflux; f) 2-etdnszulfonilbenztiazol, LIHMDS, -78 °C, DBU, THF; g) ArC(Cl)=NOH, Et,N,
CH,CI,, 20 °C; h) ArC(CI)=NOH, Et,N, CH,Cl,, 20 °C; i) NBS, CHCL,, hv, reflux.

H
N
His377 ) N
N
! %
H /
6 P
H
HO 0] 17\
HO N
HO| >=0(S)
g N
H

4. Abra. A gliikopiranozilidén-spiro-hidantoinok (18, 19) kétédése a GP

katalitikus helyén. A His377 aminosavval kialakul6 H-hidak, kiemelve az
N(7)-H-O=C hidrogénkotés. Analég H-hidak az N-acil-B-p-gliikopirano-
zilaminok (7) kotddésekor is megfigyelhetok.

AD-gliikdzbdl kiinduld és a20—16—17—19 atalakitasokkal
végz0d6 reakcidsor 0Ossz-hozamat benzoil (R = Bz)
véddcsoportok alkalmazasaval mintegy 30 %-ra tudtuk
emelni az R = Ac sorban kapott ~3 %-kal szemben.”>*°
Mivel a 18a és a 19 hidantoinok gyakorlatilag azonos gatlast
mutattak, és a kotédés szerkezeti jellemzoi is azonosnak
bizonyultak,’” megnyilt az it a tovabbi bioldgiai kiértékelés
el6tt.” A hidantoinban végzett tovabbi helyettesitések (18b-
e) a gatlas nagyfoku gyengiilését hoztak, aminek értelmezését
krisztallografiai®” és szabadenergia perturbacios analizissel’®
adtdk meg. A spiro-hidantoinok teriiletén végzett kiterjedt

egyéb vizsgalatokat illetéen kordbbi Osszefoglaldkra
utalunk.*%
Az RMGPb-spiro-hidantoin  komplexekben kialakuld

N(7)-H-O=C(His377) H-hid a 7 N-acil-B-D-gliikopiranozil-
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aminok kotédésében is kiemelt szerepet jatszik.®® Nem
alakul ki analég H-kotés N-acil-N’-B-D-gliikopiranozil-
karbamidok kapcsoldodasa soran,™® a gatlas azonban egy
nagysagrenddel er6sebb (v6. a 2. Tablazat 1. és 4. sorat). Ez
arra utal, hogy — kiiléngsen a nagyméretii aglikonok esetén
— e H-hid hatésat jelentdsen felillmuld kolcsonhatés alakul ki
a gatloszer és az enzim kozott, ami a tovabbi inhibitor-terve-
zésben felhasznalhato.

Az elobbi megfigyelések alapjan az inhibitor-tervezés ujabb
fazisaban a kovetkezokre alapoztunk: a molekula a) legyen
merev, az anomer centrumon spiro-biciklusos szerkezett,
lehetbleg ottagu (hetero)ciklussal; b) ne tartalmazzon

25

(bar ennek jelenléte eldnyos is lehet); c) tartalmazzon
megfelelden orientalt, nagyméretli aromas csoportot a H-hid
hianyanak kompenzalasara.

E tervezési elvek érvényességét elsdként a 29 spiro-oxa-
tiazolinok esetén bizonyitottuk, melyeket a 26 1-tio-p-D-
gliikkopiranoz és in situ generalt nitril-oxidok addicidjaval
kapott 27 oa-oximino-tioéterek oxidativ gyirizarasaval
allitottunk ¢16.”" A H-kotés-donor 30 spiro-oxadiazolinok
elkészitése a megfeleld 28 amidoximokbol sikertelen maradt,
mivel a piranozgytri felnyilasaval 31 és tovabbi oxidaciods
termékek képzddését tapasztaltuk; ennek magyardzata a
kialakulé 30 biciklus heterogytlrtijének aromatizacioja

foltétleniil H-kotés-donor csoportot a His377 iranyaban lehet.”
OR N-N OR -N OR N-O
RO 0 RO N RO N
OR OR OR
32 33 34
RCH(=NOH)CI, Et;N ‘
R'COCI + - R'COCI
— [RC=N-0]
OR N-NH OR OR N”OH
RO RO
OR N OR Nk
35 HZN]@ 20 36
HS EtSH HBr, AcOH
HCI
OR N@ OFé NH.HCI OFE)
RoN=Q L RonQ L RINQ_CONH
RO SEt RO 2
RO e S OR OR
37 H2N© 38 39
PhNCO (neat) NO
T/ reflux CHjClz
R R AN
RMN RO J\ RO COOH
OR oR N N OR
H H
40 41 42

OR
tR=Ac,Bz,Bn—>HJ RO oR Hz
(@)

PhCONHNH,
DCC, CH,Cl, . t.

43

5. Abra. C-B-p-Gliikopiranozil vegyiiletek elallitasa.
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A fenti meggondolasokat igazolta a 25 spiro-izoxazolinok
elballitasa is.!” Ennek soran a 23 (R = Bn) per-O-benzi-
lezett glikonolakton Julia-olefinezésével kapott 24 (R =
Bn) exo- glﬁkél és in silu képzett nitril oxidok 1,3- dipoléris
A benzil védbécsoportok h1dr0gen011t1kus eltavohtasakor
azonban a heterogyliri O-N kotése is hasadt, ezért az
exo-glikalt per-O-acetilezett szarmazékka (24, R =
Ac) alakitottak, melynek el6bbi cikloaddicioja, majd
Zemplén szerint végzett elszappanositdsa adta a 25 (R
= H) izoxazoli-nokat.” A per-O-acilezett exo-gliikalok
(24, R = Ac, Bz) joval egyszeriibb eldallitasa a 20—21—
24 1ton anhidroald6z-tozilhidrazonok Bamford-Stevens-
reakcidjaval torténhet.!0!-102

Mindkét gliikopiranozilidén-spiro-heterociklusos sorban
a 2-naftil szarmazékok (25b, 29b) nanomdlos gatloknak
bizonyultak, a gatlas er6s6dése a fenil szarmazékokhoz
(25a, 29a) viszonyitva mintegy két nagysagrendnyi.

2.3. C-B-p-Gliikopiranozil vegyiiletek

A C-gliikozil szerkezeti vegyiiletek kozil a 39 anhidro-
aldonamidot (5. Abra), valamint néhany, nitrogénen
helyettesitett szarmazékat vizsgaltak a GP inhibitoraként:
mig 39 mérsékelt gatld hatasu volt (6. Tablazat), N-metil
szarmazéka mintegy haromszor erdsebbnek bizonyult,
szamos mas N-szubsztituens esetében azonban kozel azonos
vagy joval gyengébb gatlas mutatkozott.'”

6. Tablazat. C-(B-p-gliikopiranozil)-heterociklusok és prekurzoraik gatld hatasanak sszehasonlitasa nytl vazizom glikogén foszforilaz (RMGP) b enzim

esetén (K, [uM]).

OH
HO Q
H(&@/R

OH r\;’N\H OH N@
TSNl
HO N HO X

OH OH OH
37 X=S$
229]04
20 R=CN 1301
76107
36 R=C(=NOH)NH, Nem gétol 35 Nem gatol'®*
40 X =NH
39  R=CONH, 440
1 1104
9107
N~N 0N OH N-Q
R w >\R' >\Rl How />\R'
HO N
OH OH
32a 2120
CH, 34a Nem gatol
: 14517
33b 27100
32b 10 % (625 pM)'©s 34b 10 % (625 pM)!%
64105
OO 32¢ 10 % (625 pM)'%s 33c¢ 19105 34c Nem gatol
32d 10 % (625 pM)'% 33d 2.4105 34d 38106

Az els6 GP inhibitorként kiprobalt C-gliikozil-heterocik-
lusok a 32 1,3,4-oxadiazol, a 35 tetrazol, a 37 benztiazol és a
40 benzimidazol voltak.!** E vegyiiletek szintézisének k6z6s
kiindulasi anyaga a 20 per-O-acetilezett vagy —benzoilezett
anhidro aldononitril (B D- glﬁkopiranozil cianid) A 20
nyertik az 5-B-D- glukoplranozﬂ tetrazolt (35), melyet
savkloridokkal acilezve N-acil-nitrilimin intermedieren
keresztil kaptuk az 5-B-D-gliikopiranozil-2-szubsztitualt-
1,3,4-oxadiazolokat (32). A 20 nitril és 2-amino-tio-fenol
gyliriizarasi reakcidjaval kaptuk a 2-B-D-gliikopira-nozil-
benztiazolt (37). Az analog reakcio 1,2-diamino-benzollal

sikertelen volt, de a reaktivabb 38 tioimidat soval elvégezve
az atalakitast a vart 2-B-D-gliikkopiranozil-benzimidazol (40)
keletkezett.

A 20 gliikozil-cianidbdl kiindulva mas oxadiazolokat is
eloallitottak. /n situ generalt nitril-oxidokkal torténd 1,3-
dipolaris cikloaddicidval nyerték a 3-szubsztitualt-5-p-D-
glitkopiranozil-1,2,4-oxadiazolokat (33).'°%1% A forditottan
helyettesitett,  5-szubsztitualt-3-B-D-gliikopiranozil-1,2,4-
oxadiazolokat (34) a 20 nitrilbdl hidroxilaminnal képzett 36
amidoxim savkloridokkal végzett gytriizarasaval kaptak.'°
A véddcsoportokat valamennyi oxadiazol szarmazékbol a
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Zemplén-modszerrel eltdvolitva képzddtek az inhibitorként
vizsgalhatd vegyiiletek (6. Tablazat).

A 20 cianidbol allitottuk elé az N-acil-N’-B-D-gliikopira-
nozil-karbamidok konstitucids izomereit: a savkatalizalt
hidratacioval kapott 39 amidot fenil izocianattal a 41
forditott” acil-karbamiddd, mig nitrozalassal a 42 anhidro-
aldonsavva alakitottuk, mely utobbit benzhidraziddal
kapcsolva a 43 diacil-hidrazin szarmazékot nyertiik. A
védocsoportok eltavolitasaval keletkezett vegytiletek gyenge
gatloknak bizonyultak, a kinetikai vizsgalatok eredményeit a
2. Tablazatban tuntettiik fel (41 = 10A, 43 = 11A).

A vegyiiletek enzimkinetikai vizsgalata (6. Tablazat) azt
mutatta, hogy a p-D-gliikkopiranozil-cianid (20) gyengén
kotodik, mig a H-ko6tés donor tulajdonsaga C-(B-D-gliiko-
piranozil)formamidoxim (36) és az 5-B-D-gliikopiranozil-
tetrazol (35) inaktivnak bizonyult.

Altalanossagban elmondhaté, hogy a hirom oxadiazol
sorozat (32, 33, 34) koziil a 33 vegyliletek a legaktivabbak.
Itt is érvényesiil a kordbban (pl. az N-acil-B-D-gliikopira-
nozilaminok és az N-szubsztitualt-N -B-D-gliikkopiranozil-

karbamidok esetében, 1d. 2. Tablazat) megfigyelt tendencia,
mely szerint az erGs kotddés érdekében a heterociklus
szubsztituensének  nagy méretlineck ¢és  megfeleld
orientaltsagiinak kell lennie: a 2-naftilcsoport elonydsebb a
fenillel és az 1-naftillal szemben.

Az anomer centrumhoz kozvetlentil kapcsolodd kondenzalt
aromas rendszereket tartalmazo vegytiletek, mint a 37
benztiazol és 40 benzimidazol kotddése is megerdsiti
a nagyméretii aromas gyUrlrendszer fontossagat. A 40
benzimidazol erésebb gatlasa az imidazol NH ¢és az enzim
His377 oldallanca kozotti H-kotéssel magyarazhato, ami a
benztiazol esetében nem johet 1étre.'”’

Szamos egyéb, tobbségében C-gliikkozil vegyiiletet
is vizsgaltak a GP gatlas szempontjabdl, melyeket a
7. Téblazatban foglaltunk 0Ossze. A 44-46 C-glikozil
szarmazékok nagyon gyenge inhibitoroknak bizonyultak,!%
mig a 47 ciklopropan inaktiv volt.'” A 48 C-gliikozil-
butenon,'® amely egy nagyobb sorozat legjobban gatld
tagja, analog szerkezetlinek tekinthetd a 2. Tablazat 7D
amidjaval (az amid NH-csoportot ebben CH, helyettesiti).

7. Tablazat. Kiilonboz0 gliikkdzszarmazékok gatlé hatdsa nyil vazizom glikogén foszforilaz (RMGP) b enzim esetén (K, [pM]).

OR 0
OH
44R=H 900"
O"C|) HO (@) 1300108
HO 45R=Me  Nem gatol!® HO
HO OH
OH (0]
OR 46
% 7 2 > 9@
HO 0 HO Q
HMNJ\% Nem gatol (625 pM)'* HO X
OH H OH )
47 48 52 % (100 pM)! 10
R R R- © \
OH N-Q OH N-O SN
[ 5 & SIS
HO N HO N N~
R' OH HO
625 uM-ban YR =H 10%" S50R’=R  35%!" 51R°=H  Nem gétol" 52R°=R 30 %"
x= OH
53 OEt 21 % (625 pM)'? HO 0] SO.NH
OH 54 SPh Nem gétol (625 uM)'"3 HO OH 2
HSO Q. _x 55 NHPh Nem gitol (625 uM)'™ 59
HOCONH2 56 N, 1800"4
54  NHCOMe 3104
Nem gatol (625 uM)''2
58  NHCOOMe 16%

*Az enzimtipus nincs megadva.

A gatld hatas kozvetlen Osszehasonlitasa nem lehetséges,
mivel a kézleményben nem szerepelnek az enzimre és a
kinetikai vizsgalatra vonatkoz6 adatok.

A szénhidrat-fehérje felismerési folyamatokban gyakori
multivalens kotddést vizsgaltak az egy, illetve harom gliik6z
egységet tartalmazo 49-50, illetve 51-52 vegyiiletparokkal .!!!
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Szamottevo gatlas egyik esetben sem mutatkozott, azonban
a haromértékii vegyiiletek erdsebben kotédtek az enzimhez
az egyértékiickhez viszonyitva. Szerkezeti vizsgalatok
hianyaban egyelére nem latszik bizonyitottnak, hogy a
multivalens kotédes ténylegesen az aktiv helyen kovetkezik-
e be, vagy egyéb kolcsonhatasok 1épnek fel a nagymérett
molekula és az enzim kozott.

Az 53-58 (B-D-gliiko-hept-2-ulopiranozil)onamid tipusu
vegyliletek kozil csak az 58 karbamat mutatott
jelentékenynek mondhatd gatlast. Az altalunk elsdként
eléallitott 59 gliikozil-szulfonamid a szokésos koncentracio
tartomanyban nem gatolta az enzimet.'"?

3. Kovetkeztetések

A glikogén foszforildz gatlasat vilagszerte jelentds erdkkel
vizsgaljak akadémiai és ipari kutatohelyeken egyarant. E
munka intenzitasat jol példazza, hogy a legutdbbi nagy
Osszefoglalo munka?’ adatgyljtésének lezarasa, 2008
kora tavasza 6ta mintegy 60 ujabb publikacid jelent meg
tobb 11j gatld hatast vegyiiletcsoportot is bemutatva. Ezek
koziil a glikdzanalog vegytiletek legfrissebb képviseloit is
szerepeltetjiik ebben a cikkben.

Anagy szamu gliikdzszarmazék analizisébol szarmazo fontos
kovetkeztetés, hogy nagyméretli, megfelelden iranyitott
hidroféb csoportok jelenléte nanomolos gatlast eredményez
tobb  alapvazon is  (N-acil-N’-B-D-gliikopiranozil-
karbamidok, gliikkopiranozilidén-spiro-oxatiazolinok, ¢és
-izoxazolinok). Ezért az inhibitor-tervezés és -szintézis
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egyik kovetkezd feladata az lehet, hogy e csoportoknak az
enzimmel valo kolcsénhatasait felderitve (krisztallografia,
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ulopyranosyl)onamid derivatives, and S-B-D-glucopyranosyl
sulfonamide are described and structure-activity relationships are
analyzed. A most important conclusion drawn from investigation
of a large number of glucose derivatives is that the presence of
a large, suitably oriented hydrophobic group results in nanomolar
inhibitors on several skeletons (N-acyl-N’-B-D-glucopyranosyl
ureas, glucopyranosylidene-spiro-oxathiazoles, and -isoxazo-
lines). Next steps of the inhibitor design should be based on finding
out essential interactions of these groups with the enzyme (by
protein crystallography and NMR methods), design of appropriate
substitution patterns (by computational chemistry and molecular
docking methods). Equally important is the search for other
skeletons. Provided sufficient tissue selectivity can be achieved,
inhibition of GP can be expected to become a powerful therapy for
type 2 diabetes.
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