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1. Bevezetés

Akadémiai doktori értekezésemben a PhD fokozatszerzés utdn végzett kutatdsaim
legfontosabb eredményeit mutatom be. A kutatomunkat az MTA-DE Szénhidratkémiai
Kutatocsoportnal végeztem, ami 1996-ban alakult Liptak Andras vezetésével a Debreceni
Egyetem (akkor Kossuth Lajos Tudomanyegyetem) Biokémiai Tanszékén, majd 2005-ben
Antus Sandor iranyitasa alatt a Szerves Kémiai Tanszékhez csatlakozott."?

A dolgozat targya oligoszacharidok kémiai szintézise. Ma mar kozismert tény, hogy a
sejtek feliiletén glikoproteinek vagy glikolipidek forméjdban megjelend oligoszacharidok
szamos alapvetd biologiai folyamatban kulcsszerepet jatszanak mint informaciéhordozok.>* A
szénhidratok részvételével zajldé bonyolult biokémiai folyamatok felderitéséhez
nélkiilozhetetlenek a szintetikusan eldallitott természetes és modositott oligoszacharidok,
ezért a szintetikus oligoszacharidkémia a szénhidratkémia rendkiviil fontos és dinamikusan
fej16do tertilete.

Egyetemi hallgatoként csatlakoztam a Liptdk Andrds vezette szénhidratkémiai
iskolahoz, ahol abban az idében elsésorban az acetal véddcsoportok vizsgalataval, valamint
bakterialis oligoszacharidok kémiai szintézisével foglalkoztak. Ebben a t¢émakorben szereztem
PhD fokozatot Liptdk Andras témavezetésével. Ezt kovetden is folytattam a szénhidratok
acetaljainak  szintézisére és  regioszelektiv  atalakitasara, valamint természetes
oligoszacharidok eléallitasara iranyuld munkat. Emellett az anionos szénhidratok szulfonsav
mimetikumainak szintézisével is foglalkozni kezdtem, amit novekvo érdeklédéssel és
intenzitassal folytatok.

A glikozilezési modszerekrél és az oligoszacharidok szintézisekor alkalmazott
stratégiakrol,>™® valamint a véd8csoportok szelektiv kialakitasarél és eltavolitasarol™® 2
szamos Osszefoglald mil sziiletett. Ennek ellenére, az oligoszacharidkémidban kevésbé
otthonos olvasé szamara a dolgozat elején nagyon roviden attekintem a teriilet irodalmat.
Ezutan sajat kutatdsainkat mutatom be harom fejezetben. Az elsd részben ndvényi eredetii
elagaz6 lancu arabinogalaktanok eldallitasat ismertetem; a masodik és a harmadik részben a
kiilonbozd biologiai szabalyozasi folyamatokban meghatarozd szerepet jatszd negativ toltésti
szénhidratok (pl. szialil Lewis X, heparin) szulfonsav mimetikumainak eléallitasarol irok. A
fejezetek harmas tagolasuak, el6szor targyalom az adott teriilet biologiai hatterét, ezt kovetden
imertetem a kozvetlen szintetikus elézményeket, végiil sajat kutatasainkat mutatom be. A
dolgozat kisérleti részt nem tartalmaz, mivel a bemutatott eredmények kisérletes kozlemények

¢és doktori értekezések formajaban mar publikélasra keriiltek.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az oligoszacharidok biologiai szerepe és kémiai szintézisiik jelentosége

A szénhidratok a legnagyobb valtozatossagot mutaté biomolekuldk. A valtozatossag
elsddleges forrdsa az, hogy a polifunkcios épitéelemek Osszekapcsolodasa glikozidos kotéssel
nagyon sokféleképpen valosulhat meg: a donor molekula glikozidos szénatomja az akceptor
barmelyik hidroxiljaval 6sszekapcsolodhat, ami regioizomereket eredményez, raadasul a
kotés a glikozidos centrumhoz a- vagy P-oldalrdl is csatlakozhat, igy minden regioizomer
kétféle (a glikozidos centrumok Osszekapcsolodasanal haromféle) sztereoizomer formaban

keletkezhet (1. abra).

a,p
o, l

a,
OH \ OH P
HO o /—; , HO o op / D-glikopiranozil-a.,-D-glukopirandz, 8 izomer
HO OH HO OH D-glikopiranozil-D-glukopiranozid, 3 izomer
OH / OH (0t, o, BP)

o.p
o.p

1. abra. Gliikkopiran6z molekulak 6sszakapcsolodasa diszacharidda

Tovabb noveli a valtozatossagot a monoszacharid épitéelemek nagy szama; a kiilonb6z6
monoszacharidok elsdsorban az alkoholos hidroxilcsoportok térallasdban kiilonboznek, de
tartalmazhatnak a hidroxilon kiviil egyéb funkcidés csoportokat is (aminOcCSoport,
karboxilcsoport). Ujabb szerkezeteket eredményez az, hogy egy adott cukor kiilonbozé
gyliriméretekben (pirandz, furanéz forma) és nyilt lanct formdban is eléfordulhat. Az 1.
tablazat bemutatja, hogy azonos szamu monomerbdl elvileg hanyféle oligopeptid és
oligoszacharid izomer épithetd fel.* (Az oligoszacharid-izomerek szama csak a piranozgytiris

formakon alapul.)
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Osszetétel Peptid oligoszacharid
(csak piran6z forma)

Dimer AA 1 11

Trimer AAA 1 120
Tetramer AAAA 1 1424
Pentamer AAAAA 1 17872

Dimer AB 2 20

Trimer ABC 6 720
Tetramer ABCD 24 34560
pentamer ABCDE 120 2144640

1. tablazat. Oligopeptid- és oligoszacharid-izomerek lehetséges szama

Ez a rendkiviil nagy variacios képesség teszi alkalmassa a szénhidratokat arra, hogy a
biologiai felismerési €s szabdlyozasi folyamatok sokoldalii €s meghatarozd szereploi
legyenek.>*??% Ma maér kozismert tény, hogy a sejtfelszini glikopeptidek és glikolipidek
kulcsszerepet jatszanak a bioldgiai jelek tovabbitasaban, a sejt-sejt felismerési folyamatokban
¢és kiilonbozo betegségek kialakuldsdban, am a szénhidratok szerkezete és funkcidja kozotti
Osszefliggésrdl nagyon keveset tudunk. A sejtfelszini oligoszacharidok és glikokonjugatumok
részletes biofizikai és biokémiai tanulményozéasan alapul6, gyorsan fejlodé tudomanytertilet, a
molekularis glikobiologia igyekszik ezen Osszefiiggéseket feltarni. A vizsgalatokhoz nagy
tisztasdgu és pontosan ismert szerkezetli szénhidratok sziikségesek, amelyek megfeleld
mennyiségben altalaban csak szintetikus uton allithatok eld, mivel természetes formaban
gyakran kis koncentracidban és mikroheterogén formaban vannak jelen.

A glikobiologia igénye alapjan a szénhidratkémikusok egyik fontos feladata
természetes  szénhidratok eldallitdsa kémiai, enzimatikus vagy kemoenzimatikus
modszerekkel. Van azonban egy masik, legaldbb ilyen fontos feladatuk is: megfeleléen
modositott, ,,nem-természetes” szénhidratok szintézise. A természetes szénhidratok
modositott mimetikumai segitenek a hatas-szerkezet Osszefiiggések feltarasdban, a biologiai
szerephez nélkiilozhetetlen farmakofor csoportok meghatarozasaban, és gyogyszerjeldltként is

szerepelhetnek.
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Ha modern terminologiat szeretnénk hasznalni, akkor a megfogalmazott feladatokat a
kémiai bioldgia targykorébe kell sorolnunk. A kémiai bioldgia a kémiai ismeretek,
modszerek, eszkozok felhasznéaldsaval akarja megismerni és esetenként befolydsolni a
biologiai folyamatokat. Az bizonyos, hogy akar a szerves kémia, akér a kémiai biologia
részének tekintjiik, a szintetikus oligoszacharidkémia legfontosabb feladata hogy vegyiiletek
sokasaga formajaban megfeleld mennyiségi kémiai anyagot szolgaltasson az €16 folyamatok

megértéséhez €s jobbitd megvaltoztatasahoz.
2.2. Védocsoportok szerepe az oligoszacharidok kémiai szintézisében

A monoszacharidok tobb, nagyon hasonld reaktivitasi hidroxilcsoportja miatt az
oligoszacharidok kémiai szintézise sokkal nehezebb feladat, mint a peptideké vagy a
nukleinsavaké. A szintézis soran a legnagyobb kihivast az jelenti, hogy valamennyi
monoszacharid épitéelem valamennyi hidroxilcsoportjan atalakitasokat kell végezni,
méghozza szelektiv modon. A glikozilezési reakciokban aktivalni kell a donor (glikozilezd
cukoregység) anomer centrumat ¢és védeni valamennyi hidroxilcsoportjat; szintén
véddcsoportokkal kell ellatni az akceptor (glikozilezendd cukoregység) hidroxiljait, szabadon
hagyva, vagy szelektiven felszabadithatd formaban védve a glikozilezési helyet. A
véddcsoportokat olyan modon kell megvélasztani, hogy eldsegitsék a kivant glikozidos kotés
sztereoszelektiv kialakuldsat.

A rendelkezésre allo6 véddcsoportok rendkiviil nagy valasztéka lehetévé teszi minden
egyes hidroxil megfeleld, egyedi védelmét, ami alapvetd fontossagu a sikeres szintézishez.
Leggyakrabban éter, acetal vagy észter csoportokkal védjilk a hidroxilokat, esetenként
hasznalunk ortoésztereket, és karbondtokat is. A véddcsoportokat az adott szintézisben
betoltott szerepik szerint allandé vagy idbleges csoportokra oszthatjuk. Allandd
védbécesoportokkal azokat a pozicidkat latjuk el, ahol a végtermék szabad hidroxilt tartalmaz,
igy azokat a szintézis utoso 1€pésében tavolitjuk el. Idéleges véddcsoportokkal védjiik azokat
a hidroxilokat, amelyeket a szintézis egy adott fazisdban fel kell szabaditanunk, valamilyen

atalakitas, pl. lanchosszabbitas, lancelagazas vagy funkcids csoport kialakitasa céljabol.

2.2.1. Eter védécsoportok

A szénhidratkémiaban altalanosan elterjedt éterek (2. abra) az arilmetil-, allil- ¢és
szililcsoportok. Allandd véddcsoportként leggyakrabban benzilt hasznalunk, ami stabil a

véddécesoport-atalakitasok és glikozilezések koriilményei kozott, ugyanakkor katalitikus
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hidrogénezéssel konnyen eltavolithato. Iddleges véddcsoportként szerepelhetnek a
szubsztitualt benzil-éterek, amelyek a benzil mell6l szelektiven -eltavolithatok savas
hidrolizissel - mint a p-metoxibenzil (PMB) és a trifenilmetil (tritil)*’ -, vagy egyelektron-
transzfer mechanizmusu oxidéacioval — mint a (2-naftil)metil®® (NAP) vagy a PMB.* Szintén
oxidativ Gton tavolithato el az ariléter tipust p-metoxifenil (PMP) csoport.*® A halogénezett
benzil-éterek kozvetleniil nem hasithatok, aminobenzil-csoportta torténd atalakitas utan
viszont mar savakkal hidrolizalhatok akar p-metoxibenzil- és szilil-éterek mellél is.** A stabil
allil-éter is hasznalhat6 id6leges védelemre, mivel izomerizacioval labilis enoléterré
alakithato.% Eltavolitasa két 1épésben torténik: a kettds kotés izomerizacidja az elsd 1€pés,
amit erds bazissal vagy nemesfém katalizatorokkal idézhetiink eld, ezt koveti a képzddott
enoléter savas hidrolizise.

A rendkiviill nagy szamban [étezd szilil-éterek nagyon jol hasznalhaté iddleges
véddcsoportok, mivel stabilitasuk a szilil-atom szubsztituenseinek méretével finoman
hangolhat6: minél nagyobbak a szubsztituensek, annal stabilabb az éter. Héatranyos
tulajdonsaguk, hogy bazikus kozegben vandorolnak. Oligoszacharidok szintézisében a terc-
butil-dimetilszilil (TBDMS) és a terc-butil-difenilszilil (TBDPS) csoportot hasznaljak
leggyakrabban, ez utobbi nagy térkitdltése miatt alkalmas primer hidroxilok szelektiv
védelmére is. Specifikus eltavolitdsuk fluorid reagensekkel torténik, de kiilonbozd Lewis-

savakkal is konnyen hasithatok.

ﬁ@*R p-metoxifenil (PMP)
50 Eltavolitas: §—o OCH3  Epavolitas: CAN

R=H (Bn) Pd/C-H,
R=OCH,; (PMB)  H*v.DDQv. CAN
R = NHPiv DDQ
R = halogén a) Pd, 2° amin, b) H* %’Q—OV allil (Al
Eltavolitas:
a)'BuK vagy Ir, Pd, Rh
—O0 I b) H*
2 (2-naftil)metil (2NAP) .
Eltavolitas: Bu
DDQ v. CAN v. Pd-C/H, —0—Si—R
i Eltavolitas:
7Z—O—CPh3 trifenilmetil (Tr) R = CH; (TBDMS) BuyNF v. HF
Eltavolitas: H* R = CgHs (TBDPS) v. Lewis-sav

2. abra. Eter véddcsoportok és leggyakoribb eltavolitasi modjuk
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2.2.2. Eszter védécsoportok

Kivaléan alkalmazhatok atmeneti véddcsoportként az észterek (3. dabra), de
hasznalatuknal szem el6tt kell tartani, hogy bazikus koriilmények k6zott vandorolnak. Tipikus
hasitasi modjuk a Zemplén-féle dezacilezés (katalitikus NaOMe metanolban); ezzel a
kiméletes atészterezési reakcidval szinte valamennyi éter és acetdl véddcsoport melldl
szelektiven eltavolithatok. Savasan is elvégezhetjiikk az észterhasitast acetilkloridbdl in situ
generalt sosavval, igy a savérzékenyebb acetil szelektiven eltavolithato a benzoil melldl
anélkiil, hogy a terméken acilvidndorlas torténne. A sztérikusan gatolt pivaloat (Piv,
neopentansav-észter) joval stabilabb, mint az acetil, és kevésbé hajlamos vandorlasra, tovabbi
elénye, hogy alkalmas primer hidroxil szelektiv védelmére. A klorozott acetilek (pl.
monokloracetil, MCA) eltavolitasara specifikusan alkalmazhato a tiokarbamidos hasitds. A
levulinsav-észter (Lev, 4-oxopentansav-észter) egyre népszeriilbb az oligoszacharidok
szintézisében, mivel hidrazin-acetattal még monokloracetil melldl is szelektiven hasithato,
ugyanakkor savas koriilmények kozott nagyon stabil. Nemrégiben kozolt szubsztitualt acetil
véddcsoport a (2-nitrofenil)acetil (NPAC), ami specifikusan hasithato metanolban Zn-NH,CI
reagenssel, igy szelektiven eltavolithato acetilek és egyéb bazisérzékeny csoportok, tobbek
kozott Fmoc (9-fluorenilmetoxikarbonil) €s levulinoil csoport melldl is. 3

Nagyméretii, egyszerlibb szerkezetli oligoszacharidok szintézise megvalosithatd
kizarolag észter véddcsoportok alkalmazasaval. Ekkor altaldban benzoat formajaban
maszkirozzak a végtermékben szabad hidroxilokat, idéleges véddcsoportként pedig acetil és

monokloracetil csoportokat alkalmaznak.

(0]
%?»\O)I\R
Eltavolitas:
R =CH; (Ac)
R=Ph (B2) NaOMe
R = (CH3)5C (Piv)

R=CICH, (MCA) NaOMe vagy tiokarbamid vagy NaHCO4
R = CH3CO(CH,), (Lev)  NH;NH,.AcOH

R = @ECHZ“ Zn, NH,Cl / MeOH
NO,

(NPAC)

3. abra. Eszter véddcsoportok és leggyakoribb eltavolitasi modjuk

10
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2.2.3. Acetal védocsoportok

A szénhidratkémiaban nagyon kedveltek a ciklikus acetal védécsoportok (4. abra),
mivel egy lépésben egyszerre két hidroxilcsoportot védhetiink veliik. Az acetadlok bézikus
kozegben stabilak, savas hidrolizissel konnyen eltavolithatok. A hexopiranozidok 4-es és 6-0S
hidroxiljabol hagyoményos acetdlozé reagensekkel (benzaldehiddel, acetonnal vagy ezek
dimetil-acetal szarmazékaival) konnyen képzddnek hattagt, 1,3-dioxan tipust ciklikus
acetalok. A vicinalis cisz-diolok ugyanilyen reagensekkel készségesen képeznek oOttagt, 1,3-
dioxolan tipusi acetalokat.” A vicinalis transz helyzetli hidroxilokbol o&ttagl-gytiriis
acetalokat képezni a gylrifesziiltség miatt nehéz, ezért védelmiikre kiilonleges, két acetalos
centrumot tartalmazoé hattaga-gyiris véddcsoportokat fejlesztettek ki, koziiliik leggyakoribb a
butan-1,2-dimetilacetal (BDA) és a ciklohexan-1,2-dimetilacetal (CDA).?%%

Diolok egyidejii védelmére szilil-acetalok is alkalmazhatok, kialakitasuk a szililéter-
képzéshez hasonléan halogenid reagenssel torténik, bazikus koriilmények kozott.
Legismertebb képviseljiik a tetraizopropil-disziloxan-acetal (TIPDS).??

A benzilidén tipust acetalok kiilonleges elonye, hogy esetiikben a két védett hidroxil
koziil az egyik regioszelektive mddon felszabadithatd akér oxidativ, akar reduktiv
koriilmények kozott, mikozben a masik hidroxil védve marad észter, vagy éter csoporttal.
Oligoszacharidok szintézisében altalaban a reduktiv gylriinyitast alkalmazzak, amelyet Lewis

vagy protikus savval kombinalt hidrid-donor reagenssel hajtanak Végre.23
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A) o. R 5) OCHj OCHj
o ;@c@ ;@o¢
OCH; OCHj

dioxan acetalok: 4,6-diolok védelme

dioxolan acetalok: vicinalis cisz-diolok védelme CDA BDA

1. R1=R2 = CH3 (IZOprOpllldén) vicinalis transz-diolok védelme

2. R'= CgH5, R?= H (benzilidén)

3. R'= CH30CgH,, R? = H (p-metoxibenzilidén)

4.R'=R?=CgHs (difenilmetilén) C) \SQ

1_ 2 _ . oz — 9l

5. R'= NAP R? = H (2-naftilmetilén) Y \O TIPDS

Eltavolitas (diol regeneralasa): (1,1,3,3-tetraizopropil-disziloxanilidén)

A) és B) tipus: H*; C) tipus: F~ (BuyNF)

Benzilidén-tipusu ciklikus acetalok atalakitasa

_ 1R2
parcialis hidrogenolizissel: A O—CHR'R
egyik OH regeneralasa és éterképzodés: )2.-5. —> on

hidrid-donor reagens + protikus vagy Lewis-sav
OH/O-éter termék

4. abra. Ciklikus acetal véddcsoportok szerkezete, eltavolitasa, és a benzilidén-tipusu acetalok
hidrogenolitikus atalakitdsanak sémaja

2.2.4. Egyéb védocsoportok

Vicinélis diolok védelmére jol hasznéalhato specidlis csoportok az ortoészterek. Az
axialis/ekvatorialis diolon kialakitott ortoészterek savas koriilmények kozott (trifluorecetsav
acetonitrilben) regioszelektiven az ekvatorialis-OH/axialis-észter tipust szarmazékot adjak.?

A karbonatok koziil a szilardfazisu szintézisekben jol bevalt a (9-fluorenil)metoxikarbonil
(Fmoc) csoport, mivel eltavolitasa konnyli (EtsN/CH,Cl,) és jol detektalhato. Két hidroxil
egyidejli védelmére ciklikus karbonatokat is alkalmaznak, amelyek cisz- és transz-diolokon is
konnyen kialakithatok.

A szénhidratok a hidroxilokon, és oxocsoporton kiviil karboxil és amino funkcios
csoportokat is tartalmazhatnak. A karboxilcsoportot altalaban észter (metil, terc-butil vagy
benzil) formajaban védik. A metilcsoportot enyhe lagos hidrolizissel, a terc-butil-csoportot
savas hidrolizissel, a benzilt pedig katalitikus hidrogenolizissel hasithatjuk le a
karboxilcsoportrol.

Az aminocsoportok maszkirozasara vagy védelmére az azid, karbamat (N-

trikloretoxikarbonil, Troc) és imid (N-ftaloil, Phth) forma a legelterjedtebb. (5. abra)
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0] OR Atalakitas aminna: @) OR Eltavolitas:
Pd-C/H,
N, oN o NH,NH, vagy
NH,(CH5),NH,
0]
WOR vagy benzilamin
NHR Eltavolitas: Phth

R=CH;C(O— (Ac) CH5SO5H, MeOH
R = CCI,CH,OC(O)~ (Troc)  Zn - AcOH
R = ArSO;— Na/NH; v. Ac,O/DMAP

5. abra. Amino véddécsoportok és leggyakoribb eltavolitasi modjuk

2.2.5. A védocsoportok megvalasztasanak sajatos szempontjai

Az oligoszacharidkémidban a véddcsoportok megvalasztasanal azt is figyelembe kell
venni, hogy az adott csoportok hogyan befolyasoljak a glikozilezési reakcidban a donor
reaktivitdsat vagy a kialakuld glikozidos kotés térallasat. Reaktivitds szempontjabol a
véddcsoportok lehetnek aktivald és dezaktivalo hatastiak, sztérikus irdnyitds szempontjabol
pedig lehetnek résztvevd €s nemrésztvevo jelleglick. Mindkeét hatas elsésorban a glikozidos
centrum szomszédsagaban 1évé  szubsztituensnél jelentkezik. Az  elektronkiildd
szubsztituensek aktivalo, az elektronszivoak dezaktivald hatastak; az észter tipusi csoportok
résztvevo, az éterek nemrésztvevo jellegliek. Ugyanakkor a tavolabbi szubsztituensek szerepe
sem hanyagolhato el, hiszen példaul a donor valamennyi szubsztituense hatassal van a beldle
kimenetelére. Nagyon fontosak a sztérikus hatasok is: a donor és akceptor valamennyi
szubsztituense befolyasolja glikozilezéskor a reakciopartnerek térbeli illeszkedését.

Az oligoszacharidok szintézisét targyald kozleményekben gyakran talalkozhatunk az
ortogonalis védécsoportok, illetve az ortogonalis véddcsoportkészlet kifejezésekkel.***° Adott
A, B, C és D véddcsoportnal az ortogonalitas (merdlegesség) azt jelenti, hogy a csoportok
tetszOleges sorrendben, szelektiven eltavolithatok egymas melldl: a) koriilmények kozott csak
az A csoport, b) koriilmények kozott csak a B csoport hasad le, és igy tovabb (6. abra).
Onmagaban tehat egy csoport nem lehet ortogonalis, az ortogonalitds csak mas csoportokhoz
viszonyitva értelmezhetd. Ortogondlis hidroxil-véddcsoportok példaul a bazikusan hasithato
¢szterek €s a savasan hasithatd acetalok, amelyek egymas melldl szelektiven eltavolithatok.
Egy adott hasitasi csoporton beliil is lehetséges tovabbi szelektiv eltavolitas; a kloracetil, vagy

a (2-nitrofenil)acetil (NPAC) szelektiven eltavolithatd egyéb észtercsoportok (pl. acetil)
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melldl, mivel mindkettonek létezik specifikus hasitdsi mddja, az elébbi tiokarbamiddal az

utobbi Zn-NH,4Cl/metanol reagenssel tavolithato el.

DO
(o]
co X
BO (oH)
E

(HO) DO DO
o d) 0 b) o
co X «—— CO X —» X
BO OA

co
BO OA (HG) OA

DO
(0]
(HO) X
BO OA
6. abra. Ortogonalisan védett monoszacharid atalakitasa

Az ortogonalis véddcsoportkészletek alkalmazisaval a heterogén szerkezetl
poliszacharidok alkotdelemeinek szintézise sokkal hatékonyabba tehetd. A rendkiviil
véltozatos szulfataltsagi fokt heparin és heparan szulfat esetében egyetlen ortogonalisan
védett diszacharidbdl az Osszes szulfaticiés valtozat el8allithatd.*®* Az automatizalt

17,18

oligoszacharid-szintézisben szintén Oriasi jelent6sége van az ortogonalis csoportoknak,

hiszen néhany ortogonalisan védett épitdelem felhasznalasaval viszonylag konnyen lehet

oligoszacharid-kényvtarakat 1étrehozni.*®

2.3. A glikozidos kotés térallasa

Az oligoszacharid-szintézisek glikozilezési 1épésében az egyik szénhidratmolekula
(donor) glikozidos szénatomja €és a masik szénhidratmolekula (akceptor) valamelyik
alkoholos hidroxilcsoportja kozott alakitunk ki kotést, altalaban nukleofil szubsztitucids (Sy)
reakcioban. Minden glikozidképzésnél kétféle sztereoizomer képzddhet: a- és B-anomer, és a
megfeleld anomer szelektiv eldallitasa az oligoszacharidkémia legnehezebb feladatai kozé
kialakulo glikozidos kotés térallasat, mivel a glikozilezés dontéen monomolekularis (Sy1)

mechanizmus szerint megy végbe (7. éabra). Ennek egyik oka, hogy a gylirlis oxigén
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készségesen stabilizalja a kialakulo kationt, a masik ok pedig az akceptor

hidroxilcsoportjanak csekély nukleofilitasa.

0]
%O\\A’/&/OR
o) aktivalas @+/\ “\_0 glikozilezés p-anomer
o - HO—+—~——0R +

\_/ o
glikozil donor oxokarbénium glikozil akceptor Q/

ion O/‘NO —OR

o-anomer

7. abra. A diszacharidképzés altalanos sémaja

A glikozilezés sztereoszelektivitadsat kozvetleniil két tényezd befolyédsolja: az anomer
effektus, valamint a glikozidos centrum szomszédsagaban 1évé csoport résztvevd vagy nem-
résztvevo jellege. Az anomer effektus az axialis térallasu glikozidos kotés kialakuldsanak
kedvez (ez altalaban o-glikozidos kotés), mert ennél a térallasnal a gyiriis oxigénatom
nemkdotd elektronparja (HOMO: n) és az a-glikozidos kotés lazitd palyaja (LUMO: o*)
kozott stabilizalo hatast atlapolas valosul meg (8. abra).

n

8. o
W" = \—=3-OR

OR

8. abra. Az anomer effektus

A glikozidos kotés €s a szomszédos, C-2 szubsztituens térallasa alapjan a kovetkezd
kotéstipusokat kiilonboztetjiikk meg (9. abra):
B-1,2-transz-glikozidok (pl. B-D-gliiko- és galaktopiranozidok, 3-L-fukopiranozidok),
a-1,2-transz-glikozidok (pl: o.-D-mannopiranozidok, a-L-ramnopiranozidok),
a-1,2-cisz-glikozidok (pl: a-gliiko-, galakto- és fukopiranozidok) és
B-1,2-cisz-glikozidok (pl: B-manno- és ramnopiranozidok).
OR'
o) 0 o OR'
OR %OR

OR' OR ROor

B-D-1,2-transz-glikozid  o-D-1,2-transz-glikozid  a-D-1,2-cisz-glikozid B-D-1,2-cisz-glikozid

9. dbra. A glikozidos kotés tipusai
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Kozvetlen iranyitassal csak az 1,2-transz-glikozidok szintézisét tudjuk eléidézni,
chhez a glikozidos centrum szomszédsagaban résztvevd tulajdonsagu (altalaban acil)
véddcsoportot kell kialakitani. A glikozil donorbol aktivéalas hatasara képz6dé oxokarbénium
ion a C-2 helyzetli acilcsoport részvételével intramolekularis reakcioban dioxokarbénium
ionnd alakul at, amely lefedi az anomer centrum egyik oldalat. fgy a nukleofil csak az
ellentétes oldalrdl tudja megkozeliteni a glikozidos szénatomot, és 1,2-transz-glikozid
képzddik (10. abra). Ily médon a leggyakoribb kotéstipusok koziil konnyen eldallithatok a 3-
D-gliiko- vagy galaktopiranozidok (B-1,2-transz kotés), és az a-D-mannopiranozidok (o-1,2-

transz kotés).
0 o+ 0 0O
%?WL — t) -~ %/\HO%OR
0.0 (6] +0
R/EO \f Y"’

%_/‘o <0

S o= \ OR
~=0

R R

aciloxénium ion B-1,2-transz-glikozid

10. abra. A C-2 helyzetii résztvevo csoport iranyitd hatasa glikozilezési reakcidban

Az 1,2-cisz-glikozidok képzésénél sziikséges, de nem elégséges feltétel, hogy a C-2
helyzetben nem-résztvevd szubsztituens legyen. Az o-D-glilkozidos és galaktozidos kotés
viszonylag konnyen képzddik az anomer effektus iranyitdé hatasa miatt. A [B-D-
mannozidokban talalhatéd -1,2-cisz kotés kialakitasa a legnehezebb glikozilezési feladat, mert
a C-2 szubsztituenssel nem irdnyithatd, és az anomer effektus az ellentétes izomer
kialakulasanak kedvez. Erre a problémara a klasszikus megoldds a megfeleld p-gliikkozid
szintézise, ami utdlagos C-2 epimerizacidval alakithato at B-mannoziddd. Az utdbbi idében
kifejleszett modszer az Ggynevezett kipanyvazott glikozilezés (tethered glycosylation vagy
intramolecular aglycon delivery),®” amikor az akceptort id8leges kotéssel a donor B-oldaldhoz
rogzitik, igy aktivalas hatasara az akceptor csak a rogzitett oldalrél tudja tdmadni a glikozidos
centrumot. A B-mannozilezés teriiletén attdrést hozott Crich munkélssélga.38 Legjelent6sebb
eredménye a mannozil-triflitok mint glikozil donorok bevezetése: tioglikozid vagy szulfoxid
donorbol a rekcioelegyben in situ képzoddé a-mannozil-triflat inverzioval reagal az
akceptorral, és jo hozammal adja a p-mannozidot.*® A glikozilezés bonyolultsagat jelzi, hogy
a feltételezett S\2 mechanizmus ellenére a reakcio sztereoszelektivitasa csak akkor megfeleld,

ha a mannozil donor 4,6-O-benzilidén-acetal védécsoportot tartalmaz.
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Mai ismereteink szerint a glikozilezési reakcid sztereokémiai kimenetelét (vagyis a
kialakulo glikozidos kotés térallasat) dontden a donor molekulabol képz6ddé oxokarbénium
ion konformacidja hatirozza meg.*® Ha a legalacsonyabb energiaju konformécioban a
glikozidos centrum inkabb az o-oldalrdl kozelithetd meg, akkor o-szelektivitas érvényesiil,
ellenkezé esetben pedig [B-szelektivitas. A donor kiilonb6zd szubsztituensei, elsésorban
elektronos hatasok révén, befolyasoljak a kiilonbozé konformerek energiatartalmat, ily moédon
a glikozidos centrumtol tavol elhelyezkedd szubsztituenseknek is jelentés a hatasa a
glikozilezés sztereokémiajara. Az olddszerek iranyitd hatasa is abban rejlik, hogy a kiillonb6z6
konformaciés formakat kiilonbozé mértékben stabilizaljak.> Gliikozil-triflat modellen végzett
kvantumkémiai és molekuladinamikai szamitasok alapjan az acetonitril B-glikozidképz6dést
elésegité hatasa gy magyarazhatd, hogy ebben az oldészerben az aktiv oxokarbénium
intermedier legalacsonyabb energiallapota formaja a Bjs kad konformacié, amelyhez o-
oldalrél koordinalddik a triflat-ellenion, igy ezt az intermediert a nukleofil csak [-oldalrél

tudja tamadni. Az éter-tipusu oldészerekben viszont a *Hs félszék konformacié B-oldali

ellenionnal a legstabilabb dtmeneti dllapot, ami csak a-oldalrdl glikozilezhetd (11. ébra).gga1
oP r NuH T
L |m .
PO L — ol PO o)
oP 5 _N_5_/ — 050 Nu
aktivalas OP
l acetonitril OopP ) opP
OP 1,2-transz-glikozid
PO QqF
PO
oP oP
PO 0
PO
PO
Nu

1,2-cisz-glikozid

11. &bra. Az olddszerek sztereoiranyitod hatasanak magyarazata a konformer és ellenion

eloszlds hipotézis®™® alapjan

A kialakul6 glikozidos kotés térallasa természetesen nemcsak a donortol fiigg, hanem
a reaktansoktol és a reakciokoriilményektdl is. A szeteroszelektivitdst befolyasolja a
glikozilezend6 hidroxilcsoport nukleofilitasa és az akceptor valamennyi szubsztituense, az
aktivator, az aktivatorbol képz6d6 anion mindsége (a karbéniumion ellenionjaként) és a

reakcio homérséklete is.
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2.4. Glikozil donorok, glikozilezési modszerek

A glikozilezési reakcid lejatszodasahoz a glikozil donor anomer csoportjat aktivalni
kell egy megfeleld elektrofil reagenssel (E), ennek hatdsdra az anomer csoport levalik, és a
képz6dé glikozilium kation reagal az akceptor megfelelé hidroxilcsoportjaval. (Glikozidokat
lehet képezni O-alkilezéssel lugos koriilmények kozott, valamint glikalokra torténd addicioval
IS, de ezeknek a modszereknek joval kisebb a jelentésége, mint a klasszikus nukleofil
szubsztiticios reakcidknak.)

A glikozilezés hatékonysdga szempontjabol kulcsfontossdgu az anomer tdvozo csoport
megvalasztasa. Magasabb tagszamu oligoszacharidok szintézisénél egy adott glikozilezési
1épés megtervezésekor nemcsak a donor, hanem az akceptor anomer véddcsoportjanak
megvalasztasa is nagyon fontos. Amennyiben az eldallitott di- vagy oligoszacharidot
donorként hasznaljuk a szintézis kovetkezd fazisaban, akkor az akceptort olyan anomer
véddcsoporttal célszerli ellatni, amely egyben tavozd csoport is, vagy konnyen tavozd
csoportta alakithat6. A 12. abran az elterjedten hasznalt glikozil donorokat ¢s leggyakoribb
aktivalasi modjaikat foglaltam Ossze, a teljesség igénye nélkiil.

A glikozil donorokat anomer tavozé csoportjuk szerint két nagy csoportra oszthatjuk.
A nagyon jO tavozd csoportot tartalmazo donorokat (pl. glikozil-bromidok, kloridok,
imidatok, foszfitok) kozvetleniil a glikozilezési Iépés eldtt kell kialakitani, és csak donorként
alkalmazhatok. A ,stabil” vagy potencidlis tdvozd csoportok (pl. fluoridion, pentenil-,
alkil/ariltio- vagy foszfatcsoport) elénye, hogy valdjaban anomer védécsoportok, ezért
akceptorokon is szerepelhetnek, ugyanakkor megfelel$ aktivalas hatasara jo tavozo csoportta

valnak, vagy konnyen lecserélhetok jo tdvozo csoportra.
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0 o 0
Vﬁ Vﬁ WOiZQ

OH X
hemiacetal: glikozil-halogenid trikléracetimidat:
H* X =Cl, Br: AgOTf v. BuyNBr  TMSOTf v. BF; Et,0
Ph,SO/Tf,0O X =F: SnCl,/AgCIO4 v.

TMSOTY v. BF3 Et,0

0] O
0] ||
-P—OR Q
1 _OR N~ O °>—0 b
“OR OR
glikozil-foszfit (R=Bn v. Et)  glikozil-foszfat (R=Ph v.Bu): glikal:
TMSOTf v. BF; Et,0 TMSOTf 1.DMDO
2.ZnCl,
Ph
= U e
0]
4 ‘0 O N
@) @) @]
pentenil glikozid: n-pentenil-ortoészter: ?grBt;Oﬁiiiggﬂ!Ej/kOH
NIS/Et;SiOTf NIS/BF; Et,0 9 '

Tf,0

0
== sr S E&SYOE‘

o S
tioglikozid (R=Me, Ph, p-MePh): glikozil szulfoxid: likozil -
MeOTf v. NIS/TfOH v. DMTST Tf,0 glikozil xantogenat:
v. Ph,SO/Tf,0 v. Me,S,/Tf,0 DMTST/Cu(OTf),

Tf,0: trifluormetanszulfonsav-anhidrid; AgOTf: ezUst-trifluormetanszulfonat
TMSOTT: trimetilszilil-trifluormetanszulfonat; DMDO: dimetil-dioxiran;

NIS: N46d-szukcinimid; TfOH: trifluormetanszulfonsav

DMTST: dimetil(metiltio)szulfénium-triflat

12. abra. Glikozil donorok és leggyakoribb aktivalasi modjuk

A hemiacetalok egyik csoportba sem sorolhatok, hiszen nem tartalmaznak anomer

védOcsoportot. A klasszikus Fischer moddszerrel (szabad cukor savkatalizalt reakcioja
alkohollal)* kizarolag egyszerii alkoholok glikozidjai allithatok el6. Ugyanakkor nagyon
hatékony glikozilszulfonium-triflat donor képezheté hemiacetalbol in situ, difenilszulfoxid és

trifluormetanszulfonsav-anhidrid hozzéadaséaval, ilyen mddon bonyolult oligoszacharidok

szintézise is megvalosithato Un. dehidrativ glikozile:zésekben.41

19



dc_228 11

A glikozil-bromidok és -kloridok hosszt idén keresztiil a leggyakrabban alkalmazott
donorok voltak az oligoszacharidkémiaban.*” Koenigs és Knorr*? ismerte fel elészor, hogy az
acil-halogén cukrok nehézfémsokkal vagy -oxidokkal (Ag,O, Hg(CN),, HgBr,, Ag.COs)
aktivalva kivalo glikozil donorok. Helferich modositotta a glikozilezést: aprotikus polaris
oldoszert hasznalt Hg(CN), katalizatorral, savmegkdto jelenlétében.42b A reakcio
sztereoszelektivitasat szamottevéen lehetett ndvelni AgOTS aktivator alkalmazasaval.*® Mara
hasznalatuk jelent6sen visszaszorult, de a Lemieux-féle halogenid-katalizalta glikozilezés42d
még ma is kivald, elegans modszer 1,2-cisz-glikozidok szeteroszelektiv elballitasara. Az
eljaras lényege, hogy a katalizator, pl. BusNBr in situ anomerizaciot idéz eld, a
termodinamikailag stabilabb o-halogenid egyensulyi reakcioban atalakul a reaktivabb [3-
anomerré, majd a B-halogenidbdl cisz-glikozid képz6dik, mivel az ehhez vezeté atmeneti
allapot a legkisebb energiaju. A glikozil-fluoridok® joval stabilabbak, mint a kloridok és
bromidok, ezért akceptor szerepben is el6fordulhatnak. Jol hasznalhatdé donorok aril-
glikozidok™ és komplex természetes anyagok szintézisében.

A glikozil-trikléracetimidatok® széles korben alkalmazott, nagyon hatékony donorok.
Hatékonysagukra jellemzd, hogy a csokkent reaktivitasu uronsavakat hossza idén at kizarolag
imidat formaban tudtdk glikozil donorként hasznalni. Természetesen az imidatok sem
nyUjtanak univerzalis megoldast — nem véletlen, hogy ennyiféle donor Ilétezik —, a
természetben o-glikozidok fomajaban el6fordulod szidlsav-glikozidok szintézisére pl. nem
alkalmasak, mivel imidat donorral kizarolag [-szialil glikozidok képzddnek. Erre a
problémara nyujtanak megoldast tSbbek kozt a glikozil-foszfitok,*® xantogenatok® és a
tioglikozidok.

Habar régota ismert, hogy a glikozidok bioszintézise glikozil-foszfatokon keresztiil
valésul meg, kémiai szintézisben 1989-ben alkalmaztak elészor glikozil-foszfat donort.*®
Viszonylag  sokoldalian  hasznosithatok, mivel elég stabilak, ¢és megfeleld
véddécesoportkombinacioval akceptorként is szerepelhetnek.

Danishefsky dolgozta ki a glikalok kétlépéses aktivalasat: az elsd 1épésben dimetil-
dioxirannal (DMDO) in situ képzddik a tényleges donor, az 1,2-anhidrid, ami a kovetkezd
1épésben cink-kloriddal aktivalhato.”® Ez a modszer kivaléan alkalmazhato iterativ
szintézisekben.

Az n-pentenil glikozidok nagyon stabil, ugyanakkor halogenidekkel konnyen
aktivalhat6 glikozil donorok, ennek soran az aglikon jodmetil-tetrahidrofuran formaban hasad

le, visszahagyva a glikozilium-kationt. Fraser-Reid a pentenil-glikozidoknal vezette be az
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»armed” (aktivalt vagy nagyon reaktiv) és ,disarmed” (dezaktivalt vagy nem reaktiv)
fogalompart.®® A benzilezett pentenil glikozidok ,,armed”, az acetilezettek pedig ,,disarmed”
tulajdonsaguak, és az armed valtozattal a szabad hidroxilt tartalmaz6 disarmed szarmazékok
glikozilezhetok. Az armed-disarmed koncepcid nagyon jol alkalmazhaté mas donorokra, pl.
tioglikozidokra is, és alapjat képezi a kemoszelektiv glikozilezési stratégianak: a donor és
akceptor azonos anomer csoportot de kiilonb6z6 (armed-disarmed) véddécsoportokat
tartalmaz, vagyis a donor szelektiv aktivalhatosagat a véddcsoportok kiillonbozdsége biztositja

A glikozilezési reakciok 2-O-acil véddcsoportot tartalmazoé donoroknal gyakran
ortoészter intermedieren keresztiil mennek végbe. Az ortoészterek mint glikozil donorok tehat
régota ismertek, de haszndlatuk nem terjedt el széles korben. Ezen a teriileten hatékony
Gjitasként  Fraser-Reid bevezetette az n-pentenil-ortoésztereket,® amelyek a pentenil-
glikozidokhoz hasonloan aktivalhatok, ugyanakkor stabilak, igy kivaloan hasznalhatok
akceptorként is.

A karboxibenzil-glikozidokkal (CB) végrehajtott glikozilezésnél a karbéniumion-
képz6dés hajtoereje az, hogy az anomer csoport az aktivatorral (Tf,0) vegyes anhidridet
képez, majd egy belsé nukleofil tamadas utan lakton forméban kihasad.”> A karboxibenzil-
glikozidok hatékonyan alkalmazhatok [3-mannozidok szintézisében.

Legsokoldalibban talan a tioglikozidok hasznalhatok. Nagyon stabilak, nem-tiofil
aktivalasu reakciokban kivald akceptorok, ugyanakkor rendkiviil véltozatos mddon

hasznosithatok donorként is. Kozvetlentil aktivalhatok jod(’)niumionnal,53 alkilez6™ vagy

szulfenilez6>

aktivatorokkal. Kemoszelektiv glikozilezésekben reaktivitdisuk nemcsak a
cukor-hidroxilok véddcsoportjaival, hanem a tio-véddcsoporttal is hangolhatd: az alkiltio-
csoportok joval reaktivabbak, mint az ariltio-csoportok, és utobbiak reaktivitdsa tovabb
modosithatd az arilcsoport szubsztitualasaval. Ha mégsem a tioglikozid forma a megfeleld
donor, akkor egyetlen I1épésben atalakithatok egyéb reaktiv donorra (oxidacioval
szulfoxidd,” elemi brommal pedig glikozil-bromidda).

A glikozilezési modszerek zavarba ejtd bdsége annak eredménye, hogy minden
oligoszacharidszintézis egyedi probléma, amelyhez meg kell talalni az egyedi megoldast:
megfeleld teljesitOképességli donort és aktivaldsi modszert kell keresniink a glikozilezési
Iépésekhez, és gondosan meg kell tervezniink a védGcsoportstratégiat, Szem el6tt tartva, hogy
a védoécsoportok jol szolgaljak sztereokémiai céljainkat, megfeleléen befolyasoljak a
rektivitast, és a szintézis végén el tudjuk Oket tavolitani. Ez valdéban Osszetett feladat, és az

alapos elméleti felkésziiltség mellett is sziikségiink van intuicidra és szerencsére, hogy az

elméletileg jo lehet6ségekbdl a gyakorlatban is jol miikodét valasszuk ki.
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A kémiai szintézissel O0sszehasonlitva konnyli megoldasnak tiinhet az enzimatikus
glikoilezés.”” Az oligoszacharidok bioszintézisét segité glikozil-transzferazok, valamint a
glikozidok hidrolizisét végzd glikoziddzok egyarant felhasznalhatok glikozidok szintézisére.
Tévedés azonban azt hinni, hogy az enzimek mint regio- és sztereoszelektiv katalizatorok
sziikségtelenné teszik a szintetikus munkat. Ez csak a kisebb hatékonysaggal alkalmazhatd
glikozidazokra igaz, a transzferazok azonban csak specifikus szubsztratumokat fogadnak el,
amelyeket bonyolult kémiai szintézissel kell eldallitani. Tovabbi korlatot jelent, hogy az
enzimek gyakran dragak, és szamos monoszacharidhoz és kotéstipushoz nem is létezik
megfeleld enzim. A gyakorlatban egyszeriibb, kisméretli, gyakori cukrokbol felépiild
oligoszacharidoknal lehet a kémiai szintézis alternativdja az enzimatikus szintézis. Ezen kiviil
jol alkalmazhat6 a kemoenzimatikus mddszer, amikor a kémiai Iépések kozé beillesztenek
egy-egy jol kidolgozott enzimatikus glikozilezést a kémiai szintézissel legnehezebben
megoldhat6é reakciok kivaltasara; pl. a szidlsav megfeleld pozicidkba torténd beépitését

kiilonboz6 baktériumokbdl nyert o-(2-3)- vagy a-(2-6)-szialil-transzferazzal oldjak meg.57b’C
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3. Novényi arabinogalaktan oligoszacharidok szintézise

3.1. A novényi sejtfal arabinogalaktanok felépitése és biologiai szerepe

A novényi sejtfal nagyon Osszetett, extracellularis szerv, amely a ndvények szinte
valamennyi élettani folyamataban kulcsszerepet jatszik, tAmasztoanyagként szolgal, részt vesz
a sejtosztodasban és a ndvekedésben épplgy, mint az érés és az dregedés folyamatéban.”® A
fiatal novények vékony, gyorsan novekvd elsérendli sejtfalat tobb mint 90%-ban
poliszacharidok alkotjdk, melyek koziil legnagyobb mennyiségben celluloz fordul eld.
Mintegy 150 celluléz lanc hidrogénhidakkal 6sszetapadva kristadlyos szélakat, mikrorostokat
képez, és ezek a cellulozrostok egy kovalens és nemkovalens keresztkotésekkel 6sszekapcesolt
poliszacharid matrixba agyazddnak be. A matrix atveszi €s szétoszlatja a rostokra nehezedd
nyomast, igy megakadilyozza a vaz torékenységét ¢és biztositja a sejtek ¢és szdvetek
rugalmassagat. A poliszacharid matrixot pektinek, proteinek és hemicellulozok alkotjak. A
pektin poliszacharidok f6 komponensei a homogalakturonan, valamint az I- és Il-tipusu
ramnogalakturonanok.

A pektin polimerek kozé tartoznak az arabinogalaktanok is, melyeknek szintén két
tipusa van.”** Az I-tipusu arabinogalaktanok valamennyi kétszikii novényben eléfordulnak,
vagy 0nallo lancként vagy a ramnogalakturonan-I oldallancaként. Félancuk (1-4)-B-kotéssel
felépiild6 galaktan, amelyhez elvétve Kkapcsolodik egy-egy rovid, legfeljebb 4
monoszacharidbol all6 L-arabinofuranozil oldallanc.

A ll-tipust  arabinogalaktdinok a legéltalanosabban el6fordulé  ndvényi
poliszacharidok, a mohdktél kezd6déen minden magasabbrendii ndévény minden egyes

k% Altalaban aminosavakhoz kotdtten, arabinogalaktan proteinek

sejtjiében megtalalhato
(AGP) formgjaban fordulnak eld, méretiik 60-300 kD. A proteoglikanok csaladjaba tartoznak,
mivel tilnyomorészt szénhidratbol allnak, fehérjetartalmuk 2-10% kozott van. A 30-150
monoszacharid egységbdl allo szénhidratrész egy hidroxiprolinban, alaninban, szerinben és
treoninban gazdag proteinhez kotédik, altalaban Gal-O-Hyp, Gal-O-Thre vagy Gal-O-Ser
glikozid formajaban. Az arabinogalaktan proteinek Onalléan, valamint az I-tipusu
ramnogalakturonanhoz kovalensen koétddve is el6fordulnak. Vizoldhaté polimerek, névényi
mintdkbol a pektin polimerekkel egylitt extrahalhatok. Az AG proteinek talan a

legbonyolultabb felépitésii természetes makromolekulak, bonyolultsagukat a nagyon Osszetett,

tObbszorosen elagazo szerkezetli szénhidratrész adja (13. abra).
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13. abra. A Il-tipusu arabinogalaktan szerkezete

F§ alkotoelemiik a D-galaktopiranoz és az L-arabinofuranéz, de kis mennyiségben D-

glikuronsav egységeket is tartalmaznak. A galaktopiranoz egységekbdl [-(1-3)-kotéssel

felépiild félanc minden egyes momomerjéhez 6-os helyzetben féstifogszertien rovid, 1-3 tagu,

[-(1-6)-interglikozidos kotést tartalmazo galaktozid lanc kapcesolddik. A | féstifogakhoz” a 3-

oxigénen keresztiil o-L-arabinofuranozil egységek kapcsolédnak. A  terminalis

galaktézokhoz altalaban 6-os helyzetben is kapcsolodik egy arabindz vagy esetenként egy D-

glilkkuronsav molekula. Az AGP-ek kis mennyiségben tartalmazhatnak egyéb komponenseket

is, leggyakrabban L-ramnopiran6zt, D-mannopiranozt vagy D-xilopiranozt.

Az arabinogalaktan proteinek funkcioikban és eldfordulasukban nagy hasonldsagot

mutatnak az allati proteoglikanokkal, a glikozaminoglikanokkal (GAG). Mind az AGP, mind

a GAG molekulak nagy mennyiségben talalhatok az extracelluléris részekben, részt vesznek a

sejt-sejt kolcsonhatasok biztositasiban és a morfogenezis szabalyozasiban.”? Az AGP-k
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Kulcsszerepet jatszanak a sejtfal-névekedésében és a novények védekezési rendszerében.
Fontos feladatot latnak el a szaporodédsban is: biztositjdk a pollen megtapadasat a bibén,
valamint szénhidrat épitéanyagot jelentenek a pollencsé falanak kiépiiléséhez.®®

Az arabinogalaktanok jelentdés farmakologiai aktivitassal is rendelkeznek, szdmos
elterjedten alkalmazott gy6gyndvénynél bizonyitottan az arabinogalaktan-protein tartalomhoz
kotddik a gyodgyitd hatds. A kinai népi gyogyaszatban sokféle szerepkorben (gyulladasgatlo,
majvédd, immunerdsité) hasznalt gyogynovények koziil a Bupleurum falcatum (sarlos
buvakfii), a Lycium barbarum (6rdégcérna) és az Angelica acutiloba (angyalgyokér)
mindegyikében egy a-L-arabinofuranozil elagazast hordoz6 (1-3)- vagy (1-6)-kotésti B-D-
galaktan triszacharid szerkezeti elemhez rendelhetd a bioldgiai hatas.®*

A langvords (vagy bibor) kasviragot (Echinacea purpurea) Eszak-Amerikaban az
indidnok évszazadokon at hasznaltdk sebek gydgyitasara. A kasvirdg ma mar Eurdpdban is
elterjedt és népszerli gyogyndvény, immunstimuldld hatasa bizonyitott. Alkoholos kivonata
gyogyszertarban kaphatod készitmény, els6sorban megfazasos tiinetek kezelésére hasznaljék,
de alkalmazhat6 egyéb virusos és bakteridlis fert6zések valamint bérgyulladasok kezelésére
is. Az E. purpurea sejttenyészetébol izolalt ramnogalakturonan és arabinogalaktan
poliszacharidok in vitro granulocita és CCT (carbon clearance test) tesztje bebizonyitotta,
hogy az immunoldgiai aktivitds az arabinogalaktan komponensekhez rendelhets.® A biologiai
aktivitasért felelds minimalis egység a feltételezések szerint 3-6 galaktozbol B-(1-6)-kotéssel

felépiild lanc, amelyhez mono- vagy diarabinofuranozil elagazasok kapcsolddnak.

3.2. A novényi sejtfal-poliszacharidok szerkezetének meghatarozasa

A ndvényi sejtfal szerkezetének pontos, molekularis szintli megismerését az 1990-es
évektdl kezdédéen a monoklondlis antitestek felhasznalasan alapulé immunologiai
vizsgalatok tették lehetévé. A ndvényi sejtfal poliszacharidjai immunogén tulajdonsagtak,
allati szervezetbe juttatva antitestek termelddését valtjak ki. A monoklonalis antitestek
specifikusan egy adott szénhidratrész (epitdép) ellen termelddnek, és alkalmasak ennek a
specifikus szénhidrat egységnek az azonositdsara. Ha egy ismeretlen szénhidrat ellen
termelddott monoklondlis antitest kotddik egy szintetikusan eldallitott, ismert szerkezetii
szénhidrat molekulahoz, az azt jelenti, hogy az antitest felismerte az epitopjat, vagyis sikertilt
meghatarozni azt a szerkezetet, ami a specifikus antitest képzodését kivaltotta.

A 90-es évek elejétdl kezdédben szamos monoklondlis antitestet irtak le, %%

melyekrol kezdetben csupan annyit tudtak, hogy az adott névény mely sejtfal-poliszacharidjai
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ellen képzdodtek, a szénhidrat epitopok pontos szerkezetét azonban nem ismerték. Az elso,
viszonylag pontos epitop-szerkezetet Albersheim és munkatarsai irtak le 1995-ben, a hegyi
juhar pektin-poliszacharidjai ellen termel6dott monoklonalis antitestek immunologiai
vizsgalatanak eredményeként.68 Indirekt ¢és kompetitiv. ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teszt segitségével megvizsgaltadk, hogy a CCRC-M7 elnevezési
monoklondlis  antitest milyen erdsen kotddik a langvords  kasviragbol izolalt
ramnogalakturondnokhoz ¢és arabinogalaktanokhoz, valamint kiilonb6zé szintetikus
oligoszacharidokhoz. A természetes oligoszacharidok koziil a 99% galakt6z- és 1% arabindz-
tartalmt frakcidé mutatta a legnagyobb aktivitast. Kompetitiv ELISA tesztben szintetikus (1-
5)-a-oligoarabinozidokat, valamint B-(1-4)-, B-(1-3)- és p-(1-6)-kotésti oligogalaktozidokat
alkalmazva legerdsebb gatlast a 3-(1-6)-tri, penta- és hexagalaktannal tapasztaltak, a 3-(1-3)-
kotésti galaktozidokhoz viszont egyaltalan nem kotddott az antitest. Az arabinofuranobidz €s
—tetradz is mutatott aktivitast, bar 1000-szer kisebbet, mint az oligogalaktozidok.
Osszegzésként megallapitottak, hogy a minimalis epitdp egy arabinofuranozilezett B-(1-6)-
trigalaktan lehet, de elképzelhetd egy hoszabb galaktan lancbol allo, tobb mono-, vagy
diarabinozil elagazast hordoz6 nagyobb epitdp is. Ez az epitop-leiras fontos kiindulopont volt

a szintetikus szénhidratkémikusok szdmara.

3.3. Novényi arabinogalaktan-oligoszacharidok szintézise — irodalmi attekintés

A novényi arabingalaktanok kémia szintézise kiilonb6zd kutatocsoportoknal szinte
egyidében kezd6dott az 1990-es évek végén. E szintetikus munkakat részben az Echinacea
purpurea immunstimuldlé hatdsaval foglalkozd kutatdsok  Osztondzték, amelyek
arabinogalaktan-oligoszacharidokhoz kototték a gydgyndvény biologiai aktivitdsat. A masik
motivald tényez6t a nodvényi sejtfal szerkezetének immunologiai vizsgalatdhoz nyert
monoklonalis antitestek jelentették, mivel szamos esetben arabinogalaktanok voltak a
feltételezett epitopok. A szintetikus munkak célja 2-es vagy 3-as helyzetben o-L-
arabinofuranozil elagazast hordozo (1-3)- és (1-6)-fB-D-galaktan alapvazu oligoszacharidok
eldallitasa volt. Mai ismereteink szerint a ndvényi arabinogalaktdnokban az arabinofurandz-
elagazasok a galaktan oldallancokhoz kizardlag o-(1-3)-kotéssel kapcsolodnak. Az 1990-es
években azonban az volt a feltételezés, hogy a galaktéz 2-OH, és 3-OH csoportja egyarant
lehet elagazasi pont, és az Echinacea purpurea gyogynovény esetében o-(1-2)-arabinozilezett

galaktan szerkezethez rendelték az immunstimulalé hatést.>
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Az els6 szintetikus arabinogalaktanokat van Boom ¢és munkatarsai allitottak elg®
hegyi juhar pektin-poliszacharidjai ellen termelddott monoklonalis antitest® szénhidrat
epitopjanak azonositasa céljabol. Harom regioizomer tetraszacharidot allitottak el¢ 11-
metoxikarbonilundecil glikozid formajaban, amelyekben az azonos [-(1-6)-trigalaktan vaz
elsd, méasodik vagy harmadik egységének 2-es hidroxilcsoportjahoz kapcsolddott a-kotéssel

egy arabinofuranozil egység (14. abra).
HO OH
HO%&/O %/ Ho OH
HO
on OHM\ 4 %S/
HO

R= O(CH2)11C02M6 1 2 3

14. abra. A van Boom csoport 4ltal eldallitott arabinogalaktanok szerkezete

A harom szerkezeti izomer f6lancanak szintéziséhez (15. abra) a 6-0s helyzetben
szelektiven eltavolithato szilil védécsoportot tartalmazo 1,2-anhidrogalaktozt (5) hasznaltak
glikozil donorként, s ezzel egy nagyszerli mddszert dolgoztak ki 2-helyzetben elagazast
tartalmaz6  oligoszacharidok szintézisére. A  megfelelden védett glikalbol  (4)
dimetildioxirannal in situ eléallitott 1,2-anhidrogalaktézt (5) elészor Osszekapesoltak a 11-
metoxikarbonil-undekanol hidmolekulaval; a reakcidban képzddott a kivant B-glikozid és
egyuttal felszabadult a 2-OH csoport. Az igy nyert 6 intermediert kétféleképpen alakitottak
tovabb: kialakitottdk az arabinozil elagazast vagy benzoillel védték a 2-OH csoportot. Ezt
kovetéen mindkét vegyiiletr6l eltavolitottak a 6-os szilil véddcsoportot, majd az 5 donorral
galaktozilezték a két akceptort. A glikozilezési 1épésben ismét felszabadult a 2-helyzetii
hidroxilcsoport, igy a képz6dott diszacharidon (8) és triszacharidon (9) ismét elvégezhették az
elobbi reakciosort (i-iii) oly modon, hogy a 8 vegyiiletbdl 2’-O-benzoil és 2’-O-arabinozil
szarmazékot is eldallitottak, mig a 9-et csak benzoilezték. A deszililezés és lanchosszabbitas
utan igy két tetraszacharidot (10, 11) és egy trigalaktant (12) nyertek, szabad 2-hidroxillal a
terminalis galaktdz egységen. A 12 trigalaktant arabinozilezték, majd a harom regioizomer

tetraszacharidrol (10, 11és 13) eltavolitottak a véddcsoportokat, és izolaltak a célvegyiileteket.
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15. abra. A van Boom csoport altal eldallitott arabinogalaktan tetraszacharidok szintézise

A van Boom csoport altal eldallitott 1 vegyiilettel analdg tetraszacharidot (23)
allitottak el kinai kutatok dodecil-glikozid forméajaban (16. 4bra).”® A megfeleléen védett
dodecil galaktozidot (14) 2-es helyzetben arabinozilezték (—16), majd a 6-0s hidroxilt
felszabaditottak, és az igy nyert diszacharid akceptort (17) egy peracetilezett digalaktozil-
imidattal (21) glikozilezték. A szintézis célja az Albersheim csoport altal leirt monoklonalis

antitest®® minimalis epitopjanak meghatarozésa volt.
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16. abra. A Kong csoport altal eléallitott arabinogalaktan szintézise

Ugyanez a kinai csoport valtozatos szerkezetii, 4-20 monoszacharidbol allo
arabinogalaktanokat allitott eld. Az alapvaz minden esetben (1-6)-B-galaktan lanc volt,
melynek minden masodik vagy harmadik egysége hordozott 2-es vagy 3-as helyzetben
elagazast.”*™ A szintézis lényege a kiilonbozd stabilitast észter véddcsoportok kombinacidja
volt: alland6 véddcsoportként benzoatot alkalmaztak, a lancelagazasi pontokat a benzoil
melldl szelektiven eltavolithato acetil-csoporttal védték. Ilyen mddon allitottak eld a 17. dbran
lathato tetraszacharidokat.”® A kiindulasi digalaktozidot (24) savas kozegben dezacetilezték,
a reagens az acetilkloridbol metanolban in situ képz6d6 sosav volt, amely lasst reakcidban
szelektiven lehasitotta a benzoilek mell6l az acetil csoportokat, a képz6dé akceptor (25) igy a
lanchosszabbitas (6’-OH) és a lancelagazds (2°-OH) helyén is szabad hidroxilcsoportokat
tartalmazott. A primer hidroxil Iényegesen nagyobb reaktivitasat kihasznalva el6szor
regioszelektiv glikozilezéssel meghosszabitottadk a galaktan lancot, majd kialakitottdk az

arabinozil elagazast (28). A tetraszacharidot egy 1épésben glikozil akceptorra (29), kétlépéses
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reakcioban pedig donorra (30) alakitottak at, és a késébbickben felhasznaltak valtakozdan (1-

2)- és (1-3)-a-L-arabinofuranozil elagazast hordozé arabinogalaktanok szintézisére.
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BzO o BzO OAc
0
BZOOCNHCCI3 Bzo%/o
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o) 0
BZO OPMP - rvsore BzO i
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17. abra. Kong csoport: o-(1-2)-arabinofuranozil elagazast tartalmaz6 tetraszacharidok

Az 1-3 lancelagazas kialakitasahoz (18. abra) a 31 digalakt6z donor 3-OH csoportjat
id6legesen allil-éter forméban védték.” Allando védSesoportként ebben az esetben is benzoilt
alkalmaztak, és acetilezéssel biztositottdk a 6’-hidroxil szelektiv felszabadithatosagat. A
tioglikozid donort a 32 galaktozidhoz kapcsoltak, a kapott triszacharidrél (33) eltavolitottak
az allil véddécsoportot és kialakitottak az arabinozil elagazast (34). A tetraszacharidbol végiil a

szokasos mddon donort (36) és akceptort (35) allitottak eld.
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18. abra. Kong csoport: o-(1-3)-arabinofuranozil elagazast tartalmazo tetraszacharidok

A 17. és 18. abran bemutatott négy tetraszacharid épitéelem (29, 30, 35 és 36)

valtakozo6 0sszekapcsolasaval 15 galaktdz egységbdl felépiild, 5 arabindz elagazast tartalmazd

eikozaszacharidot allitottak elé (19. dbra).”* A kizardlag észter véddcsoportokat tartalmazo

37 vegyiiletbdl egyetlen dezacilezési 1épéssel megkaptak a szabad végterméket p-metoxifenil-

glikozid formajaban.

AcO | B
zO o o
BzO
BzO BzO o o
O BzO BzO
B o
Bz
BzO OBz BzO BzO o
BzO
BZO BzO o o
BzO 5 ) 70
B BzO BzO 820
BzO BzO BzO (o)
Z OBz 0 [o) o
— s 5 BzO BzO o
OPMP
BzO
37 BzO OBz BzO

19. abra: Kong csoport: valtakozo, (1-2)- és (1-3)-arabinozil elagazast tartalmazo védett

eikozaszacharid szerkezete
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A fent bemutatott stratégia’*’* hatranya, hogy a megfeleléen védett kiindulasi
diszacharidok szintézise elég hosszadalmas, peracetilezett galaktozbol kiindulva 12-14 1épést
igényel. A modszer elénye, hogy a tetraszacharid épitéelemek gyorsan és hatékonyan
allithatok eld, és nagy varacios lehetdséggel kapcsolhatok dssze.

Egy masik kinai kutatocsoport 1,2:5,6-di-O-izopropilidén-a-D-galaktofurandz (20.
abra) felhasznaldsaval hatékony eljarast dolgozott ki 3-as helyzetli eldgazast tartalmazo
galaktanok szintézisére.” Eldszor a kiindulasi vegyiilet j6 hozamu szintézisét kellett
megoldaniuk, hiszen kozismert, hogy a galaktoz acetonnal végzett acetalozasi reakcidjaban a
piranozgytrtis forma (19) a fétermék. Kihasznalva, hogy a magasabb homérséklet a
furanézgytris forma kialakuldsanak kedvez, DMF-aceton elegyben refluxhdmérsékleten
végezték a reakciot, igy 50%-os hozammal képz4dott a furandzgyiiris acetalszarmazék (39),

amit sikeriilt kristalyositassal kinyerniiik a reakcioelegybdl.

o)
OH OH DMF/aceton OH
4/1 oH Q
0 (/1) fe) + >< 0]
HO OH ioncseréld gyanta 0] O§/ o
OH (HY), reflux, 15 éra 1) 03 :O
38 39 (50%) 19

20. abra. Az 1,2:5,6-di-O-izopropilidén-o-D-galaktofuranéz (39) szintézise

Az arabinogalaktanok szintézisénél (21. dbra) a 39 vegylilet szabad 3-as hidroxiljat
arabinozilezték, szelektiven eltavolitottak a labilisabb 5,6-acetal csoportot, és a képzddott diol
(40) primer hidroxilcsoportjat szelektiven galaktozilezték kétféle donor molekulaval
(40+41—42 és 40+43—44). A 42 triszacharidot négy 1épésben donorra alakitottak, a 44
detritilezésével pedig akceptort allitottak elé egy 3+3 blokkszintézishez (45+46), ami jo

hozammal adta a két arabinoz elagazast tartalmazo tetragalaktan célvegyiiletet (47).
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21. abra. Galaktofuran6zbdl kiindul6 szintézis (1-3)-arabinozil elagazas kialakitasara

Sajat munkankon kiviil minddssze az itt bemutatott szintézisek 1éteznek (1-2)- és (1-
3)-arabinozil elagazast novényi arabinogalaktanokra. Ezek koziil a van Boom csoport 1998-
as munkdja volt az elsd, ezt kdvették a mi publikacidink 1999 és 2003 kozott, a két kinai

csoport pedig 2000-2005-ben k6zolte eredményeit.

3.4. Arabinogalaktan oligoszacharid-sorozat modularis szintézise - Sajat
eredmények78'81

3.4.1. Ciklikus izopropilidén-acetal és MIP vegyes acetal védécsoportkombinacion
alapulo szintézisterv kidolgozz’tsa78

Munkank célja az Echinacea purpurea sejttenyészetébdl izolalt immunstimulalo
hatasu poliszacharidok arabinogalaktan komponenseinek szintézise volt. Az akkori
feltételezések szerint a biologiai aktivitasért felelés rész egy (1-6)-B-D-galaktan alapvaza

oligoszacharid, melyben minden mésodik vagy harmadik galaktoz egység 2-OH csoportjahoz
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mono- vagy (1-5)-a-L-diarabinofuranozil elagazasok kapcsolodnak.”®® Célul tiiztiik ki olyan
oligoszacharid-sorozat el6allitasat, amelyben megtalalhaté valamennyi feltételezett szerkezet.

A korabban bemutatott 1,2-anhidro-galaktéoz donoron alapulé van Boom-féle
szintézis®® nagyon elegans: minden egyes galaktozilezési 1épésben lancnovekedés torténik, és
egyuttal felszabadul a lancelagazas helyén a hidroxilcsoport. Ugyanakkor a megfelelden
védett 1,2-anhidro-galaktoz donor szintézise meglehetésen hosszu reakcioutat igényelt.

Az altalunk kidolgozott médszer egy olyan véddcsoportstratégian alapult, amellyel a
galakt6z 3-, 4- és 6-OH csoportja egyetlen 1épésben védhetd, és egyediil a lancelagazasi pont,
a 2-OH marad szabadon. Ez az egylépéses védelem 2,2-dimetoxipropannal végrehajtott
izopropilidénezési reakcidban valosithatd meg. 1983-ban figyelte meg a Liptdk csoport
galaktozidok 2,2-dimetoxipropannal végzett acetalozasi reakcidiban, hogy a vart ciklikus
acetalok mellett a primer hidroxilon kevert acetal [(metoxidimetil)metil, mas néven metoxi-
izopropil acetal, MIP] is képzSdik.” Benzil-B-p-galaktopiranozid (49) acetilozasakor harom
terméket izolaltak 5:4:1 aranyban: a kinetikus termékként képzodd 4,6-O-izopropilidén
szarmazékot (50), a termodinamikusan legstabilabb 3,4-O-acetalt (51), és ennek 6-O-MIP
szarmazékat (52). Olasz kutatok oldoszer nélkiil, nagy feleslegii 2,2-dimetoxipropannal
végeztek galaktopiranozidok izopropilidénezését, €és azt talaltak, hogy fOtermékként jo

hozammal a 3,4-O-izopropilidén-6-O-MIP-szarmazék képzodik.”

OMe
(0] OMe
OH ><0Me o) o OH O Ojf
HogowOB” H* HOLA OB” * %&OBH * OBn
OH DME OH
49 50 52

22. abra. Benzil-p-D-galaktopiranozid és 2,2-dimetoxipropan reakcioja

Ez a reakcio volt a kiindulopontja az (1-2)-arabinofuranozil elagazast tartalmazo
arabinogalaktanok szintézisére iranyuld kutatasainknak. Célunk az volt, hogy a ciklikus
izopropilidén acetal €s MIP vegyes acetal véddcsoportkombinacio alkalmazasaval olyan
digalaktoz akceptor épitéelemet (53)° allitsunk eld, amely a lancelagazas helyén tartalmaz
csak szabad hidroxilt, igy kozvetleniil arabinozilezhetd. Mivel a MIP vegyes acetal a ciklikus
acetalnal savérzékenyebb, a teljesen acetal-védett digalaktézon arabinozilezés utan szelekiven
felszabadithato a 6’-OH csoport, ¢és igy lehetévé valik a galaktan lanc tetszés szerinti

meghosszabbitésa.
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Az 53 kulcsvegyiilethez D-galaktozbol kiindulva 2 1épésben eléallitottuk az
acetobrom-galaktoz donort (18), egy Iépésben a di-izopropilidén galaktdz akceptort (19),
majd Helferich koriilmények™® kozott osszekapesoltuk a két épitdelemet. A képzodstt 20
diszacharidot  dezacetileztiik, végil 3°,4’-O-izopropilidén-6’-O-(metoxidometil)metil

formaban egyetlen 1épésben védtiik a sziikséges poziciokat (53).

SHooN Ohs Voo
e
O %nc %Q OH  Toa%) A ,? 7 >< (99%)
o O —_—

AcO + 7o AcO OAc 0 D ome )i

AcO OO le)

Br X ){3 OMe
18 19 20 PTSA (73%)

/
MIP ='C\—OMe

23. abra. Lancelagazas kiépitésére alkalmas digalaktdz szintézise

Az 53 vegyiiletet benzoilezett arabinofuranozil donorral (54)82 regaltattuk (24. dbra),
am a vart triszacharid csak kis mennyiségben képzd6dott, mégpedig szabad 6’-OH forméban
(55). Fétermékként a 6’-helyzetben arabinozilezett regioizomer triszacharidot (56) és a 2°,6’-
diarabinozilezett tetraszacharidot (57) izolaltuk. A nem vart termékek képzodését az okozta,
hogy a glikozilezés soran az aktivatorbol képz6dé HgBr; hatdsara a savérzékeny MIP-csoport
lehasadt, igy a 6’-OH is glikozilezhetévé valt. A hidrolitikus mellékreakcio kikiiszobolésére
az arabinozilezési reakcio koriilményeit modositottuk: a glikozilezést eziist-triflattal (AgOTT)
aktivaltuk, a keletkez6 HBr megkdtésére pedig szimmetrikus kollidint (2,4,6-trimetilpiridin)
alkalmaztunk. A MIP hidrolizisét valoban meg tudtuk akadalyozni, azonban meglepé modon
két termék keletkezett. A kivant triszacharid (55a) mellett képzodott egy acetalhiddal
Osszekapcsolt dimer szarmazék is (56). Ehhez hasonld, acetdlhiddal Gsszekapcsolt
szarmazékok ismertek az irodalombél,®’ ugyanis az un. kipanyvéazott glikozilezésnél
(intramolecular aglycon delivery, vagy tethered glycosylation) ugy biztositjak a glikozidos

kotés kivant térallasat, hogy ilyen acetalhiddal kotik a donor megfeleld térfeléhez az aglikont.
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24. dbra. Az 53 digalaktdz arabinozilezése bazis nélkiil (A), és bazis jelenlétében (B)

Mind az 55a triszacharidbol, mind az 56 dimer szarmazékbodl eldallithatd szelektiv

hidrolizissel az 55 szarmazék, amely kivalo akceptor épitdelem lehet hosszabb galaktan lancu

oligomerek szintéziséhez. Ugyanakkor nyilvanvaldva valt, hogy az 53 vegyiilet a MIP-acetal

tulzott savérzékenysége miatt nem biztosit megfeleld hozamot

glikozilezési reakciokban,

ezért szintézisterviinket modositottuk. Az 53 diszacharid 2’-hidroxiljat atmenetileg benziléter

formaban védtik (59), a MIP-csoport a bazikus koriilmények kozott varakozasainknak

megfelel6en stabilnak bizonyult (25. abra). Ezt kdvetben az acetal védécsoportokat acetilekre

cseréltiik (60), majd szelektiven felszabaditottuk a 2°-OH csoportot és a kapott digalaktdz

akceptort (61) arabinozileztiik. Ezen a reakciouton kivalo hozammal kaptuk a kivant 62
triszacharidot. A késébbiekben a 25. abran bekeretezve lathatd két diszacharidbol (59 és 60)

allitottuk elé a magasabb tagszamu galaktdn lancok moduldaris szintézisére alkalmas donor és

akceptor épitdelemeket.
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25 abra. A 2’-O-arabinozilezett digalakt6z médositott szintézise
3.4.2. Kiilonbozé hosszasaga galaktan modulok szintézise'* !

Az 59 vegyiiletbdl egyrészt enyhe savas hidrolizissel diszacharid akceptort képeztiink
(63), masrészt a 60 acetilezett szarmazékon keresztiil diszacharid donort allitottunk el6 (64).
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26. abra Di- ¢és trigalaktan donor és akceptor modulok szintézise

A 63 vegyiiletbdl acetobrom-galaktozzal (18) végrehajtott kapcsolast kovetden

triszacharid donor (66) és akceptor (68) szarmazékot is szintetizaltunk. Mivel a potencialis
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lancelagazasi pontot minden épitéelemen benzilcsoport védi, ami szelektiven eltavolithatd
mind az acetil-, mind az izopropilidén-csoportok melldl, ezért az egyes elemek
Osszekapcsolasa utan konnyen kialakithatd az (1—2)-arabinofuranozil elagazas. A di-, és
triszacharid donorok tetszdleges Osszekapcsolasaval 2+2, 2+3, 3+3, 2+2+2 blokkszintézisek
révén tetra-, penta- és hexagalaktan vaz alakithaté ki. A di- és triszacharid épitéelemek
megfeleld kombindlasa azt is lehetdvé teszi, hogy a képzddd galaktan lancon kiilonbozo
gyakorisdggal épiiljenek ki az arabindz elagazasok. A 63+64 vagy 63+66 kapcsolasokat
kovetden példaul minden masodik, mig a 66+68 kapcsolas utan minden harmadik galaktoz
egységen lehet lancelagazast kialakitani. A 68 akceptor tovabbi eldnye, hogy a 2°-OH, és 2”-
OH csoportja ortogonalis, egymas melldl szelektiven eltavolithatd véddcsoportokat tartalmaz,
igy akar a masodik, akidr a harmadik galaktéz egységén lehetdség van a szelektiv
arabinozilezésre. Ugy gondoltuk, hogy amennyiben talalunk olyan védécsoportot, amely mind
a benzil, mind az acetil melldl szelektiven eltdvolithato, és eldallitjuk a 64, vagy a 66
donornak olyan analdog vegyiiletét, amely 2’-helyzetben ezt a véddcsoportot tartalmazza,
akkor a lancelagazasi pontok tovabbi varialasara nyilik mod. Ebben az idészakban végeztiik
(2-naftil)metilén acetalok parcialis hidrogenolizisére és (2-naftil)metil (NAP) éterek

stabilitasara és szelektiv eltavolithatosagara iranyulo Vizsgélatainkat,sz'84

¢és ugy lattuk, hogy
a (2-naftil)metil véd6csoport kivaléan megfelel céljainknak, mivel oxidativ iton eltavolithatd
a benzil mellél. Az 53 diszacharidot (2-naftil)metil-bromiddal, NaH jelenlétében alkileztiik,
majd szelektiven felszabaditottuk a 6’-hidroxilcsoportot. Ezt kdvetéen meghosszabbitottuk a
galaktan lancot (70), majd négy lépésben eldallitottuk az Gjabb triszacharid donor épitéelemet
(71), amely az acetil és benzil melldl is szelektiven eltavolithatd NAP-véddcsoportot

tartalmazott a 2’-helyzetben.

i) NAPBr ONAP o ONA(;P i (')AF3((;OOH o ONAP
o (5% ?‘7%';2 Yﬁ + 18 JOAe XO?OXCQ&' u)(4§?%) :0070 25 .
ii) AcOH % Hg( CN)2 O _ 0O o) 5 iii) Hzl\iNHz.AcOH ACO OAc ACO;X:Q \ OTTCC|3
(73%) (55%) ACO OAc 281 Ecin ° %&/ OAc NH
70 (98%) Ac0> "oAc

27. ébra. 2-(Naftil)metil (NAP) véddcsoportot tartalmazo triszacharid épitdelem szintézise

3.4.3. Valtozatos szerkezetii, mono- és diarabinozilezett arabinogalaktanok szintézise

Az elobbiekben bemutatott di- €s triszacharid modulok felhasznéalasaval hat ujabb
arabinogalaktant allitottunk el6. Valamennyi oligoszacharid [3-D-(1-6)-kotésti galaktan vazat

tartalmazott, amelyhez mindig a-(1-2)-kotéssel kapcsolodott az L-arabinofuranozil elagazas.
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A szerkezetek valtozatossdgat az elagazasok gyakorisdga, ¢és mérete (mono- ¢&s
diarabinofuranozil) adta. Nem hasznaltuk ki a modulok altal kinalt valamennyi lehetdséget,
csupan egy-egy képviseldjét allitottuk eld a feltételezett szerkezeteknek.

Alapvazként elészor a 72 trigalaktan akceptort®® alkalmaztuk, amelyet kétféle uton is
eléallitottunk: a 65 2°-O-benzil szarmazékbol katalitikus hidrogenolizissel, a (2-naftil)metil-
tartalmu 70-bdl pedig DDQ-val. Az utdbbi, egyelektron-transzfer mechanizmust atalakitas
kivald6 hozammal ment végbe, bizonyitva, hogy a NAP-véddécsoport oxidativ eltavolitasa
triszacharid szinten is jol mikodik. A galaktan lanc felszabaditott 2°-OH csoportjahoz mono-
(73) és (1-5)-a-diarabinozil (74) egységet kapcsoltunk. Mindkét arabinozilezési reakciot
trikloracetimidat donorral hajtottuk végre trimetilszilil-triflat katalizator jelenlétében, és jo

hozammal izolaltuk a tri- és tetraszacharid célvegyiiletet (75 és 76, 28. abra).

OH

DDQ
PAIC, Hy Aco C CHchZ::yeOH
65 70
(92%) AcO (89%)
NH
JIy 0. 0" ‘ccly
o Ac,
@ OAC
AcO L AcO OAcC
73 O7° OAc 74
OAc
OAc OAc
OAc cO
o O
AcO
%off X \
@O X QN,
75 (69%) 76 (65%) )4

28. dbra. Mono- és diarabinofuranozil elagazast tartalmazo6 trigalaktanok szintézise

Ezt kovetéen a 26. abran bemutatott, 2’-O-benzilezett diszacharid modulok
Osszekapcsolasaval tetragalaktan lancot alakitottunk ki (77), majd a benzil csoportok
hidrogenolitikus hasitasaval felszabaditottuk a lancelagazasok helyét (78), végiil egyetlen
glikozilezési 1épésben, 5 ekvivalens donor alkalmazasaval, 1-1 arabinoz egységet kapcsoltunk

a masodik és negyedik galaktoz 2-es helyzetii hidroxiljahoz (29. abra).”
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TMSOTY ACO OBn

CH,CI
63 + 64 i AcO Ogc/-\C ><

-45°C

(60%) OAc
Pd/C, H,
89%)  (Go> @ @/

o

>< OBz
OAco
o
AcO OAg Ha(CNJy o OACAco%N/ >< \

(63%)

29. abra. Két (1-2)-a-L-arabinofuranozid egységet tartalmazo tetragalaktan szintézise

Végiil két triszacharid modul dsszekapcsolasaval hexagalaktdn vazat allitottunk els.
Donorként a 2’-O-NAP véddécsoportot tartalmazd triszacharidot alkalmaztuk (71),
akceptorként pedig a 2’-helyzetben benzilezett szarmazékot (68). A benzil és NAP-csoport
szekvencialis eltavolithatosdga lehetdveé tette, hogy a glikozilezési Iépésben nyert
hexaszacharid masodik és 6todik galakt6z egységén kiilonbozd hosszusdgu lancelagazasokat
alakitsunk ki. Els6ként a naftilmetil-csoportot tavolitottuk el az 6tddik galaktéz egységrdl (30.
abra).

71 + 68
TMSOTf | -45°C
ONAP CHyCl, (60%)
AcO
AcO OAc / 0 AcO OBn
o (@]
AcO >< OXO
0
OA 0
e
CHZCIz MeOH DDQ
(70%)
AcO OAc %7 EO Ac&/ ,
81

30. abra Hexagalaktan szintézise, €s az egyik arabinozilezési pont szelektiv felszabaditasa
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Az igy nyert 81 akceptort monoarabinozil (73) és diarabinozil donorral (74) is
glikozileztiik. A két teljesen védett arabinogalaktan szarmazékrol (82, 83) Kkatalitikus
hidrogénezéssel eltavolitottuk a 2’-O-benzil véddcsoportot, igy felszabadult a madasodik

lancelagazasi pont (31. abra).

OBz
OBz
BZO
TMSOTf
CH,Cl, AcO OAc Acg/ #ﬁ
81 +73 >< \
-45°C 7(0
(56%) o
Pd/C ~ 82R=Bn
H, 83R=H
OAc
OAc OAc
cO
cOy O O
0O
TMSOTf o
CH2C|2 0 AcO OR
81+ 74 - AC@ ﬁ Q&/O #ﬁ
-45°C 0 ;
(43%) OAc >< % X 0
o) (@]
Pd/C ~ 84R =Bn OAc §<0

H, \_85R=H

31. abra. A 81 hexagalaktan arabinozilezése, és a masodik lancelagazasi pont felszabaditasa

A 83 heptaszacharidot eldsz6r monoarabinozil donorral reagéltattuk, igy megkaptuk a
86 oktaszacharidot. Ezt kovetden diarabinozil donorral is kapcsoltuk a heptaszacharid

akceptort, és elfogadhaté hozammal izolaltuk a 87 nonaszacharidot (32. abra).

OBz
@/OBZ o
Z _ Ac
O 86 R = AcO
+ 73 vagy 74 0 (45%) OAc
TMSOTf
83 AcO OAc cO o
CH,CI, (@]
-45°C &/ WLO >< 87R = O O\@
(40%) Vel
" AcO OAc
OAc

32. dbra Két lancelagazast tartalmaz6 arabinogalaktanok szintézise

Végiil eloallitottuk a 87 vegyiilet regioizomer szarmazékat a 85 oktaszacharid
akceptorbol. A 73 arabinofuranozil-imidat donorral végrehajtott glikozilezés elfogadhato

hozammal eredményezte az Gjabb, 88 nonaszacharidot.
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OAc

OAc OAG
OBz

C
(0] OBz
BzO

cOV O
TMSOTf o°
CH,Cl A0 2 O5 o ©°
e sy oo 736£?0§
-45°C c o o)
o AcO
(35%) OAC OAc ><O o) OO ><O O
Q0o
88 OAc \C
33. dbra Mono- ¢s diarabinozil elagazast tartalmazd nonaszacharid szintézise
Az Osszes, eloallitott arabinogalaktdn szdrmazékunk acetil és izopropilidén-acetal
véddcsoportokat tartalmazott, ezért minden esetben ugyanazzal a kétlépéses eljarassal
jutottunk el a szabad célvegyliletekhez. El0szor Zemplén szerint eltavolitottuk az
¢észtercsoportokat, majd az izopropilidén-csoportok savas hidrolizisét végeztiik el, és igy az

alabbi hét arabinogalaktan oligoszacharidot nyertiik:

B-D-Galp-(1—6)-pB-D-Gal B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-D-Gal
o-L-Araf-(1->2) a-L-Araf-(1—>2)
89 920

B—D-Galp-(1—>6)—B-D—Galﬁ>—(1—>6)—D-Gal

o-L-Araf-(1-5)-a-L-Araf-(1—52)
91

B-D-Galp-(1—6)-p-D-Galp-(1—>6)-B-D-Galp-(1—6)-D-Gal

a-L-Araf-(1-52) o-L-Araf-(1->2)
92

B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—>6)-B-D-Galp-(1—6)-p-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-D-Gal

o-L-Araf-(1-52) 03 a-L-Araf-(1-2)

B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—>6)-B-D-Galp-(1—6)-D-Gal

a-L-Araf-(1-2) a-L-Araf-(1—5)-0-L-Araf-(1-2)
94

B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-D-Gal

o-L-Araf-(1->5)-a-L-Araf-(1—>2) a-L-Araf-(1-2)
95

34. dbra. Az altalunk szintetizalt szabad arabinogalaktanok szerkezete
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3.4.4. Az arabinogalaktanok biologiai vizsgalata. A vegyes acetal védécsoport
hasznositasa ciklodextrineken

Az eléallitott oligoszacharidsorozat vizsgalatat a Kieli Egyetem Gyogyszerészi

1.2 A kutatas célja az volt, hogy az Echinacea purpurea

Biologia Intézetében végezték e
préslevébdl izolalt arabinogalaktan-protein (AGP) frakcido ellen egerekben termelddott
monoklondlis antitesteknél meghatarozzdk az antigén epitopot, vagyis azt a minimalis
szénhidrat szakaszt, ami ellen a specifikus antitest termelddott. Ehhez kiilonboz6é ismert
szerkezetli arabinogalaktanok mint potencialis antigének €s az antitestek kotddését mérték
kompetitiv ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) tesztben, az E. purpurea
présleveébdl izolalt AGP koncentraciod fiiggvényében. Az altalunk eldallitott arabinogalaktanok
koziil egyediil a két monoarabinofuranozil elagazast tartalmazo tetragalaktan (92) mutatott
gyenge reaktivitast, a tObbi szarmazék inaktiv volt. Az eredmények alapjan az
immunologusok azt valoszinisitik, hogy az E. purpurea immunogén oligoszacharidjanak
epitopja (1-6)-kotésti galaktan alapvazat tartalmaz, amelynek minden masodik egységéhez
csatlakozik arabinofurandz, 4m az elagazasi pont a galaktoz 3-as hidroxilja.®A feltételezés
igazolasara kutatocsoportunknal elkezd6dott a 3,6-elagazéasa arabinogalaktanok szintézise.®
Az arabinogalaktan oligoszacharidok szintézisé¢hez kidolgozott (metoxidimetil)metil
(MIP) vegyes acetal véddcsoportstratégiat ciklodextrineken is alkalmaztuk. A 2,2-dimetoxi-
propanos modszer oldékonysagi problémak miatt nem volt eredményes, a reaktiv 2-metoxi-
propénnel viszont j6 hozammal sikertilt eldallitanunk az o-, -, és y-ciklodextrin hexa-, hepta-
és oktakisz[2,6-di-O-(metoxidimetil)metil] acetaljait (99-101).” Az a-ciklodextrin hexakisz-
(2,6-di-O-MIP) szarmazékabol (99) benzilezés és savas hidrolizis utan hexakisz(3-O-benzil)-

a-ciklodextrint nyertiink (102, 35. abra).®®

){)Meﬁ - -
OMe
O
Y OH
] o i) BnBr/NaH
o-, B- és y-ciklodextrin HO B 0]
H* o] B BnO
DMF A o—| ii) TFA OH |
MeO O
96 - 98 L Jn
99 n=6 - -6
100 n=7 102
101 n=8

35. abra. Ciklodextrinek [2,6-di-O-( metoxidimetil)metil]-szarmazékainak szintézise, és a
hexakisz(3-O-benzil)-a-ciklodextrin eléallitasa
Ismeretes, hogy a ciklodextrinek parcialis szubsztitiicioja altalaban nem egységes,

hanem random moddon szubsztitualt termékeket eredményez ezért az altalunk kifejlesztett
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modszernek nagy gyakorlati jelentdsége lehet, mivel alkalmas nagytisztasagii 3-szubsztitualt

és 2,6-diszubsztitualt ciklodextrinek szintézisére.
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4. Szialsav-tartalmua lektin ligandumok szulfonsav mimetikumainak

szintézise
4.1. A szelektiv lektinek és a szialil Lewis X szerepe a gyulladasos folyamatokban

Sériilés, fertdzés vagy testidegen anyagok szervezetbe jutasa esetén a vérkeringésbol
leukocitak aramlanak ki a sériilt vagy fert6zott szovetekbe. A bonyolult, egymasra épiild
adhézios és litikus 1épések lancolatabol allo, gyulladasi vagy inflammacios kaszkadként
ismert folyamat az immunrendszer egyik fontos védekezési mechanizmusa.’**! Nagyon
komoly akut és kronikus betegségeket eredményez azonban, ha a szervezet tulzott mértékben
gyljti Ossze és juttatja ki a leukocitdkat a vérarambol. Ez a folyamat felelds olyan idiilt
gyulladdsos betegségekért, mint az GvsOmoOr vagy a reumas iziileti gyulladasok, valamint
olyan heveny korképekért, mint a széliités, valamint az infarktusok vagy miitétek utan fellépd
reperfizios sériilés.”? A véraramba bekeriild rakos sejtek a gyulladasos folyamat adhézios
1épéseit kihasznalva képesek attétek kialakitasara.”® Eppen ezért rendkiviil fontos olyan
modszerek kidolgozasa, amelyekkel sziikség esetén kontrollalhatd az inflammacios kaszkad,
¢s megelozhetd, hogy a fehérvérsejtek toborzasa ¢€és a véredénybdl valdo kijutasa

(extravazacioja) talzott méreteket 6ltson.

crer

lektinek (=szénhidratkotd fehérjék) egy csoportjat alkoto szelektinek (szelektiv lektinek).**%

A szelektinek csaladjat harom, kalcium-figgé transzmembran glikoprotein alkotja. A P-
szelektin az endotél sejtekben és a vérlemezkékben (plateletekben) tarolodik és biologiai
jelzémolekuldk (citokinek) hatasara perceken beliil a sejtfelszinre transzportalodik. Az E-
szelektin az inflammacios stimulus utan néhany oraval jelenik meg az érfal belsé felszinén
(endotélium). Az L-szelektinek allanddan jelen vannak a leukocitak feliiletén. A gyulladasi
kaszkad elsd 1épéseként a sériilt, vagy korokozoé altal megtamadott szovet citokineket kiild az
endotéliumhoz, és ennek hatasara az érfal belso feliiletén E- és P-szelektinek jelennek meg. A
véraramban szabadon mozgo leukocitak feliiletén szénhidrattartalmu E- és P-szelektin-
ligandumok talalhatok. Az endotél feliileten megjelend szelektinek és a leukocitdk feliiletén
1év0 szénhidrat ligandumok kozott kdlesonhatas alakul ki, és ugyanilyen adhézid torténik a
leukocitak feliiletén allanddan ott 1évé L-szelektinek és az endotéliumon megtalalhatd
glikoprotein ligandumok kozott. A szelektin-ligandum koélcsonhatasok kovetkeztében a

leukocitak szabad mozgéasa megsziinik €s lassan gordiilni kezdenek az érfalon (rolling). Ezt
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kovetden a szénhidrat-fehérje adhézional erdsebb fehérje-fehérje kolcsonhatas alakul ki a
leukocitak feliiletén 1év6 integrinek és az érfal ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)
proteinjei kozott. A kovetkezd 1€pés egy enzimatikus fehérjebontas: egy metalloproteaz enzim
Iehasitja az L-szelektineket a leukocitak feliiletér6l. (A szabad L-szelektinek szerepe nem
ismert.) Végiil a leukocitak kilépnek a vérarambol (extravazacié vagy diapedesis) majd

felhalmozodnak a sériilés helyén (36. abra).®

Rolling adhesion| Tight binding Diapedesis Migration

CXCL8R
(IL-8 receptor)

véraram —

s-LeX

selectin ) |

OFOEOEO ‘
\

érfal ik chen?okine ®

CXCLS (IL-8)

36. abra. A fehérvérsejtek extravazacioja. Forras: http://www.bio.davidson.edu

A szelektinek nagyon hasonlé szerkezetlieck, mindhdrom tipust az aldbbi 6t alegység
(domén) épiti fel: egy citoszolba meriilé farokrész, egy transzmembran egység, egy valtozo
szamu ismétlodd egységbdl allod rész, egy epidermdlis novekedési faktor egység (EGF),
valamint egy N-terminalis, kalcium-fiiggd, szénhidratfelismeré egység (CRD: Carbohydrate
Recognition Domain, ezt lektin-doménnek is nevezik).™ A szénhidratligandum
megkotésehez a két utdbbi egység sziikséges, a kotOhely a CRD részen van, de a domén

A szelektinek legfontosabb fiziologias ligandumai sejtfelszini glikoproteinek vagy
glikolipidek. Az E- és P-szelektin ligandumai a leukocitakon talalhatok (PSGL-1: P-szelektin
glikoprotein ligandum, ESL-1: E-szelektin ligandum), az L-szelektin ligandumok pedig az
endotél sejteken vannak (GlyCam-1: glikozilezés-fiiggd sejtadhézios molekula). A szelektinek
a glikokonjugatumok szénhidrat részét ismerik fel. A 90-es évek elején ismertté valt, hogy a

szialil Lewis X tetraszacharid (sLe*, 103) az a minimalis szénhidrat egység, amelyet
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mindhdrom szelektin felismer. Habar késébb a szelektinek szdmos egyéb ligandumat is
azonositottdk (pl. szialil Lewis® (104), szulfatalt triszacharidok, szulfatid, heparin), a
szelektin-antagonistak tervezésének vezérmolekulajava a szialil Lewis* tetraszacharid valt.
Ezt nemcsak korai azonositisa indokolta, hanem az is, hogy az oldhatd sLe” gatolta a

szelektinek kotédését in vitro, s6t inflammacios betegségeknél is kedvez6 hatast mutatott.

B-D-Galp-(1-4)-D-GlcNAc
(N-acetil-laktozamin) L-fukopiranéz
A

-(1-4)
OH o
s OH A OH -
coo POH OH
HQ | OH o) o OH OH
S0 0 Coor oo Q
AN OH NHAc OH o%&/O OH
C
OH HsC7 97 on HO_r OH NHAC
/ OH Y

N OH
oH N\ AcHN—"4, e
N-acetil-neuraminsav L-fukopiranéz
(szidlsav), a-(2-3) a-(1-3) B-D-Galp-(1-3)-D-GlcNAc
103: szialil Lewis X (sLeX) 104: szialil Lewis A (sLe?)

37. abra. A szialil Lewis X (103) és a szialil Lewis A (104) szerkezete

4.2. A szialil Lewis X hatas-szerkezet osszefiiggéseinek felderitése

A 90-es évek elején intenziv kutatasok kezdddtek szénhidrat-alapti gyulladasgatlo és
antimetasztatikus terapia kidolgozasara. Az aktiv mimetikumok tervezésének eléfeltétele volt
a szialil Lewis X vezérmolekula farmakofér csoportokjainak azonositasa, és bioaktiv
konformaciojanak meghatarozasa. A Hasegawa-96 és a Gaeta-csoport”’ szamos modositott
mimetikumot allitott elé6 a kotédéshez nélkiilozhetetlen csoportok meghatarozasa céljabol.
Szisztematikusan, egyesével hidrogénre cserélték a szialil Lewis X valamennyi
hidroxilcsoportjat, a fukdz metilcsoportjat és a szialsav karboxiljat, majd megvizsgaltak az igy
eléallitott analogonok kotddését a szelektinekhez. (A fukoz egységen végzett modositasok

hatasat mutatja a 38. abra).
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R3 R' R?Z R® Aktivitas (E)

R2
HaC R’ 103 |[OH OH OH ICs 0,8 MM
3 ) 50
cog PH oH NHAC
Ho SHon O&VOWOR 105 | H OH OH inaktiv
SRl o

OH OH 106 |OH H OH inaktiv

107 ([OH OH H inaktiv

38. abra. A fukéz-egység farmakofor csoportjainak meghatarozasa szintetikus
modositasokkal
Vizsgalataik szerint a kotédéshez nélkiilozhetetlen az N-acetil-neuraminsav
karboxilcsoportja, valamint négy hidroxilcsoport: a fukdz 3-as és 4-es, valamint a galaktdz 4-
es ¢és 6-os hidroxilja. (Farmakofor csoportnak vélték E- és L-szelektin esetén a fukoz 2-OH
csoportjat is, de ezt a késdbbi vizsgalatok nem erdsitették meg.) Az N-acetil-gliikozamin
hidroxiljai nem alakitanak ki kotést a fehérjével, ugyanakkor a glilkdézamin résznek fontos

szerepe van a molekula megfeleld téralkatanak biztositasaban.

AcHN

39. abra. A szialil Lewis X tetraszacharid farmakofor csoportjai

Telitési transzfer differencia NMR mérésekkel (STD-NMR) hatdroztdk meg, hogy a
tetraszacharid mely protonjai kotddnek a fehérjéhez.98 A fukéz egység 2-es és 4-es
hidrogénje, valamint a galaktdz 6-os hidrogénjei szorosan, az NAc-neuraminsav 3-as helyzetii
hidrogénjei pedig lazan kapcsolodnak a kdtdhelyhez (39. abra).

A bioaktiv konformaciét szintén NMR maddszerekkel hataroztadk meg oly modon, hogy
az oldatban 1év6 sLe® NOE jeleit és a szelektinhez kotott sLe” transzfer NOE jeleit
dsszehasonlitottak. %02 Megallapitottak, hogy a szelektinekhez kotott aktiv konforméacio és a

A huméan P- és E-szelektin EGF-lektin-doménjének a szialil Lewis*-szel alkotott

komplexét rontgen-diffrakcios modszerekkel is vizsgaltak, ¢és a 2000-ben publikalt
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eredményeklo3 sok részlettel pontositottadk ismereteinket. Meglepd informacié volt, hogy a
kotések nagy részben elektrosztatikus természetiiek. A kristalyszerkezet jol mutatja, hogy a
tetraszacharid kis feliileten (koriilbeliil 550A%) érintkezik a fehérjével, tovabba, hogy a
kalcium a fuko6z 3-as és 4-es hidroxiljaval van kotésben, és a kalcium koordinacids szféraja

négy aminosavat tartalmaz (40. abra).

GIu®0
Tyr% 92 Asn106
Tyre Glu >79Q Asnms
eo O‘\ AN
O ‘
" HeC
0] O
0]
OH o ©R
OH

40. abra. A szialil Lewis X kot6dése az E szelektinhez

4.3. Szialil Lewis X mimetikumok szintézise - irodalmi attekintés

A szerkezeti kovetelmények felderitése utan nagyon komoly kutatdi kapacitds mozdult
meg abbol a célbol, hogy megfeleld szelektin antagonistdkat taldljanak, amelyek
felhasznalhatok akut ¢és kronikus gyulladdsok gyogyitasara, valamint a rakos sejtek
metasztatikus folyamatainak megakadalyozasara.

A gyobgyszertervezés kezdeti fazisaban a fizioldgias ligandumok szénhidrat részeit
alkalmaztdk potencidlis gyulladasgatld szerként. A minimalis ligandumszerkezetként
azonositott szialil Lewis X tetraszacharid elsé szintézisét Hasegawa valdsitotta meg 1991-
ben, tioglikozid épitdelemek ¢és dimetil(metiltio)szulfonium-triflit (DMTST) aktivator

105 js kozolt egy szintézist: a Lewis X

alkalmazasaval.'® Hamarosan a Nicolaou csoport
triszacharidot glikozil-fluoridokbdl épitették fel, majd szialil-kloriddal glikozilezték; a
glikozidos kotés o-térallasat a szidlsav-donor anomer centruméanak szomszédsagaban
elhelyezett feniltio-szubsztituenssel biztositottak. 1995-ben a Danishefsky-laboratériumban is

106

eléallitottak a tetraszacharidot,”™ szintézisiik Gjdonsaga az volt, hogy a glikoézamin részt
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gliikal prekurzoron keresztiil azaglikozilezéssel allitottak eld. A kémiai szintéziseket kovetden
multi-enzimatikus modszerrel is sikeresen allitottak eld szialil Lewis X-tartalmu
glikopeptidet, milligrammos mennyiségben.™’

A természetes szénhidrat-ligandumok koziil egy sLe*-pentaszacharid (Cylexin)
kiilonbozo reperfuzios sériilések kezelésében nagyon kedvezd biologiai hatasokat mutatott, és
tesztelése a klinikai Ill. fazisig jutott, am végiil csekély bioldgiai affinitdsa és elérhetdsége
miatt nem lett gyogyszer. Mindazonaltal a kezdeti sikerek bebizonyitottdk, hogy a szialil
Lewis X jo vezérmolekula, és nagyon intenziv kutatdsok kezdddtek ,,gydgyszer-szeriibb”
mimetikumok tervezésére.®® (A szénhidratok nem idealis gyogyszerjeldltek, mivel szintézisiik
nehéz, gyengén kotddnek, €s labilis glikozidos kotéseik miatt az oralis adagolés altalaban nem
oldhaté meg.)

A kotodés szerkezeti feltételeinek, az aktiv konformacionak és a farmakofor
csoportoknak az ismeretében valdsziniisitették, hogy az sLe* szerkezet jelentdsen
egyszertsithetd. Ezt a feltételezést erdsitették azok a kutatasok, amelyek ujabb szelektin
receptorokat azonositottak. Kideriilt, hogy az L-szelektineknek természetes ligandumai a
szulfatészter-tartalmmu Lewis triszacharidok is (Le*-SO3’, Le?-SO3). A P- és L-szelektinek
esetében olyan ligandumokat is azonositottak, amelyek szénhidratként csak egy szulfatalt
vagy foszfatalt monoszacharid egységet tartalmaznak. A legfobb kutatasi irany a szialil Lewis
X szerkezet leegyszerlsitése, konnyebben és olcson elballithatd, kisméreti molekulak
szintézise volt, amelyek a természetes ligandumnal erdsebb kotddési affinitast és specificitast

mutatnak.

4.3.1. Az N-acetilneuraminsav rész helyettesitése

A szerkezet egyszerlsitése el0szor a szialsav helyettesitésével tortént, hiszen ismert
volt, hogy ennek az egységnek csak a karboxilcsoportja vesz részt a kotédésben. Az NAc-
neuraminsav helyettesitdjeként szulfat- és foszfatésztert, valamint egyszerii karbonsav-
részleteket alakitottak ki a galakt6z 3-as helyzetében (41. abra). A 108 szulfatalt Lewis X
nagy affinitassal k6tddott mindhdrom szelekinhez,'® a Lewis A triszacharid 3’-foszfat (109)

és 3°-szulfat (110) szarmazéka viszont csak az E-szelektinnel szemben mutatott aktivitast.'%°
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OH OH OH OH

oocA,
OH OH OSE
NHAC
OH
OH NHAc OH

OH OH OH
108 109 R = PO,2, IC50(mM): 0,10 (E); 1,2 (L) 111
IC50(mM): 0,28 (E); 0,10 (P); 0,03 (L) 110 R =803, IC50(mM): 0,14(E); 2 (L)
IC5 értékek a sLe X-re (mM): 0,80 (E), 8,0 (P), 4,0(L)

41. abra. A szialsav helyettesitése: Lewis triszacharid alapu analogonok

A karbonsav analogonok szintézise soran az N-acetil-neuraminsavat glikolsavval,
vagy tejsav-szarmazékkal helyettesitették (,,-CHRCOO',, egység beépitése). Ez a modositas
nagyon jO kotési tulajdonsagll vegyiileteket eredményezett, amennyiben a karboxilcsoport
térhelyzete megfeleld volt. A 111 vegyiilet viszont inaktivnak bizonyult,"'® mivel a gyiriis
szerkezettel rossz térhelyzetben rogzitett karboxilcsoport nem képes a megfelelé bioaktiv

orientacioba kertulni.

4.3.2. A szialsav és az N-acetilgliikozamin rész helyettesitése

A szialsav mellett a gliikdzamin helyettesitése is kézenfekvonek tiint, mivel ennek az
épitéelemnek egyetlen funkcids csoportja sem létesit kotést a szelektinekkel, csak az a
feladata, hogy megfeleld térhelyzetben tartsa a farmakofor csoportokat tartalmazo fukoz és a
galaktoz egységet. Az 1,2-transz-ciklohexan-diol, amely rigiditasban és alakban is nagyon
hasonlit a piran6z gylrtire, a varakozasoknak megfelelden jo helyettesitonek bizonyult (112,
115-117) 89108111 Meglepd modon az etandiol csaknem ugyanilyen hatékonyan helyettesitette
a glikozamin egységet (113), a karba-analégok (114) kotési affinitdsa viszont joval
gyengébbnek bizonyult (42. abra).5%2

EbbSl a tipusbol az (S)-ciklohexil-tejsav (116, 117)"2M3 szarmazékok voltak a
leghatékonyabbak. A 117 szarmazék™* flexibilitasat térbeli gatlas révén, egy metilcsoport

beépitésével lecsékkentették, ami jelentc'isen megnévelte a hatékonységot. A molekula merev

crer
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OH _OH OH__OH OH _oH
_ o _ o] _ o)
00C__o o 00C._0 o;l 00C._ 0O
OH Ox & OH OH
HsC 0
WOH H:C 7207 on HC7207 on
OH OH OH
OH
OH OH
112: 0,5 mM (E) 113: 0,8 mM (E) 114: 20 mM (E)
OH OH OH OH OH
&/ ’m ~ooc o 00C o
<§7I i
onﬁ
OH OH
115: 0,35 mM (E) 116: 0,05 mM ( 117: 0,01 mM (

42. 4bra. Pszeudo-triszacharid mimetikumok

4.3.3. Egyetlen cukoregységet tartalmazé mimetikumok

A szénhidrat vaz tovabbi egyszeriisitését a teljes laktozamin rész elhagyasa jelentette,
igy olyan analogonokat nyertek, amelyek az eredeti tetraszacharidbol kizardlag a fukozt —
vagy annak szénhidrat-helyttesitjét — tartalmaztak. A vegyiilettipus elsé képviseléi a Wong
altal eléallitott fukopeptidek, amelyekben a Galp-f-(1-4)-GIcNAc egységet a fukdzhoz kotott
peptid helyettesiti (43. abra).® A 118 és 119 vegyiilet példjan lathaté, milyen nehéz
kiszamitani a helyettesitések hatasat. A jo aktivitast mutatd 118 vegyiiletben treoninnal
helyettesitették a gliikozamin egységet; ezt a molekulat kivantak tovabbfejleszteni a GIcNAc
egységhez sokkal hasonlébb aminociklohexanol beépitésével, am a modositas a
véarakozéasokkal ellentétben nem javitotta, hanem jelentsen rontotta az aktivitast.

A fukopeptidek kedvezd eredményei utan Gjabb glikopeptid sorozatot allitottak eld,
amelyekben a fukozt D-mannozzal (120) vagy L-galaktozzal (121, 122) helyettesitették. Ezek
a cukoregységek ugyanolyan térallasban tartalmazzak a hidroxilokat, mint az L-fukédz, de
annal lényegesen olcsobbak. A manndz-tartalmi analégok a fukopeptidekhez hasonld
kotédési affinitast mutattak.*>™ Kiemelked6en jo aktivitast mutattak a 6-0s helyzetben
alkoxi-csoportot vagy acilezett amint tartalmazo analogok (120b, ), az erésebb kotodést
valoszinlileg hidrofob hatas eredményezte. Szamitogépes tervezés alapjan allitottak eld a 121

117
1

mimetikumot, a 6-dezoxi-6-aminO-L-galakt(')Zb(') 7" A molekuladinamikai szamitasok alapjén

crer

crer
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Ennek ellenére a vegyiilet P-szelektinnel szemben inaktiv volt, és E-szelektin affinitdsa is

kicsinek bizonyult. A csekély aktivitast a nagy konformacios flexibilitassal magyaraztak.

OH

OH OH
OH OH OH
HsC HaC OH OH
R
OH O, HOOC
:m Hoocj
NH COOEt 120a-c

HOOC. _~_A\ HOOC _~_A\ R=OH 0,11mM (E)
R=0CqgHs;  0,04mM (E)
_ _ 2uM (P), 7uM (L)
119:; M K
118: 0,05 mM (E) 5 mM (E) R = NHC(0)Cy5H3, 23uM (E)
3uM (P), 11uM (L)

OH

OH
OH
OH o
0=_0
OH L H HN O
Ny, “, N
(\‘)L HOOC J/ \H)"',/OH
OH /\)\N (0]
OH HOOC N
121: IC5, >6 mM (E), >10 mM (P) 122: IC5y 1uM (P)

43. dbra. Glikopeptid mimetikumok (L-fukdéz, D-manndz és L-galaktdz szarmazékok)

Ennek a vegyiiletcsaladnak a leghatékonyabb képvisel6jét a Wong csoport altal

2% rigid makrociklikus, amely tartalmazza a szialil Lewis* valamennyi

eléallitott 12
farmakofor csoportjat a bioaktiv konformacionak megfelelden rogzitve. A vegyiilet kb. 1000-
szer erésebben kotddik P-szelektinhez, mint az sLe™.

Az egyetlen cukoregységet tartalmaz6é mimetikumok egy ujabb csoportjat alkotjak a
Kogan ¢és munkatarsai altal el6allitott bifenil-alapu vegyiiletek, amelyek a szialsav helyett
karboximetil-csoportot, a laktézamin helyett bifenilt tartalmaznak, a fukéz egységet pedig D-
mann6z helyettesiti. Ezek a szdrmazékok azonban a szialil Lewis®-nél gyengébb kotédési
tulajdonsagokat mutattak.®® Ugyanakkor a 123 bivalens molekula (44. abra) mindharom
szelektinhez jol kotddik, de kiilonosen a P-szelektin-inhibitor hatasa kiemelkedd (ICsg
0,015mmol).**® A vegyiilet in vivo modellekben is nagyon j6 hatast mutatott allergias asztma

. g rohar 120
és reperfuzios sériilések kezelésében.
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123

44, abra. Bifenil-alapu bivalens mimetikum

A glikopeptidhez hasonlé szerkezetli, de nem cukoralapti szialil Lewis®
mimetikumokat allitottak eld francia kutatok (124). A fukoz egység helyettesitésére kinasavat
hasznaltak, amelynek hidroxilcsoportjai  megfeleld térbeli  elrendezddéstieck. A
karboxilcsoportot aminosav lanc formajaban kapcsoltak a kinasavhoz (45. &bra).'? Az
analogonok gyenge aktivitasat valdsziniileg konformacios flexibilitas és a galaktoz

farmakofor hidroxiljainak elhagyésa okozta.

OH
o0c ol oH on COOH ><\ ):OH
\R\N R: E/k/\COOH %7 > COOH % >CooH
H (@]
1pdae ICso (MM, P): 21 19 19

45. dbra. Kinasav-alapti mimetikumok

A 125 vegyiiletben is D-manndz helyettesiti a fukoz egységet, a szidlsav rész
karboxilcsoportjat pedig foszfatészterrel helyettesitették (46. abra)."'® A kiemelked§ aktivitas
egyrészt a foszfatcsoport és a szelektin egy kozeli lizin egysége kozott kialakuld erds
kolcsonhatasnak koszonhetd, masrészt az aglikon két OH-csoportja valdsziniileg jol

helyettesiti a galaktoz farmakofor hidroxiljait.

OH
OH

OH  125:0,1mM (E); 0,01mM (P), 0,09mM (L)

46. dbra. D-Mann6z alapu mimetikum
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4.3.4. Ujabb funkcios csoportok bevitele

Az eddig ismertetett mimetikumokban csokkentették a labilis glikozidos kotések
szamat, ¢és igyekeztek a lehetd legnagyobb mértékben leegyszeriisiteni a vezérmolekulaként
szolgald tetraszacharidot. Az egyszerlsités mellett egy 01j irdny is megjelent: a természetes
ligandumokat (sLe*, sLe®) tjabb funkcids csoportok bevitelével modositottak. Azt vartak,
hogy ezek a csoportok Uj kotések létrehozasaval novelik a kotési affinitast, és igy
hatdsosabban képesek gatolni a szelektineket.

Altalaban az N-acetil-gliikkozamin egységen épitettek be uj funkcids csoportokat: vagy
az aminocsoportot szubsztitualtak (126), vagy apolaros lancot kapcsoltak a nemredukald
véghez (127). (Az apolaros lanc kedvezd hatdsa a 120 glikopeptid mimetikumnal is
megmutatkozott.) Hayashi és munkatarsai vizsgalatai azt mutattak, hogy az N-naftoil csoport
bevitelével (126¢) a kotési affinitas legalabb 10-szeresére ndvekedett az sLe*-hez képest.122
Nelson és munkatarsai megallapitottdk, hogy a szialil Lewis® N-acetil csoportja hatékonyan
helyettesithetd aziddal, aminnal vagy akar hidrogénnel is (127a-d); jol lathatdé a hidrofob

aglikon (8-metoxikarboniloktil) affinitasnéveld hatasa is.*?

OH
OH
OH on S AN R o
%0%05 R?
1
OH OH R
126a-c
R |C50 (mM) |C50(mM)
Me 1,5 NHAc H 0,22
C4H9 1 ,O H (CH2)8COOMG 0,13
Naphth 0,1 Ns (CHp),COOMe 0,13

NH2 CHz)SCOOMe 0,13

47. 4bra. A gliikdzamin egységen modositott sLe* (126) és sLe® (127) mimetikumok

4.3.5. Glikoklaszterek, multivalens szarmazékok

Az eddig targyalt mimetikumok koziil sok szarmazék mutatott a természetes
ligandumoknal nagyobb szelektin-affinitast, a legjobbak 0,1-0,01 mM koncentracioban
eredményeztek 50%-os gatlast. Ugyanakkor a kis molekulatdmegli sLe* szarmazékok
egyensulyi koriilmények kozott csak gyengén kotddnek a szelektinekhez.

Tobb kutatocsoport is torekedett arra, hogy polivalens mimetikumokat allitson eld, és
a polivalencia hatas révén novelje a kotddés erdsségét. A poli- vagy multivalencia hatas azt

jelenti, hogy ha az aktiv szerkezetet egy molekulan beliil megsokszorozzuk, akkor az aktiv
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csoportok szdmaval nem egyenesen aranyosan, hanem annal sokkal nagyobb mértékben
novekszik az aktivitas."”™ Az elsé polivalens molekuldk liposzoma szarmazékok voltak,
amelyek amid-kotéssel kapcesolodd sLe egységeket tartalmaztak. A polimer hordozéhoz
kotott szarmazékoknak azonban nagy hatranya a heterogenitas. Ugyanakkor, ha tobbfunkcios
kozponti molekulakhoz kotjiik az aktiv csoportokat, akkor teljesen egységes, klaszter-tipusa
multivalens vegyiiletet kapunk. Egy egyszerli bivalens klaszternek tekintheté a Kogan-féle
bifenil-alapti mimetikum (123).

Ciklikus-peptid alapu trivalens klaszter vegyiiletet allitottak el6 Kunz és munkatarsai
(128).125 A kémiai szintézissel eldallitott kozponti gylirlis peptid karboxilcsoportjaihoz
amidkotéssel kapcsoltak az sLe® anomer-amin szarmazékait. A vegyiilet jol gatolta HLgo

sejtek (sLex igandumot tartalmazo tumor sejtek) kotodését E-szelektinhez.

128

48. abra Trivalens, ciklikus-peptid alapti mimetikumok

A glikoklaszterek egyik legujabb képviseldje a kemoenzimatikus szintézissel
eléallitott 129 ciklodextrinszarmazék.'® A szintézis kulcsintermedierjét, a hét NAc-
gliikozaminegységet hordoz6 B-CD szarmazékot a heptakisz 6-dezoxi-6-jod ciklodextrin és
natrium-tiolat tartalmtt GlcNAc Osszekapcsolasaval allitottak eld. Ezt kdvetden enzimatikus
lanchosszabitasi 1épésekkel jutottak el a végtermékig. Feliileti plazmonrezonancia vizsgalat
szerint a vegyiilet nagyon jo aktivitdst mutatott szenzor chipen immobilizalt BSA-(sLe*), és

E-szelektin kozotti kdlcsonhatas gatlasaban.
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49. abra B-Ciklodextrin-alapu heptavalens sLe X mimetikum

4.4. Uj tipusu lektin-ligandumok szintézise - Sajat eredmények127'134

4.4.1. Potencialis szelektin-anatagonistak el6allitasa 1-dezoxi-1-etoxiszulfonil-hept-2-
ulopiranozil épitéelem felhasznalasaval

A 90-es ¢évek végén az oligoszacharidkémia egyik legizgalmasabb, és
gyogyszerkutatasi szempontbol a legtobb eredménnyel kecsegtetd teriilete volt a potencidlis
szelektin-antagonistak szintézise, mivel a szintetikus szialil Lewis X analogonokat
gyulladasgatlo  terapiaban  alkalmazhaté  gydgyszerjeloltként  tartottdk  szdmon.
Kutatécsoportunk 11j tipusu, szulfonsav-tartalmi mimetikumok eléallitasaval jarult hozzé
ezekhez a kutatasokhoz.

A szelektin-sLe* kolcsonhatas vizsgalata soran kideriilt, hogy alapveté fontossagu a
szénhidrat N-acetil-neuraminsav egységének karboxilcsoportja és a fehérje arginin egysége
kozott kialakulo erds ionos kotés. A szelektineknek természetes liganduma a szulfatalt Lewis
X is, amely a szialsav helyén szulfatésztert tartalmaz; ennek a vegyiiletnek a szulfatészter-

1 . . (s . .
1.1%% Mivel a szulfonsav mind a szulfatészternél, mind a

csoportja létesit sohidat az argininne
megfeleld karbonsavnal erdsebb sav, ezért feltételeztilk, hogy a megfelelé helyzetben
szulfonsav-csoportot tartalmazoé analogok is képesek megfeleld erdsségii kotés kialakitasara.
Kutatasaink kezdetén egyetlen szénhidrat-szulfonsav, a 6-dezoxi-6-szulfonsav-D-gliikoz

eldallitasara volt néhany példa az irodalomban,*®® ezért a tervezett analogonok nemcsak
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biologiai, hanem szintetikus szempontbdl is uUjdonsagot jelentettek, ¢és megfeleld
szintézismodszerek kidolgozasat illetve szénhidratkémiai alkalmazésat tették sziikségessé.
Terviink az volt, hogy az N-acetil-neuraminsav szulfonsav analogonjaként anomer
szulfonsavcsoportot tartalmazo ketozt allitunk eld, majd ezt glikozil donorként hasznaljuk fel
szialil Lewis X mimetikumok el6allitasadra. Mivel a szialsav, és altalaban a 2-uldz-onsavak
(A), karboxilcsoportjanak kozvetlen szubsztiticidja —SO3H csoporttal egy nagyon labilis
szerkezetet eredményezne (B), ezért a szulfonsavcsoportot egy metilénhidon keresztiil
kivantuk az anomer centrumhoz kapcsolni (C, 50. abra). Feltételeztiik, hogy a C szerkezet

védett aldonsavlaktonbdl karbanion-addicios reakcioval elallithato.
—Q COOH —Q  SO;H —}(S%H
—><OH ~><OH OH
A B C
50. abra. 2-Ulb6z-onsavak szulfonsav-mimetikumanak tervezése

A szintézisutat a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd 2,3,4,6-tetra-O-benzil-D-
glikozon (130) dolgoztuk ki (51. abra). A kiindulasi laktol oxidaciojara tobb modszert
kiprobaltunk (piridinium-dikromat/ecetsavanhidrid, piridinium-klér-kromat), leg-

hatékonyabbnak a Dess-Martin féle perjodinanos (131) eljasras bizonyult.137

Az igy eldallitott
laktonbol (132) etil-metanszulfonatbol in situ generalt karbanionnal sztereoszelektiv modon
nyertik a 3,4,5,7-tetra-O-benzil-1-dezoxi-1-etoxiszulfonil-D-gliiko-hept-2-ulopirandéz  o-
anomerjét (133). A reakcioval egyetlen 1épésben sikeriilt bevezetni az anomer pozicidba a
szulfonsav-csoportot, és regeneralni a glikozidos hidroxilt, ami lehet6vé tette, hogy a
szarmazékot glikozil donorra alakitsuk. A donorképzést Lewis-sav jelenlétében etantiollal

hajtottuk végre, és kivalé hozammal izolaltuk a 134 tioglikozidot.'*"?

OBn

Bno/ﬁv
BnO OH

130 OBn

CH,Cl,
AcO /OAc
I~OAc OBn
0 CH,SOLEt OBN SOEt gshy BN s0,Et
BnO O n-Buli,iPrNH 5o o BnO Q
131 ©  BnO ~g——— BnO —— Bno
OBn o BnO BF3Et20 Bno
THF, -70°C OH SEt
132 (85%) 133 (83%) 134 (96%)

51. abra. 1-Dezoxi-1-etoxiszulfonil-hept-2-ulopirandz szarmazékok (133, 134) szintézise
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Mivel az 1-dezoxi-1-szulfonil-heptul6z szarmazékok nem tartalmaznak protont a
glikozidos szénatomon, ezért anomer konfiguracidjuk meghatdrozasa a szokasos proton-
proton csatolasi allandé helyett a C-1 ¢és H-3 kozott harom kotésen at hatd csatolasi allando
(Jeins) alapjan tortént. A proton-szén harom kotésen at haté csatolasi allandok a Karplus-
sszefiiggésnek megfelelden a Cy és Hs torzids szogének fiiggvényében valtoznak.'** % A kis
csatolasi allandok (133: *Je1ns=2,1Hz, 134: %Jc1 145=2,7Hz) alapjan egyértelmii volt a C1 és
H3 csoportok szin térallasa, vagyis a vegyiletek o-konfiguracidja. (A késébbiekben
részletesen megvizsgaltuk, milyen korlatokkal alkalmazhatok a 3~]C1,H3 értekek  ketozil-

130 3 kdvetkezd

glikozidok szerkezetének meghatarozasara, ezzel kapcsolatos eredményeinket
fejezetben targyalom.)

A tioglikozid térszerkezetét rontgenkrisztallografiai vizsgalatokkal is bizonyitottuk. A
rontgenszerkezet ORTEP ébarazolasan jol latszik, hogy az etiltio-csoport axialis, a

szulfonatometil-csoport pedig ekvatorialis térallast (52. abra).

52. dbra. A 134 tioglikozid rontgendiffrakciods szerkezete

A Kkarbanion-addicios reakciot és a tioglikozid-képzést a metilezett gliikkonsav-
laktonon (135) is elvégeztiik (—136—137), majd L-fukdzbol és D-manndzbol is eldallitottuk
a perbenzilezett és permetilezett 1-dezoxi-1-szulfonato-heptozid szarmazékokat (138-141), az
51. abran bemutatott szintézisutat kovetve. A reakciok mindig sztereoszelektiv modon mentek
végbe, és az ekvatorialis etil-szulfonatometil-csoportot tartalmazé termékeket szolgaltattak
(53. abra). A 133, 136, valamint a 138 és 139 vegyiileteket a bioldgiai szempontbol rendkiviil
jelentés  2-uloz-onsavak (KDO, NAc-neuraminsav, KDN)*' els§  szulfonsav-

mimetikumaiként kozoltiik. **"°
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Me  CH,sO,Et € SO.Et RO. OR' SO,4Et
MeO n- BuL| MeO O SO3Et
MeO
MeO SO  THF R

-70°C
135 EtSH(136R_OH 138 R=0OH R Me v. Bn 139 R=0H
137 R = SEt 140 R=SEt R'=Mev.Bn 141 R =SEt

53. abra D-Gliikonsavbol, D-mannonsavbol és L-fukonsavbol eldallitott ketoszulfonsavak

A tovabbiakban a szulfonsav-észter csoportot tartalmazo szarmazékok tioglikozidjait
hasznaltuk fel szialil Lewis X mimetikumok szintézisére. Az irodalmi mimetikumoknal
lathattuk, hogy az N-acetil-gliikozamin egység jol helyettesithetd etilénglikollal. Els6ként mi
is egy ilyen helyettesitést alkalmaztunk (54. ébra). Eldallitottuk a Lewis X triszacharid
egyszertsitett szerkezeti analogonjanak tekintheté 142 pszeudo-triszacharidot, amelyben a D-
galaktéz és az L-fukoz egységet etilénglikol-hid koti Ossze, majd ezt a diol akceptort
glikozileztiik a 134 donorral. A reakcio6 lejatszodasanak feltétele volt, hogy az akceptor 4’-
hidroxilja is szabad legyen; amennyiben a 4’-pozicidban benzil vagy benzoil-véddcsoport
volt, a reakcid nem jatszodott le, mivel a nagy térigényii donor nem tudta megkdozeliteni a 3°-
hidroxilt. A glikozilezési reakcioban a vart termék (143) mellett a donorbdl eliminécios
melléktermék is képzOdott; a sztereokémiailag egységes 144 exoglikalt az NMR adatok
alapjan (Z)-izomerként azonositottuk. A 143 pszeudo-tetraszacharid szulfonsavészter-
csoportjat szulfonsav-sova alakitottuk at tetrabutilammonium-bromiddal végrehajtott
nukleofil szubsztiticids reakcioban, majd katalitikus hidrogénezéssel jutottunk el a
végtermékhez. Nagyon fontos volt, hogy ilyen sorrendben torténjék a véddcsoportok
eltavolitasa, mivel modell-reakciokban azt tapasztaltuk, hogy a szulfonsav-etilészterbol
katalitikus hidrogénezéssel szulfonsav képzddik, és az erds sav a glikozidos kotések hasadéasat
idézi el6. A 145 szarmazék volt a szialil Lewis X tetraszacharid elsé szulfonsav-

mimetikuma,t?"1?8
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OBn

OH _0OBn SO,Et

134 +
HsC

o)
0 1,3 ekv. NIS BnO OBn
Ho&/ox 0,13 ekv. TIOH BnO~>"gno | OH~OB" SO.Et
oBn O 5 o) BnO Q 3
O/X * "Bno —
- 40°C OBn 0o

Q OBn
OBn OBn
OBn Ha Rzosn \
142 143 (36%) OBn 144 (45%)

Cc

. . OBn
i) BuyNBr [ii) Pd-C, H,
CH3;CN

EtOH
o®
OHO SO3NBU4
HOHO OH _OH
(0]
O
S o
Hs;C O

OH
145 (84%) OH

OH

54. dbra. A szialil Lewis X els6 szulfonsav-mimetikumanak szintézise

A glikozilezési 1épésben lejatsz6dd eliminacios mellékreakcio a szulfonsavesoport
elektronszivo hatasaval magyarazhat6. Az elektronszivo hatas miatt a C-1 helyzetii protonok
lazitottak, ezért az intermedier karbokation (III, IV) nemcsak glikozidképzddés révén, hanem
eliminacioval is stabilizalodhat. Az A), B) és C) 1épések sebességétél fiigg a

glikozidképzddés és az elimindcid aranya (55. abra).

O _ SOsEt , SO;Et
0 Elektrofil (E) =0
BnO/ H1 - BnO

OO o

OJ O\‘)
WS%E‘ Y//CE SO4Et
BnG @‘\m " BnG

1] v

H1 H1
ROH
B) C)
o SO4Et “H1* SO3Et

b=/ N

a BnO— %
BnO

v vi OR

55. abra. Glikozidképzddés és eliminacio a szulfonatometil-tartalmt karbénium ionbo6l

A 142 akceptor, valamint permetilezett donorok felhasznalasaval két tovabbi pszeudo-
tetraszacharidot is eléallitottunk (146 és 147, 56. abra).'?® A 146-0s szarmazékbol a

véddcsoportok eltavolitdsa utan jo hozammal kaptuk a szialil Lewis X egy ujabb

61



dc_228 11

mimetikumat. Irodalmi adatok szerint apolaros molekularészlet, pl. a karboxilcsoporthoz
kapcsolodo ciklohexilgytiri ndveli az sLe* mimetikumok affinitdsat a szelektinekhez. Ennek
alapjan feltételeztiik, hogy az apoldrosabb 148 szarmazék jobb kotési tulajdonsagokat
mutathat, mint a korabban eléallitott 145 vegyiilet.

Meglepetésiinkre a 147-bdl nem sikeriilt az Gjabb, részlegesen metilezett mimetikumot
eldallitani, mert a véddcsoport-eltavolitas soran lehasadt a szulfonsavtartalmu cukoregység, és
kizardlag a 149 szarmazékot tudtuk izolalni a reakcidelegybol. A varatlan mellékreakcio a

fukozidos kotés fokozott érzékenységével magyarazhato.

OMoe SO,Et HC SO.Et
3
MeO o = OH_-OBn M OH_-OBn
O%o + MeG OMe “ome ™0 - OX
OBn /OX OBn (@]

H;C O
OBn OBn

146 OBn 147  OBn
i)Bu4NBrjii) Pd-C, H, i) BuyNBr |ii) Pd-C, H,
CH5CN EtOH CH3CN EtOH

OMe o OH _OH

o SONBu, .
Me eO OH_-OH HO O/x
veo | % OH o
o)
~\ /ox H3CZ;OZ oH
H3C’/L FO:Z HO

OH OH
OH
148 (87%) OH 149

56. abra. Kisérletek apolaros épitéelemet tartalmazé sLe* mimetikumok szintézisére

Az 1-dezoxi-1-etoxiszulfonil-hept-2-ulozid tioglikozid szarmazékaival végrehajtott
glikozilezési reakciokban (143, 146 és 147 elallitasa) mindig fellépett a donor eliminacios
mellékreakcidja, ami jelentdsen rontotta a hozamot, ezért a tovabbi mimetikumok szintézise
elétt megvizsgaltuk, hogy milyen donorokkal és glikozilezési koriilményekkel érhetd el
hatékonyabb glikozid-képzddés. A 133 hemiacetalbol glikozil-fluoridot és kloridot allitottunk
elé (150 és 151), a 134 tioglikozidbol pedig 2-brom-szarmazékot képeztiink (57. abra), majd
megvizsgaltuk a 134 tioglikozid és a 150-152 glikozil-halogenidek teljesit6képességét

132,134

glikozidképzési reakcidkban. A glikozil-fluorid alkalmazasaval hamar felhagytunk,

mivel kis reaktivitasa miatt csak nagyon gyenge hozamot eredményezett.
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OBn OBn
SOCly, py
BnO o §OF CHZC'z 7O okl o g SO
BnO 539% BnO BnO
BnO 90% BnO

F Cl
150 151
OBn OBn
SO;Et
B%%O o) 3 Bro BnO o SO3Et
CH,CI BnO
BnO 22
SEt kvant. BnOg,
134 152

57. abra. Halogenid donorok (150-152) szintézise

A szisztematikus vizsgalatok soran alkoholokat és kiilonboz6 reaktivitast gliikozid
akceptorokat glikozileztiink, a tioglikozid donort NIS-TfOH ¢és metil-triflat promoterekkel, a
halogenideket pedig Hg(l1)-sokkal vagy eziist-triflattal aktivaltuk. A fontosabb eredményeket
a 153 és 156 gliikozid akceptorok reakcidéin mutatom be (58-59. abra). A 153 akceptor
reaktiv, sztérikusan nem gatolt primer hidroxiljanak glikozilezésekor minden reakcioban
anomerkeverék-diszacharidok képzddtek (154a,b), de mindig az o-anomer volt a dominans
termék (58. abra). Legjobb hozamot és a-szelektivitast tioglikozid donor és NIS-TfOH
aktivalds esetén tapasztaltunk, -50 °C-on (154a: 82%, 154b: 6%). A kisebb reaktivitast
glikozil-halogenidek reakcidja csak magasabb hémérsékleten ment végbe (-15 °C — szobahd),
¢s ekkor nagyobb aranyl volt az eliminacios mellékreakcio. Glikozil-kloridbol egy uj
melléktermék, a 155 endoglikal is megjelent a rekcidelegyben, ami feltételezésiink szerint

kozvetleniil a donorbol képzddhetett, hidrogénklorid eliminacidval.

BnO SO;Et
BnO BnO
BnO

BnO BnO
BnO + BnO Bn
BnO 0
BnO | &ﬁ EtO,S
153 BnO
SO4Et
Bne. 154a (34-82%) OMe 154b (6-25%)
CH,Cl,
BnO,, OBn
SO3Et Bno SOaEt
131R-0 BnO

152 R =Br OBn OBn
144 (11-46%) 155 (0-23%)
(csak 151-bol!)

58. abra. Primer hidroxilt tartalmazé akceptor (153) glikozilezése. A leghatékonyabb
glikozilezés reakciokoriilményei: 134 donor, NIS (1,2 ekv.), TFOH (0,4 ekv.), -50 °C, 1 6ra
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Kis reaktivitast akceptor (156) glikozilezésekor mindig kizardlag a-glikozidos kotést
diszacharid képz6dott (157). A reaktiv tioglikozid alkalmazasakor el6térbe Kkeriilt az
eliminécid, a glikozidképzés rossz hozammal ment végbe (157: 11-17%). Az exoglikal
minden reakcioban jelentds aranyban képzédott, és mind a klorid-, mind a bromid-donorbol
képzodott endoglikal melléktermék is. A legjobb glikozilezést klorcukor donorral sikertilt
elérni AgOTT aktivator jelenlétében 0 °C-on, lass, 1-5 napos reakcidban. A glikozil-bromid a

tioglikozidnal jobb, a klorid-donornél gyengébb hozamot eredményezett (59. abra).

OBn OBn
HO o) OBn BnO SO3Et
oBn BnO OPMP - o SO;Et
OBn
BnO BnO + 144 (29- 86%
BnO o O _opwmp

R CH20|2 Bn OBn
134 R = SEt BnO BnO~ SO,Et
151 R =Cl 157 (12-63%)
152 R=Br 58
n

155 (2-56%)
(151-bl 7%)

59. abra. Kis reaktivitasu, szekunder hidroxilt tartalmazo akceptor (156) glikozilezése. A
leghatékonyabb glikozilezés reakciokdriilményei: 151 donor, AgOTf (2 ekv.), 0 °C, 2 nap
Osszességében azt allapitottuk meg, hogy mivel a glikozidképzddés és az eliminacid
verseng® reakciok, ezek aranya nagymértékben fiigg az akceptor reaktivitasatol. Legjobb
hozamot ugy ¢érhetiink el, ha a glikozil donor aktivalasanak sebességét az akceptor
reaktivitasdhoz igazitjuk. Reaktiv akceptorok esetén reaktiv donor és erdteljes promoter a
leghatékonyabb (pl. tioglikozid és NIS-TfOH) - ekkor a glikozilezés alacsony hémérsékleten
megy végbe, és az eliminacid nem jelentds. Kis reaktivitasu akceptorok esetén olyan donor €s
aktivalasi modszer a leghatékonyabb, ami magasabb homérsékleten is csak lassan generalja az
oxokarbénium iont, igy az akceptor nagy feleslegben lesz jelen a karbénium-ionhoz képest,
ami a glikozidképz6dés iranyaba tolja el a reakciot. Javitja a hozamot az akceptor-felesleg
alkalmazasa is, legjobb kitermelést donor : akceptor = 1 : 2 molaranynal értiink el.
A glikozilezési reakciok tapasztalatait felhasznalva eldallitottuk a szialil Lewis X egy
Gjabb, tetraszacharid-szulfonsav mimetikumat is.*** A Lewis X triszacharidnak egy
egyszerlsitett Szarmazékat, a glikozamin rész helyett gliikozt tartalmazo 161-et kivantuk
felhasznalni a szintézishez, mivel igy a kereskedelmi forgalomban kaphat6, olcso laktozt

hasznalhattuk kiindulasi anyagként (60. abra).
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i) NaOMe, MeOH

OAc _OA i o o8B

OAc OAc ) > OMe z OBz

o) OMe 0] o
0 TSA, DMF

AcO 0 PTSA, o 0
AcO OPMP — . HO OPMP
OAc OBz
OAC OBz
158 )

iif) BzCl, toluol
piridin, 0 °C 159 (42%
OH OBz OBz
i) CuBr,, BuyNBr 0
CH,Cl, DMF Q
H.C 0 SEt 2Ylp, HO o
3 08+ 150 (67%) OBz O{ o
n - OBz
ii) HCI, MeOH Hs;C O
OBn (89%) OBn
160 OBn
OBn 161

60. abra. Lewis X analdg triszacharid szintézise laktozidbol

A laktozbol két Iépésben eldallitott peracetilezett p-metoxifenil-laktozidot (158)
dezacetilezés és izopropilidénezés utan szelektiven benzoileztiik,'*? és az igy nyert akceptort
(159) fukozileztik. A 160 etiltio-fukoziddal metil-triflat aktivator jelenlétében végzett
glikozilezési reakcioban sem a szelektivitds, sem a hozam nem volt kielégit6. Sokkal jobb
eredményt értiink el, amikor a tioglikozidot réz(II)-bromiddal a reakcidelegyben glikozil
bromidda alakitottuk at, majd Lemieux szerint in Situ anomerizacios aktivalast
alkalmaztunk.**® A kapott triszacharidot savas hidrolizissel alakitottuk 4t a 161 akceptorra
(60. abra).

A szulfonsav-tartalmt cukoregység beépitésére felhasznaltuk a 134 tioglikozidot (A és
B ut) valamint a 151 glikozil-kloridot is (61. abra). Az A) reakciéut csekély hozamat (23%)
ugy értelmezhetjiik, hogy a hatékony promoter (NIS-TfOH) hatasara gyorsan képzddik a
donorbol az intermedier kation, amivel a kis reaktivitasu nukleofil (3’-OH) csak lassan reagal,
igy eldtérbe keriil az eliminacio. A B) reakcioban metil-triflat promotert alkalmaztunk
szobahOmérsékleten. Azt vartuk, hogy az enyhébb aktivaldszerrel lassabban képzddik az
oxokarbénium-intermedier, igy kedvezObb lesz a karbokation - nukleofil arany, és igy a
glikozidképzddés iranyaba tolodik el a reakcid. Az aktivalasi folyamat valoban lelassult (a
donor atalakulasa 2 napot vett igénybe szobahdmérsékleten), am a glikozidképz6dés hozama
csak kis mértékben javult (33%). Ennek valdszinlileg az volt az oka, hogy a magasabb
hémeérsékleten az eliminacid gyorsabban jatszodott le. Varakozasainknak megfeleléen a kis
reaktivitasu 161 akceptort a 151 glikozil-kloriddal tudtuk leghatékonyabban glikozilezni. A
donor aktivalasa 0 °C-on ment végbe, ezen a hémérsékleten a glikozilezési reakcid sebessége

feliilmulta az eliminacioét, és 59%-0s hozammal eredményezte a kivant tetraszacharidot.
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OBn
A) 134, NIS-TfOH, -40 °C o) 8055‘ OBz OBz
B) 134, MeOTf, szobahd BnO 0 o
161 BnO OBn o o5 OPMP + 144+155
Y4

C) 151, AgOTf, 0°C OB . A
0 z 1 45%
HiC OBn B): 38%
OBn C): 28%
OBn

162 ( A: 23%, B: 33%, C: 59%)

61. abra. A szialil Lewis X tetraszacharid-szulfonsav mimetikuma

4.4.2. A proton-szén harom kotésen at hato csatolasi allandok szerepe ketozil-glikozidok
szerkezetvizsgz’tlatz’lban130

crer

LJc1ni csatolasi allandok mérésével hatarozzak meg, ahol H1 az anomer proton. A kvaterner
anomer szénatomot tartalmazo cukroknal, igy a ket6zok, az uldzonsavak (pl. N-acetil-
neuraminsav, KDO), és az altalunk el6allitott, anomer-szulfonsavmetil elagazast tartalmazo
szarmazékok esetében ez a moddszer nem alkalmazhatd, mivel nem rendelkeznek anomer
protonnal. llyenkor a harom ko6tésen at hat6 proton-szén csatolasi allandé nyujt informaciot az
anomer centrumhoz kapcsolddo csoportok térallasarol.

A proton-szén harom kotésen at hato csatolasi allandokra (altalanosan 3JC(x,Hy) is

. o .. 138-140
érvényes a Karplus-tipusu Osszefliggés,

amely a C, és H, torzios szogének fliiggvénye a
Ca-Cp-Cy-H, csatolasi uton. Merev szénhidrogénekre143 a 3JC,H értekét 2,0 Hz-tol (60°) 9,4
Hz-ig (180°) becsiilik. Ketozil-glikozidoknal a Cg a cukorgytiriiben 1évé kvaterner anomer-
szénatom (C2), ennek megfelelden a csatolasi ut a C1-C2-C3-H3 kotéseknek, a mért csatolasi
alland6 pedig a 3Jc1,H3 értekének felel meg. A gyakorlatban ez a modszer csak akkor nytjthat

crer

szarmazékokban (62. abra).
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62. abra: C,, és H, torzios szoge a C,-Cp-C,-H, csatolési Giton

A ketopiranozil glikozid anomer parok irodalmi 3JC,H csatolasai allando értékei két
csoportra oszthatok: az egyik csoportndl jelentds, a masik csoportndl viszont csekély
kiilonbség van az anomerek csatolasi allandoi kozott. Az elsé csoportba tartoznak a KDO ¢és a

138,144 \;alamint a ketozil-azidok, amidok és bromidok.}* A szidlsav 2-

szialsav O-glikozidjali,
O-acetil és 2-O-metil szarmazékainak [B-anomerjénél 1,3 Hz-es csatolasi allandot mértek
(163b ¢és 164b, ekvatorialis COOMe, szinklindlis elrendez6dés), mig joval nagyobb, 6 Hz
koriili  értéket tapasztaltak az o-anomereknél (163a ¢és 164a, antiperiplanaris

elrendez3dés)."*® (63. abra)

AcO AcO R

COOMe
N aco | 9A°
. o :
AGHN R AHN 0 COOMe
OAc OAc
R=0Ac 163a 3Jcq 3ay6,6Hz 163b 3Jc4 pyzax 1,3Hz
R=0OMe 164a 3Jcq 3.y 6,1Hz 164b 3Jcq psax 1,3Hz

63. dbra: Szialsav anomer-parok 3301,H3 csatolasi allando értékeit®®

Ugyanakkor KDO- és szialil-szarmazékokon kiviil nagyon kevés irodalmi példa van
egyéb ketopiranozil-O-glikozidok anomer pérjaira vonatkozolag.**® Ezekben az esetekben a
B-anomerekre meglepben Kkicsi csatolasi allandokat kozoltek, a 165 metil-hept-2-
ulopiranozidndl az a- és B-anomerek csatoldsi allandoi kozott 1 Hz-nél kisebb kiilonbséget

irtak 1'% (64. abra).
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OAc OAc
AcO o) AcO o]
O CHs Acoﬁﬁ/o'\"e
AcO
AOOMe CHs
165a3Jcq y3 1,6Hz 165b 3Jcq 13 2,5Hz

64. abra: Metil-hept-2-ulopiranozid a- és B-anomerjének 2Jc1 s csatolési allando értékei

A fenti példa és sajat eredményeink is azt sugalltak, hogy a csatolasi allandon alapuld
konfigurdcio-meghatarozas csak korlatozottan hasznalhat6. Hogy ezeket a korlatokat
pontosan megismerjiik, szisztematikus vizsgalatokat végeztiink annak megallapitasara, hogy a
csatolasi Uthoz kapcsolodo szubsztituensek hogyan befolyasoljak a 3Jc1,H3 értékeét.

A megfelel6 2-etiltio-glikozidokbol (65. abra) olyan ketozil-glikozid anomer parokat
allitottunk el6, amelyekben kiilonb6zé szubsztituensek kapcsolodtak a Co, Cp és Cy

atomokhoz, majd megmértiik a haromkotéses proton-szén csatolasi allandokat.

OBn
BnO 0 CH R1
2
BnO » R': H, COOEt, SO4Et
SEt
R2: OMe, OBn, o)
2 BnO o
R?0OH | NIS - TfOH B”Ok
OBn OBn R OBn, H BnO Oume
H o o H o
- BnO -
®Bro CHR' |, “Bno BR®
Y Y
R3|B R
R? CH.R
cisz-csatolas transz-csatolas
(a-glikozid) (B-glikozid)

65. abra. Keropiranozil-glikozid anomer parok szintézise

Mivel az 1-dezoxi-1-szulfonsav szarmazékok (R'=SOsEt) szerkezetmeghatarozasa
volt szdmunkra a legfontosabb, ezért els6ként ezeknél a vegyiileteknél vizsgéltuk az R? és R
szubsztituensek hatasat (66. abra). Azt tapasztaltuk, hogy az anomer paroknal mind a cisz-,
mind a transz-csatolasok kis értékek — kivéve a 170b vegyiiletet —, és az R? szubsztituensek
hatasa nem jelentds. Azt is megfigyeltik, hogy az S-glikozidok cisz-csatolasa mindig
nagyobb, mint a megfelelé O-glikozidoké — lasd 133, 134 és 168, 169 parokat —, itt azonban a
cisz- és transz-csatolasok Osszehasonlitasara nem volt lehetdség, mivel transz-csatolasu
tioglikozidokat, azaz f-anomereket nem sikertilt eléallitani.

Ugyanakkor az R® szubsztituens jelentsen befolyasolja a transz csatolasi allandd

értékét (166b: kis transz-csatolas, 170b: nagy transz-csatolas). Amennyiben a C3 nem
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szubsztitualt (170b: R® = H, 3-dezoxi szarmazék), akkor kapjuk az elméletileg vart (a Karplus
OsszefiiggésbOl levezethetd) nagy csatolasi allandoét. A C3-helyzethez kapcsolodo
elektronegativ szubsztituens (166b: R® = OBn) viszont erésen lecsokkenti a transz-csatols
értéket (66. abra).

BnO—, H SOsEt  BnO— H

BnO -0 BnO -0 2
BnO BnO R
R3 R3
R? SO4Et
R3=0Bn| R? 3‘IC1,H3,cisz (Hz) 3'JC1,H3,z‘ransz (Hz)
133 OH 2,1 -
134 SEt 2,7 -
166a,b OMe <1 2.4
167a,b OBn <1 2,3
154a,b |(1-6)-tri-OBn <1 25
R3=H -a-MeGlcp '
168 OH 2,2 -
169 SEt 3,2 -
170a,b OMe <1 4.8

66. abra. A f3- és y-szubsztituensek (R?, R®) hatasa a csatolasi 4llandora

Az R csoport (az a-szénatom szubsztiticioja) hatasanak vizsgalatahoz eldallitottuk az
1-dezoxi-hept-2-uloz (171: R'=H), valamint az etoxikarbonillal szubsztitualt okt-3-uloz (172:
R'=COOEt) metil-glikozidjait (67. 4bra). A mérések azt mutattak, hogy amennyiben a C1-
atomhoz nem kapcsolodik elektronszivo szubsztituens, akkor a transz-csatolas nem valtozik, a
cisz-csatolas viszont megnovekszik, igy ennél az anomer-parnal volt a legkisebb kiilonbség a
3J01,H3-értékekben (171a: 1,8 Hz, 171b: 2,6 Hz). Az 1-dezoxi-1-szulfonsav szarmazékoknal

az észter- és a sO-forma (166 és 173) csatolasi allandoi kozott semmilyen kiilonbség nem

mutatkozott.
BnO H BnO H
BnO -0 BnO -0
BnO OMe PR-J CH,R!
BnO
CH,R' B”OOMe

R1 3JC1,H3,cisz (HZ) 3JC1 ,H3,transz (HZ)
171a,b | H 1,8 2,6
172a,b | COOEt <1 2,6
166a,b | SO;Et <1 2.4
173a,b | SOs;Na <1 24

67. abra. Az a-szubsztituensek (R') szerepe a csatolési allandéra
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Osszességében megallapitottuk, hogy anomer parok esetében a Co. és Hy szinklinalis
elrendez6désénél (cisz-csatolas) mindig kisebb a 3JC,H érték, mint az antiperiplanaris
elrendez6désnél (transz-csatolas), am altalaban elég kicsi a kiilonbség a két érték kozott. Az
altalunk vizsgalt ketozil glikozidok a-ko6tésti anomerjeinek cisz-csatolasa <1 — 3,2 Hz kozott,
mig a [-anomerek transz-csatolasa 2,3 — 4,8 Hz kozott valtozott. Mindezek alapjan a
kvaterner anomer szénatomot tartalmazo szénhidratok anomer konfiguracioja a harom kotésen
at hat6 csatolasi allandé alapjan csak akkor hatarozhatdo meg teljes biztonsaggal, ha az adott
szarmazék mindkét anomerje hozzaférhet6 - ekkor a két 3Jc;,H-érték koziil a nagyobb mutatja a
csatold atomok transz elrendezddését. Ha azonban csak az egyik anomer all rendelkezésre,
akkor ajanlott més szerkezeti bizonyitékokat is keresni (pl. NOE-mérések, kémiai eltolédasok

vagy lehet6ség szerint rontgenkrisztallografias mérések.)

4.4.3. Az N-acetil neuraminsav szulfonsav mimetikumanak szintézise L-fuk6zbol*>

A szialil Lewis X tetraszacharid hatés-szerkezet vizsgalataibol kidertilt, hogy az NAc-
neuraminsavnak csak a karboxilcsoportja létesit kotést a szelektinnel, ezért a gliikozbol
eléallitott szulfonsavszarmazékot (134) megfelelének talaltuk szelektin-antagonistak
szintézisére. Ez a szarmazék azonban szamos szerkezeti elemet nélkiiloz (3-dezoxi-, 5-
acetamido-funkcié, 'C, konformécio), amely mas esetekben szerepet jatszhat az NAc-
neuraminsav és kiilonb6zd fehérjék kozotti kdlcsonhatas kialakulasaban (pl. virusos vagy

147 EBzért célul thztik ki az NAc-neuraminsav kozelebbi

bakteridlis fertdzéseknél).
analogonjainak szintézisét, amelyek felhasznalhatok a kiilonb6z6 felismerési folyamatokban
kulcsszerepet jatszo szialsavtartalmt oligoszacharidok mimetikumainak eldallitasara. Olyan
szarmazékot terveztiink, amely az anomer helyzetii szulfonsavcsoport mellett tartalmazza az
Mivel a dezoxigenalt szarmazék (176) szintézise nehéz feladatnak tlint, elészor, mintegy
elétanulmanyként, a 3-hidroxi vegyiiletet (175) is el8allitottuk (68. 4abra).™** Kiindulasi
anyagként az L-fukézt (177) hasznaltuk, ami megfeleld térallasban tartalmazza a 3-as

hidroxilt, és axialis 4-OH csoportja lehetdvé teszi az ekvatorialis térallasu acetamido-csoport

kialakitasat egy inverzioval jaré nukleofil szubsztitucioval.
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O @
Ho, $"oy  'COOH 1 CH,S0; Na o
= HiC—773~0-7—0M HaC7 370
> 3 3
AHN-La2/, "OH  AcHN-SLg~LR 1 = i OH
HO HO Ho OH 2
174 175R = OH 177
176 R = H

68. abra. Az NAc-neuraminsav, a tervezett szulfonsav-mimetikumok és a kiindulasi L-fukoz

Mindkét szulfonsav-mimetikumot a fenil-3,4-O-izopropilidén-1-tio-o-L-
fukopiranozidbdl (178) allitottuk eld. A nem-dezoxigenalt szarmazék szintézisénél a 4-OH
szarmazékon (179) metanszulfonat tavozo-csoportot alakitottunk ki, majd a terméket natrium-
aziddal reagaltattuk, igy megkaptuk a 4-dezoxi-4-azido vegyiiletet (180). Ezutan a feniltio-
aglikont NBS-sel lehasitottuk, a keletkezett hemiacetalt fukonsavva oxidaltuk (181), majd
karbanion-addicioval kialakitottuk az anomer helyzetii etilszulfonatometil-csoportot (182). A
karbanion-addicio a korabbi tapasztalatoknak megfelel6en sztereoszelektiv modon adta az o-
anomert, amibdl a szokasos modon, etantiollal képeztiik a 183 a-etiltio-szarmazékot. Végiil,
az anomer centrum fixaldsa céljabol metil-glikozidot allitottunk eld, a reakcidban ~5:3

aranyban képzddott az a- és f-anomer (69. abra).

i) BnBr, NaH, i) MsCl, Et,N,
HsC7~~0-7~SPh ii) HCl,q, MeOH H;C7~0—7—SPh  CH.Cly, 66% HyC7~0—7—SPh
g o OBN i NaNs, DMF, N3 OBn
0 iii) BuSnO, toluol OBn 1) INaiNa, ; OBn
X reflux; BnBr 1O 115 °C, 77%
178 179 180
i) NBS, __o CHgSOEL, BuLi OH EtSH, BF;.Et,0
89% NH3C O OB IPerH H3C o CH2$O3Et CH20|2
ipcc . OBn THF, -7g°c  Ne— [-=F0Bn 0°C, 75%
75% 48%
181 182
OMe
H3C O CH2$O3Et
SEt MeOH Ng OBn
(15 ekv.) BnO
HsC CH,SO,Et ———
N3 2 OBn. NIS/TfOH, 184a (55%)
BnO +
183 CH,Cl, 3AMS CH,SOLEt
H3C7~0o OMe
N3 OBn
BnO

184b (34%)

69. abra A nem-dezoxigenalt szulfonsav-mimetikumok szintézise L-fuk6zbol
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A 3-dezoxi-mimetikum szintézisénél eldszor 2-O-xantogenat szarmazékot képeztiink
(185), majd gyokos reduktiv eliminacioval egy 1épésben elvégeztiik a dezoxigenalast és az
Y A 186 glikalt

majd két 1épésben elballitottuk az azid-bevitelre alkalmas 4-OH szarmazékot

eltavolitasat. 2-dezoxi-laktonna

oxidaltuk,*°

aglikon piridinium-klérkromattal
(188). Ezt kovetéen a 181— 184 szintézisutnak megfeleléen végeztiik az atalakitasokat, am a
metanszulfonsav-etilészterrel végzett reakcional (189—190) meglepd mdédon anomerkeverék
formajaban képzddott a 190 szulfondtometil-szarmazék. A diasztereomerek képzddését a 2-
helyzetli szubsztituens hianyaval magyaraztuk. Az azonos kromatografias mobilitasu
anomereket nem sikeriilt szétvalasztani, igy keverékkel végeztiik el a tioglikozidképzést. A
reakci6 a szokasos hémérsékleten (0 °C—szobahd) sikertelen volt, de -20 °C-on elfogadhaté
hozammal kaptuk a kivant terméket, o:p ~ 2:1 aranyban. A tioglikozidot metilglikozidda
alakitottuk, a 192 termékben az NMR mérések szerint o ~ 3:2 volt az anomerek aranya (70.
abra).

NaH, CS BusSnH
o ! ?I'HF ? HC7~07=SPh  “yigl" HC7 0 __Pcc
OCSSCH; — » =t
||) Mel (0] toluol o (0} CH,Cly, reflux
)L quant. O)L reflux 44% ( 2lépés)
178 185 186
i) HCl,q, MeOH, 91%
3C’m// ii) Bu,SnO, 3 AMS HSC’M MSBCSIO/Ety,N HWO
CH3CN, reflux; ° N
o % > ||)NaN3 DMF  ° Bno
CsF, BnBr, BugNI 110°C, 69%
187 reflux, 72 h, 51% 189
SEt
OH
EtSH, BF4.Et,0 H.C
CH3SO;Et 3572 3 0
BuLi, iPerH H;C7~0o CHxCl, -20°C  Nj CH,SO,Et
i N3 CH2803Et > OBn
THF3:5'07A,8 c 01'39”0 60% 191 (0B ~ 2:1)
: : MeOH 3 A Ms,CH,Cl,
ap~73 NIS/TfOH -45°C, 81%
OMe
HsC
Nao 2/ *CH,SO,E
OBn
192 (o:p ~ 3:2)

70. abra. Az 1,3-didezoxi-1-szulfonsav szarmazékok szintézise L-fukozbol
A szintézis utolsé szakaszdban az azidocsoport acetamiddd alakitasat és a

véddcsoportok eltavolitasat végeztiik el. Az irodalombol ismert, hogy kalium-tiolacetat és

tiolecetsav reagens-kombinacioval az azidocsoport redukcidja és a képz6dé amin acetilezése
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egy reakcioelegyben Végbemegy.150 A moddszer a mi esetiinkben is kivaldoan miikodott,
raadasul az erésen nukleofil tiolat anion (AcS’) egyuttal a szulfonsav-észterek etilcsoportjat is
lehasitotta. Végiil a szulfonsav-sokrol katalitikus hidrogénezéssel eltavolitottuk a benzil

véddesoportokat, igy megkaptuk a tervezett szulfonsav-mimetikumokat (71. abra).

CH,SO,Et OMe

m\CHzS%Et HsC7~0-7—~OMe H3C7~0
OB N OBn N3 CH,SO4Et
BnO OBn
184a 184b 192
i) KSAc/AcSHYii) Hp, Pd/C i) KSAC/AcSH | ii) Hp, Pd/C
DMF,24h | MeOH 38% MeOH, 68%
2303 Na
HsC CH SO5Na* H c OM H;C
AcHN 2ms AcHN3 on e AcHNS CH,SO4 Na*
OH
175a (76%) 175b (52%) 176 (0B ~ 3:2)

71. abra. Az acetamido-csoport kialakitasa €és a védOdcsoportok eltavolitasa

Megvizsgaltuk az L-fukdzbol eléallitott NAc-neuraminsav mimetikumok (175, 176)
neuraminidaz-gatlo hatasat Clostridium perfringens neuraminidazon. A 175a és 175b
szarmazék inaktivnak bizonyult, a 3-dezoxi szarmazék (176) viszont mM-os koncentracioban
reprodukélhatd enzimgatlast mutatott (ICso 4,6 mM). Ennek alapjan feltételezziik, hogy a 176
szerkezet megfeleléen helyettesitheti oligoszacharidokban az NAc-neuraminsavat, és igy
prekurzora, a 191 tioglikozid felhasznalhatd szialsavtartalm(i szénhidrat-ligandumok uj
mimetikumainak eldéllitasara. Ilyen iranya alkalmazas eldtt azonban hatékonyabb szintézisut

kidolgozésara van sziikség.

4.4.4. A Helicobacter pylori fertézés gyégyitasaban felhasznalhaté anionos szénhidratok
129

szintézise

Ausztral orvosok (Marshall és Warren) 1982-ben egy 0j, Gram-negativ baktériumot
fedeztek fel gyomorfekélyes betegek gyomornyalkahartydjan. A gyomorkapu (pylorus)
kozelében megtalalt, spiralis alaku baktériumot Helicobacter pylori-nak nevezték el és ugy
vélték, ez a korokozo a felelds a gyomor- és nyombélfekély kialakulasaért. ™™ A sokaig
kétkedéssel fogadott elmélet késObb teljesen bizonyitotta valt, ezzel megnyilt az ut a gyomor-

¢s nyombélfekély antibiotikumos kezelése el6tt. (1994-ben Marshall és Warren orvosi Nobel-
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dijat kapott nagy jelentoségli felfedezéséért.) A Helicobacter pylori fert6zés meglepGen
elterjedt, a fejlett orszagokban az emberek 25-50%-a, fejlédd orszagokban 70-90%-a
fert6zott, de szerencsére a baktérium hordozédinak csak 10-20%-4anal alakulnak ki hurutos
vagy fekélyes korképek, esetenként gyomorrétk.152 A jelenlegi gyogymad kétféle antibiotikum
¢s egy protonpumpa inhibitor kombinalt alkalmazasan alapul, és az esetek 90%-dban a
baktérium teljes eradikaciojat eredményezi. (A hazai terapiaban klaritromicin + amoxicillin +
protonpumpa-gatldé kombinacidt alkalmaznak 1 héten at, sikertelen kezelésnél mas
antibiotikumokkal ijabb kurat kezdenek.)

A baktérium megtelepedése két 1épésben torténik. Eldszor a feliiletén 1évé adhézids
fehérjék (adhézinek) lazan hozzékotédnek a gyomor nyalkahartydjanak szénhidrat-
egységeihez, majd az adhézinek és endotélium fehérje-receptorai kozott erésebb fehérje-
fehérje kolcsonhatas alakul ki. A kolonizécios folyamat ismeretében feltételezhetd, hogy ha a
H. pylori  szénhidratk6té  fehérjéit  szintetikus  ligandumokkal  telitjiik, akkor
megakadalyozhatjuk a baktériumok megtelepedését a gyomorban, tehat egy szénhidrat-alapt
anti-adhézios terapiaval kivalthatjuk, vagy kiegészithejiik az antibiotikumos kezelést.

A Helicobacter pylori nagyon sokféle adhézids fehérjével rendelkezik, ezért nagyon
sokféle szénhidrathoz képes kotddni."®® A baktérium un. BabA adhézinjei (Blood-group
antigen binding Adhesins) a neutralis vércsoport-oligoszacharidokhoz kotdédnek, a SabA
(Sialylated-blood-group antigen binding Adhesins) fehérjék pedig a szialilezett
oligoszacharidokat (pl. sLe*) ismerik fel.™ Ezen kivill a baktérium savas szénhidrat-
ligandumaként azonositottak a heparan szulfatot, a szulfatidokat, a 3'-szialilezett laktozt és
laktézamint (193 és 194), valamint a 3'-szulfatalt laktozamint (195, 72. abra).

\J\ﬁ\;\ OH OH OH__OH
AcHN é& o&o%g&

NHAc

193 R=0OH 195
194 R = NHAc

72. abra. A Helicobacter pylori adhézios fehérjéinek szénhidrat-ligandumai

Mivel az anionos ligandumok nagyon hasonlitanak, illetve atfedésben vannak a
szelektinek ligandumaival, célul tiiztiik ki az sLe* szulfonsav-mimetikumaihoz hasonld,
laktoz-alapn  H. pylori ligandumok szintézisét. Elséként egy triszacharid-szulfonsav

eloallitasat terveztiik, amely a 193 természetes ligandum analogonjaként potencialis inhibitora
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lehet a H. pylori adhézios fehérjéinek (73. abra). A szintézishez megfeleléen védett laktozid
akceptort hasznaltunk (196), amit a 134 tioglikoziddal glikozileztink. A fétermékként
képz6dott o-(2-37)-interglikozidos kotést tartalmazd 197 triszacharidbol soképzéssel, majd
katalitikus hidrogénezésel nyertik a H. pylori ligandumanak szulfonsav-mimetikumat
(198).1#° (Melléktermékként a 144 exoglikal, és o-(2-4°)-kotésli regioizomer triszacharid is

képzodott a glikozilezési reakcidban.)

- OB” SO4E
n 1]
BnO R SO;3R
OH_OBn OBn BnO OH OR
&OWO Q _ 14
HO BnO OPMP RB%OPMP
BnO o8N NIS-TfOH

i) Nal, aceton 197 R=Bn, R'=Et (47%)
i) Pd-C, H, 198 R=H, R'=Na (62%)

73. abra A H. pylori adhézios fehérjéjének potencialis szulfonsav-liganduma

A szulfatalt laktézamin (195) analogonjaként bioizoszter szulfonsav-szarmazékot
terveztiink 0SO3 —CH,S05" cserével a 3’-helyzetben. Ugy véltiik, hogy egy ilyen szarmazék
legegyszerlibben az anomer szulfonatometil-szarmazék szintézisével analég modon,
metanszulfonsav-etilészterb6l generalt karbanionnal allithatd eld. A laktozid 3’-uloz
szarmazékan (199) végrehajtott addicios reakcid ebben az esetben szeteroizomer-keveréket
adott (200 : 201 ~ 4 : 1), de szerencsére a sziikséges, ekvatorialis szulfonsavmetil-csoportot
tartalmazo sztereoizomer (200) volt a fotermék. A véddcsoportok eltavolitdsa utan jo
hozammal izolaltuk a 202 szarmazékot, a szulfatalt laktoz elsé bioizoszter szulfonsav

mimetikumat (74. abra).

OBn.OBn OBn
BnO OPMP
o
OBn 40 OBn
CH3SO4Et | THF
OBn an n-BuLi -70°C
+
EtO;S OPMP %/ BnO OPMP
200 (71%) EtO3S
201 (18%)
(i) BugNBr l (i) Pd-C, H, *
CH3CN (71%) (93%)
OH_OH

|3U4No:.;s/$w %OPMP

74. dbra. A szulfatalt laktoz bioizoszter szulfonsav-mimetikumanak szintézise
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Bér a bemutatott karbanion-addiciéos mddszerrel egyszertien és j6 hozammal lehetett
bevezetni a sziikséges szufondtometil-csoportot, egyidejiileg egy nemkivant hidroxilcsoportot
is kialakitottunk a molekulan. Ezért ujabb modszert kerestiink a bioizoszter szulfonsav-
mimetikum eldallitasara. Alkanszulfonsavak szintézisére régota ismert eljaras az olefinekre
torténdé hidrogénszulfit-addicio, ami egy regioszelektiv gydkos lancreakcio.™ A lancvivé
1épésben szulfit-gydkanion addicionalodik a terminalis szénatomra.

Szénhidratokon is alkalmaztak a modszert: metil-6-dezoxi-hex-5-enopiranozidokat
reagaltattak vizes kozegben natrium-hidrogénszulfittal, a reakcioban azonban meglehetésen
rossz kitermeléssel képzddtek a 6-dezoxi-6-szulfonsav szarmazékok, C-5 epimerkeverékek

a1
formajaban. %6

Japan  kutatok szulfoorientalolt (Szulfonsavtartalmii  szeszkviterpén
szarmazékot) szintetizaltak exo-metilén csoporton végrehajtott hidrogénszulfit-addiciéval. A
reakciot vizes etanolban, tercier-butil-peroxibenzoat katalizator jelenlétében hajtottak végre,
igy kivalé hozammal és sztereoszelektivitassal nyerték a kivant terméket.”> Ezeket a
reakciokoriilményeket alkalmasnak talaltuk az altalunk tervezett szulfonsav-mimetikum
szintézisére. A 199 ulozbol kiindulva eldszor Wittig-reakcioval szén-szén kettds kotést
alakitottunk ki a galakt6z 3-as helyzetében, majd a 203 exometilén-szarmazékot natrium-
hidrogénszulfittal reagaltattuk. Esetiinkben a reakcio teljes sztereoszelektivitassal adta az
ekvatorialis natriumszulfonatometil-csoportot tartalmazo 204 szarmazékot, amelybdl a benzil

védéesoportok katalitikus hidrogenolizisével nyertiik a 205 végterméket (75. abra).*?

NaHSO,
MePh3PBr OBp.OBn terc-Bu- OR_OR
199 ™ _n-Buli_ % /&/ perbenzoat /&/
TTHE OPMP > Na0.S OPMP
67% H,C 70%EtOH o3
reflux Pd-G- 204 R = Bn

H2\L 205 R = H (51% 2 Iépésre)

75. abra. A szulfatalt laktoz bioizoszter szulfonsav-mimetikumanak kétlépéses szintézise

A Helicobacter pylori potencialis ligandumainak bioldgiai vizsgalatat a Portoi
Egyetem Molekularis Patologiai és Immunologiai Intézetében végezték el. Fluoreszcens
jelzéssel ellatott, szialsavkotd (SabA) adhézinekkel rendelkezé H. pylori torzzsel végzett
kisérletekben azt talaltak, hogy a szulfonsav-tartalmu laktozidok gyengén gatoljak a

baktériumok kotédését egér gyomornyalkahartydan. Az immunologusok szerint joval
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hatékonyabb gatlas varhaté a vegylletek fehérjekonjugatumaitol, ezért tervezzikk a

szénhidrat-szulfonsavak BSA-konjugatumainak eléallitasat.
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5.  Véralvadasgatlo hatasu heparinoid pentaszacharid-szulfonsavak

szintézise

5.1. A heparin szerkezete és biologiai szerepe

A heparin a glikdozaminoglikan poliszacharidok egyik legismertebb képviseldje. A
glik6zaminoglikdn (GAG) 0sszefoglald néven ismert gliikkoz- és galaktézaminoglikanok a
szervezetben nagy aranyban el6forduld polianionos linearis heteropoliszacharidok, amelyek
kiilonboz6 fehérjekhez kototten, proteoglikdnok (PG) formajaban talalhatok a sejtek felszinén
¢s az extracellularis matrixban, valamint bizonyos sejteknél a sejten beliili térben. A linearis
felépitésbol adodoan oldataik nagy viszkozitdsuak, ennek koszonhetden kivalo
kendfolyadékok, ugyanakkor merevségiik gondoskodik a sejtek szerkezeti sértetlenségérol.
Megtalalhatok az iziiletekben, a csontokban, a szem csarnokvizében, a szaruhartyaban és a
szivbillentyiikben.

A kiilonb6z6 proteoglikanok szerkezete és bioszintézise nagyon hasonld. A folyamat a
protein szintézisével kezdddik, ezutan a kész protein bizonyos szerin egységeinek
hidroxiljahoz egy-egy allandé szerkezetii tetraszacharid (D-gliikkuronsav-D-galaktopirandz-D-
galaktopiranoz-D-xilopirandz) kotédik O-glikozidos kotéssel, majd ehhez a tetraszacharidhoz
kapcsolédoan indul meg a kiilonb6zd poliszacharidlancok szintézise. A bioszintézis
eredménye egy 10 kDa - 500 kDa méretli fehérjetorzs, amelyhez valtozé szamu (1->100)
glikézaminoglikén lanc kapcsolddik. A cukorlancokat D-hexdzaminbol és hexuronsavbol allo
diszacharid ismétlodé egységek épitik fel. A hexdzamin-tartalom D-gliikozamin vagy D-
galaktozamin lehet, ezekhez D-gliikuronsav, vagy L-iduronsav kapcsolodhat. A
gliikozaminoglikanok kozé tartozik pl. a hialuronsav, a keratan-szulfat, a heparin és a
heparan-szulfat. A galaktézaminoglikdnok képviseldi a kondroitin-4-szulfét, a kondroitin-6-

szulfat és a dermatan-szulfat.'*®
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szerin

tetraszacharid koétérégio

w

OH
glikbzaminoglikan—oQ

OH
GlcpA-p—(1-3)-Galp-p—(1-3)-Galp-p—(1-4)-Xilp-p—(1-

O— " O>® N T O

NH
|
gIikézaminoglikén—GIcpA-B—(1-3)-Ga|p-B—(1-3)-Ga|p-[3—(1-4)-Xi|p-B—(1—O—HZC-(|3H
C=0

_/

76. abra. A proteoglikanok szerkezete

A heparin glilkézamin és hexuronsav egységekbdl (1-4)-kotésekkel felépiild, nagyon
heterogén 0Osszetételli poliszacharid, a hexuronsav egysége D-gliikuronsav és L-iduronsav
lehet. Nemcsak proteoglikanként fordul eld, hanem fehérjéhez nem kotott, kisebb
poliszacharidlancok formajaban is, amelyek 10-40 kDa atlagos mérettel és 10-80
polimerizacios fokkal jellemezhet6k. A heparin alapvetden kétféle diszacharid ismétlédod
egységbdl épiil fel: fokomponense a harom szulfatcsoportot tartalmazo L-iduronsav-tartalmu
206 [o-L-1d0Ap-2-0-S0O;5™-(1-4)-a-D-GIcNHSO3-6-0-SO3™-(1-4)-], emellett kisebb
mennyiségben kiillonb6z6 mértékben szulfatalt, D-gliikuronsav- vagy L-iduronsav-tartalma
diszacharidokat (207) tartalmaz. %

o CH,0SO0y COO&) CH,OR
COO O OH 0
OH /) O (OH . o /OR
N 0 0
0
OR NHR'

0SO;’ NHSO;

R =S0;, H, R'= SO5", Ac, H
206 207

77. abra. A heparin diszacharid ismétl6do egységei, f6- (206) és minor (207) komponens

A poliszacharidlanc bioszintézise a Golgi késziilékben zajlik, ahol a tetraszacharid

kotorégiohoz kapcesolodva eldszor D-glitkuronsavbdl és N-acetil-D-gliikozaminbdl felépiil egy
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[B-D-GIcAp-(1-4)-o.-D-GIcNACc-(1-4)-], szerkezetli prekurzor lanc. A szintézis kb. 300
monoszacharid egység beépiilése utan fejezddik be, de mar a lanchosszabbitassal egyidejiileg
elkezd6dik a szerkezet modositasa. Eldszor, minden tovabbi modositas feltételeként a
gliikozamin egységek NHAC—NHSO;" 4talakitasa torténik meg, ezt kdveti a D-gliikkuronsavak
C5-epimerizacidja L-iduronsavva, valamint szulfatalas az uronsavak 2-es, és a gliikozamin 3-
as €s 6-os oxigénjén. A heparin nagyfoku heterogenitasa abbol adodik, hogy a poliszacharid
modositasa csak részleges, az 4talakitdisok nem mennek tokéletesen végbe minden
monoszacharid egységén.'*®

A heparin véralvadasgatld hatasat mar felfedezésekor, 1916-ban felismerték, és
javasoltak alkalmazasat koagulacios rendellenességek kezelésére. Erre azonban csak két
¢évtizeddel kés6bb, a megfeleld tisztitasi eljaras kidolgozasa utan keriilt sor. A heparin azéta is
a legaltalanosabban hasznalt antitrombotikum, alkalmazasa elsdsorban alacsony moltdmegi,
un. frakcionalt heparin form4jaban torténik, éves felhasznaldsa 33 tonna (500 millo adag).158

A heparin a véralvadasgatlason kiviill még nagyon sokféle bioldgiai folyamatban
szerepet jatszik, olyan modon, hogy kiilonbozd fehérjékhez kotddik és szabalyozza biologiai
aktivitasukat. Jelenlegi ismereteink szerint tobb mint szaz fehérjével képes kotést kialakitani a
sejtek feliiletén vagy az extracellularis matrixban. A kotddés elsdsorban ionos jellegli, de
hidrogénkotések és apolaros kolcsonhatdsok is szerepet jatszhatnak benne. Széleskorii
bioldgiai aktivitdsa miatt a heparin €s szdrmazékai sokoldali gyodgyszerjeldltek, jelenleg is

tobb teriileten vizsgaljak terapias alkalmazasuk lehetdségét (2. tablazat)."****
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Terapias alkalmazasi teriilet Alkalmazas statusza

Antitrombotikum alkalmazzak

Antiatheroszklerotikum Klinikai kiprobalas alatt

Komplement inhibitor Klinikai kiprobalas alatt
Gyulladasgatlé allatkisérletek
Angiogenezis-gatld allatkisérletek
Rakellenes szer (antimetasztatikus, allatkisérletek

antiproliferativ hatas)

Alzheimer-kor elleni szer allatkisérletek
Antiviralis szer allatkisérletek

2. tablazat. A heparin és heparionoidok mint potencialis terapeutikumok

5.2. A heparin véralvadasgatlo hatasanak mechanizmusa. Az elsé szintetikus
heparionoid gyogyszer Kkifejlesztése

A véralvadas folyamataban fontos szerepet jatszik két szerin-protedz, a Xa faktor és a
trombin, az elébbi a protrombin—trombin, az utobbi a fibrinogén—fibrin atalakulast
katalizalja. A véralvadas bonyolult szabalyozasaban sziikkség van ezeknek a szerin
proteazoknak a gatlasara is, ezt a feladatot az antitrombin-111 (AT-III) fehérje latja el. Az AT-
III egy irreverzibilis, ekvimolaris komplex formajaban gatolja a cél-enzimeket (trombint vagy
Xa faktort), a komplexben az antitrombin aktiv centrumanak egy arginin egysége
észterkotéssel kapesolodik az enzim aktiv centrumdban taldlhaté szerinhez.'® A heparin
antitrombotikus hatdsa abbol szarmazik, hogy aktivalni képes az antitrombint, és ezaltal az
egyébként nagyon lassan zajlo inhibicidt képes tobb nagysagrenddel felgyorsitani. Ekkor
harmas komplex formdjaban torténik a gatlas: az AT III reverzibilisen kotédik a heparinhoz,
ennek hatdsara megvaltozik a konformécidja, és ehhez az alloszterikusan aktivalt, heparinhoz
kotott antitrombinhoz kapcsolodik irreverzibilisen, nagy affinitassal a trombin. Végiil az
antitrombin-trombin komplex levalik a heparinrél. A heparin altal aktivalt antitrombin 2000-
szer gyorsabb gatlast eredményez, mint a szabad antitrombin.

A véralvadasgatlas mechanizmusanak felderitésében az els6 1épés az antitrombin
kofaktor szerepének felismerése volt, ezt kovette a heparin antitrombin-koté egységének
azonositasa.'® Az izolalt majd szintetikusan is eléallitott, DEFGH doménként elnevezett

163

antitrombinkoté pentaszacharid (208, 78. abra)™ " vizsgalata soran kidertilt, hogy 6nmagaban

ez az egység is kotdédik az AT Ill-hoz, és ennek kovetkeztében megtorténik az antitrombin
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crer

pentaszacharid-antitrombin komplex a Xa faktort 300-szor gyorsabban gatolja, mint a szabad
antitrombin, a trombingatlas sebességét azonban csak kétszeresére ndveli. Tovabbi szintetikus
analogokkal végzett kutatdsok alapjan kideriilt, hogy a trombin gatlasdhoz egy hosszabb,
legalabb tizenot cukoregységbdl allo heparin-szakasz sziikséges, mivel a heparin-antitrombin-
trombin komplex kialakulasaban a heparin templatként szerepel, a harmas komplex csak

akkor jon létre, ha elétte mind a trombin, mind az antitrombin hozzako6tddott a heparinhoz.

D E F G H
) 0S05
—0 (elole} 0 O0C~; HO o—
HO ACHNO O o S -0,SHN
on 903590 sHN™ 0580
208

78. abra. A heparin antitrombin-III k6t6 pentaszacharid egysége

A vizsgalatok ezen szakaszaban kérdéses volt, hogy a Xa faktor gatlasa megfeleld
véralvadasgatld hatast eredményez-e. A bizonytalansagok ellenére a Sanofi és az Organon
Gyogyszergyarak az antitrombin-koté pentaszacharidon alapuld szintetikus gyogyszer
kifejlesztését hataroztak el.1**1% A szintetikus antitrombotikumok kutatdsat a heparin
alkalmazasaval kapcsolatos problémak indokoltdk. A heparin gyakori intravénas vagy
szubkutdn adagolast igényel, mivel felezési ideje nagyon rovid (1-2 6ra). Mellékhatasként
sulyos vérzékenységet €s a heparin indukélta trombocytopenidt (a vordsvértestek korosan
alacsony szama) okozhat. Komoly problémat jelenthet az allati forrasbol izolalt heparin
szennyezettsége is. Egy Kis méret{i, pontosan ismert szerkezetli vegyiilett6l a mellékhatasok
csokkenését vartak.

A Sanofi és az Organon kozos programja keretében francia és holland kutatok 55
Iépéses szintézissel eldallitottdk az antitrombin-kotd pentaszacharid moédositott analdgjat, a
fondaparinuxot (209, 79. 4bra)."**'® A bonyolult szerkezetti fondaparinux eléallitasa
fantasztikus szintetikus teljesitmény volt, és klinikai vizsgalatai is sikeresen zarultak: kisebb
dozisban, ritkdbb adagolas mellett jobb antitrombotikus hatdst mutatott, mint a frakcionalt
heparin.’®® A vegyiilet Arixtra markanéven valt gyogyszerré, torzskonyvezése 2001-ben

tortént meg.
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oson 080y
o 0803 OH O °
HO CoO" 0.90C7 5/ Ho
HO 5 o 4 “03SHN Oe
-0,8HN %0 - 0.
on 9359 0,sHN 0580
209

79. abra. A fondaparinux (Arixtra®) szintetikus antitrombotikum szerkezete

5.3. Ujabb, egyszeriibb szerkezetii szintetikus antitrombotikumok kutatasa, az
idraparinux szintézise

A fondaparinux rendkiviil bonyolult szintézise miatt a gyogyszerkutatasi program nem
zarult le, tovabb folytatddtak a hatas-szerkezet vizsgalatok. A cél egyszeriibb szerkezetli, még
jobb hatas, és hosszabb felezési idejii szarmazék kifejlesztése volt.

A heparin-pentaszacharid—antitrombin komplex rontgendiffrakcids szerkezete azt
mutatta, hogy az AT-III faktorhoz t6rténé kotédésben alapvetd szerepe van a pentaszacharid
uronsav ¢és szulfatészter egységeinek, amelyek a fehérje arginin és lizin egységeivel
alakitanak ki ionos kotéseket (80. abra). Alapveté fontossagu az iduronsav (G egység)
konformdacios flexibilitdsa is, a stabil kotés feltétele, hogy az iduronsav Sy csavart
konformaciot vegyen fel. A komplex rontgenszerkezete alapjan feltételezték, hogy a H
egységen egy 3-O-szulfatcsoport képes jabb ionos kotés kialakitasara a kotéhely egy arginin

csoportjaval, és hogy az uronsav 2-O-szulfat csoportja elhagyhato.

Arg129 Asn45 Lys11 Lys125 Lys114 Arg13 Argd6  Arg47 Glu113

o3so X/ \

N

! \
GOz ‘0SHN O -/
Ho>” NHAC 0 ‘o so ~/— o)
oso3

80. abra Elektrosztatikus kolcsonhatasok az antitrombin-pentaszacharid komplexben

Szisztematikus szintetikus munkaval megvizsgaltdk az anionos csoportok
mindségének szerepét is." Ha az esszencialis szulfat csoportokat foszfatészterekkel, vagy az
uronsavak karboxilcsoportjat szulfatészterekkel helyettesitették, akkor teljesen hatastalan
vegylileteket nyertek. Ugyanakkor a szulfamidsav-csoportokat (NHSO3") a hatas elvesztése

nélkiil lehetett szulfatészter csoportokkal helyettesiteni. Ez az eredmény lehetéveé tette, hogy a
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glikozamint gliikozzal helyettesitve tgynevezett ,,nem-glikozamino”-glikan analogonokat
allitsanak eld, ami jelentdsen leegyszertsitette a szintetikus munkat.

A szintézis tovabbi egyszerlisitése céljabol olyan ,,nem-glikbzamino”-glikan
szarmazeékokat 1is eldallitottak, amelyek a szabad hidroxilok helyett metilétereket
tartalmaztak.'®*'%® Kideriilt, hogy ezek a vegyiiletek még erésebben kotodnek az
antitrombinhoz, mint a szabad hidroxilt tartalmazé szarmazékok, ami egyértelmiien
bizonyitotta, hogy a kotédésben a hidroxilcsoportok nem vesznek részt. A hatas-szerkezet
Osszefiiggés vizsgalat eredményei alapjan az egyik legjobb hatasu szintetikus analoghak az

idraparinux (210) bizonyult.'®®

Nemcsak szintézise volt joval egyszerlibb, mint az Arixtréé,
hanem farmakologiai tulajdonsagai is kedvezobbek voltak, nagyobb affinitassal kotodott az
antitrombinhoz, és joval hosszabb volt a felezési ideje is. Elkezdték gyogyszerré fejlesztését,
am a klinikai vizsgalatok III. fazisaban leallitottak, mivel 60 napos klinikai felezési ideje miatt

az esetenként fellépd vérzékenység kezelhetetlen volt.*®

D E F G H
0SOy

0SO4
3 0SSO, 0

o) e OMeO
Meo/% Coo 0. O0C /5 J-0550
MeO™" \ve0 O%O -0,800Me
MeO o
MeO

'0380".0,S0~ MeO

210
. Anti-Xa aktivitas Kotési affinitas, Kd N
Pentaszacharid (U/mag) ("M) Eliminacios Ty, (h)
209 700 754 0,7
210 1611 13 10,9

U/mg: heparinra vonatkoztatott aktivitas (Egység/mg); Kd: pentaszacharid-AT-I11 komplex
disszociacios allandoja; Tyj: felezési id6 (in vivo patkany-kisérletekben nyert értékek)

81. abra. Az idraparinux szerkezete. A fondaparinux (20%) és az idraparinux (210) fontosabb
-168a

farmkologiai jellemz6i

Az idraparinux szintézise két okbol is egyszeriibb, mint a fondaparinuxé, és altalaban a
heparinoidoké. Egyrészt nem tartalmaz aminocukrot, ami nagy konnyebbség, hiszen az
aminocukrokkal valo szelektiv glikozilezés, és az amino-véddcsoportok eltdvolitdsa gyakran
nagyon nehéz feladat. Masrészt nem kell kiilon, szelektiven eltavolithato csoportokkal védeni
a szintézis soran azokat a hidroxilokat, amelyek a heparin szdrmazékokban nincsenek
szulfatalva; az utols6 1épésben, a szulfatészterek jelenlétében felszabaditani ezeket a

hidroxilokat szintén nagyon problematikus. Az idraparinuxban a nem szulfatalt hidroxilok
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metilezett forméban vannak, a metiléterek a szintézis megfeleld fazisdban kialakithatok, és
mivel stabilak, barmilyen atalakitds elvégezhet a jelenlétiikben. Mindezen ,,konnyitések”
ellenére az idraparinux szintézise a két 1,2-cisz glikozidos kotés (D-E és F-G kapcsolat), és a
két uronsav egys€g miatt még mindig nehéz ¢és munkaigényes feladat, és atgondolt
szintézistervet igényel. Van Boeckel és munkatarsai 1994-ben kozolték az idraparinux elso,

[2+2+1] kapcsolason alapulé szintézisét (82. abra). %%

G H _OBn
COOMe /é@” om oB 9 o)
LevO CCl € n
i B
MeO AcO ) 3 . MeOOCM nOOMe

HO MeO 212

i) TMSOTY
it) NH,NH,ACOH
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HO © 0 S
MeO O
MeO BnO MeO
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MeO
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214 OMe NH
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(@) OMe 3 1épés
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MeO AcO

BnO O
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82. abra. Az idraparinux szintézise

Az utolsé glikozilezési 1épés EFGH tetraszacharid akceptorat (213) tigy nyerték, hogy
az EF diszacharid donort (211) és a GH diszacharid akceptort (212) trimetilszilil-triflat
aktivator jelenlétében Osszekapcsoltak, majd az E-egység 4-es helyzetii levulinoil
véddcsoportjat hidrazin-acetattal eltavolitottdk. Az igy nyert 213 tetraszacharidot
glikozilezték a 214 gliikkozil-trikloracetimidat-donorral. A képz6dd 215 pentaszacharidrol
eltavolitottdk az acetil- ¢és benzil-véddcsoportokat, ¢és a felszabaduldo hidroxilokat

szulfatészterekké alakitva eljutottak az idraparinux végtermékhez (210), amelyet Na-so
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formajaban izolaltak (82. abra). Az uronsavakat diszacharid-szinten alakitottak ki, a szintézis
legérdekesebb megolddsa az volt, hogy valdjadban csak az L-iduronsavtartalmu 212
szarmazékot allitottak elé monoszacharidokbol, majd ebbdl nyerték egyetlen 1épésben, C-5’
helyzetli epimerizaciéval a 211 D-gliikkuronsav-tartalmu diszacharidot. Ez nagyon elegans
megoldas volt, de eldtte hosszadalmas szintézisutra volt sziikség az epimerizaciora alkalmas

vegyiilet (212) el8allitasahoz (83. abra).

HO
HO— O
OMe,
216 O i) KOBuU!

6 Iépéf/ OB ii)>£Me

OBn
- _ OMe
LPOE%J ) W?oéﬁ BF3.E;0 AcO OMeO%é&' .
X .
W BnO iii) NaH, Mel

OAc OAc OMe 0°C OMe
217 218 OAc OAc 219
/é(:n TBDMSO on
OMe BnO OMeO/&‘ A A r*
BnO 3 lépés
W _Slépés” 0 BOl —» 212
OMe
OLev OMe
220 221

*1) 80 %-os ecetsav, 60 °C, 2) pir, TBDMSCI, 3) levulinsav, DMAP, DCC
**1) aceton, CrO3, H,SO4, 2) KHCO3, Mel, 3) ecetsav, hidrazin-hidrat

83. abra. A GH diszacharid akceptor épitdelem (212) szintézise

Lathato, hogy mar az L-idopiran6z épitéelem (217) szintézise is hat 1épést igényelt az
ismert 216 D-glikofuran6z szarmazékbol Kkiindulva. A glikozil-fluoriddal végrehajtott
glikozilezésnél (217+218) a 2-O-acetil résztvevOcsoporttal biztositottdk az 1,2-transz-
glikozidkotés kialakuldsat. Az idopirandz-tartalma diszacharidon (219) eldszor a sziikséges
2’-metilétert alakitottak ki (—220), majd elokészitették a vegyiiletet az oxidaciora (221). A
teljesen védett diszacharidon Jones-oxidacioval kialakitottak a 6’-karboxilcsoportot, majd
metilészterré alakitottak, végiil eltavolitottdk a 4’-levulinoil véddécsoportot. A termékként
kapott 212 szarmazék egyrészt akceptorként szolgalt a tetraszacharid szintéziséhez, masrészt

ebbdl allitottak eld a D-gliikuronsav-tartalmu diszacharidot (84. abra).

86



dc_228 11

NaOMe OBn MeOOC OAc
MeOOC e o
(0] 4] O
212 MeOH HO (@) gno epes Levo/m/ACO O\H/CCI?’
reflux, 16h MeO BnO MeO BnO NH
(73 %) MeO "™ OMe MeO

222 21

*1) levulinsav, DMAP, DCC, 2) Ac,0, 2%-0s H,SO, -20 °C, 15 min.
3) THF, piperidin, 4) CH,Cl,, trikléracetonitril, 0 °C, CeCO4

84. abra. Az EF diszacharid donor épitéelem (211) szintézise

Az epimerizaci6 erélyes koriilményeket igényelt, de j6 hozammal adta a kivant 222
szarmazékot, amibdl a 4’-OH védelme, részleges acetolizis, és imidatképzés utan nyerték a
211 diszacharid donort.

A kozelmultban kinai kutatok 0j szintézist kozoltek az idraparinuxra,lGSb

amely kevésbé
volt elegans, de — allitasuk szerint — jobb hozammal eredményezte a terméket (85. dbra). A
[3+2] blokkszintézis leghasznosabb eleme az volt, hogy az uronsavakat, és az Osszes
szulfatalando hidroxilt benzil-csoporttal védték (225), igy a véddcsoportokat egyetlen
Iépésben el tudtdk tavolitani, és a szulfatészterképzés utan j6 hozammal nyerték az

idraparinux Na-sot.

D
OBn E F G H _OBn
(0] (@]
Moo OBn OMeOF o
MeO CO0Bn BnOOC %0 BnO
o) O o O 0o cc OMe
MeO BnO Y 3 4
OMe BnO NH OH OMe
223 224
jTMSOTf, CH,Cl,
OBn (51%)

e OBn
COOBn COOBnN
Meoo OMeO
BnO
BnO o Me

i) Pd(C), Hy, t-BuOH, H,0
ii) SO3.Ets.N, DMF, 50 °C

210

85. abra. Az idraparinux Uj szintézise
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5.4. Az idraparinux bioizoszter szulfonsav-mimetikumainak szintézise — Sajat
eredményekm'176

Kutatocsoportunk a szénhidrat-szulfonsavak szintézisében szerzett tapasztalatok
birtokaban 1j tipusu antitrombotikumok kifejlesztését hatarozta el. A heparin hatas-szerkezet
Osszefiiggéseinek vizsgalata sordn megallapitottdk, hogy a szulfatészterek nem
helyettesithetok foszfatészter csoporttal és a karboxilcsoportok nem helyettesithetok
szulfatészterrel™®* - a szulfonsavakkal torténd helyettesitést azonban nem vizsgaltak. Ugy
véltiik, hogy a szulfatészterek bioizoszter szulfonsavakkal torténd helyettesitése hatdsos
mimetikumokat eredményezhet. Van erre utaldo irodalmi példa: manndz-6-foszfatok
bioizoszter foszfonsav és szulfonsav analogonjai hatékonyan kotddnek kation-fiiggetlen
mannoz-6-foszfat receptorokhoz.'”’

Célkitlizésiink az volt, hogy a pentaszacharid-antitrombin kotddésben kulcsszerepet
jatszo szulfatésztereket (-OSOj3’) szisztematikusan bioizoszter szulfonatometil-csoportokkal (-
CH,S03) helyettesitve di- ¢s triszulfonsav-mimetikumokat allitsunk el6. Vezérmolekulanak a
legjobb antitrombotikus hatdsu €s legegyszertibben eléallithatod idraparinux pentaszacharidot
valasztottuk. Az idraparinux osszesen hét szulfatésztert tartalmaz, ezek koziil két vagy harom
csoport helyettesitését terveztiik, oly mdodon, hogy egy cukoregységen legfeljebb egy cserét
hajtunk végre, a tobbi helyen pedig megtartjuk a szulfatészter csoportokat (53. abra).

D E F G H

7 R3
R
o)
o] R6 . O
Meo/% COO o °°¢ OOMe R2
MeO MeOMOo/m/O =5 R'OMe
T Meb RYO  MeO

diszulfonsavak: R’ R? R®=egy -CH,SOj és két -OSO5 csoport
R* R®, R%= egy -CH,S03 és két -OSO; csoport,
R7=-0SO5

triszulfonsavak: R, R?, R3= egy -CH,S03" és két -OSO5” csoport
R* R R°= egy -CH,S0j5 és két -OSO5” csoport,
R’=-CH,SO5

86. abra. Az idraparinux bioizoszter szulfonsav mimetikumai, tervezett szerkezetek

A heparinoidok szintézise soran az egyik nehéz feladat az uronsavak beépitése az
oligoszacharid lancba, ami alapvetéen kétféle modon torténhet. Az egyik megoldas, hogy
monoszacharid-szinten allitjak el6 az uronsavakat, és ezeket hasznaljak fel épitdelemként. A

masik lehetdség, hogy megfelelé idoz vagy gliikoéz egységet épitik be az oligoszacharid-
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lancba, és az uronsavva oxidalast oligoszacharid-szinten hajtjak végre. (A szakirodalomban a
kétféle eljarasra a pre-glycosidation oxidation és a post-glycosidation oxidation megnevezés
hasznélatos).!™® Az els6 modszer hatranya, hogy a megfeleléen védett uronsav, amely
donorként vagy akceptorként hasznalhato, csak hosszadalmas véddcsoport-manipulacidokkal
allithato el6. A masodik modszernél tobb atalakitast kell elvégezni oligoszacharid-szinten, és
az oligoszacharidon végzett oxidaci6 hatékonysaga is kérdéses lehet. A szulfonsav-
csoportokat monoszacharid-szinten kivantuk kialakitani, &m abban semmilyen tapasztalatunk
nem volt, hogyan tudunk dolgozni szulfonsavat ¢és wuronsavat is tartalmazo
oligoszacharidokkal. Ezért a nehézségek feltérképezése és a leghatékonyabb szintézis-
stratégia megtalalasa céljabol elészor a célvegyiilet di- és triszacharid fragmentumait
allitottuk el8.7"°'"® Ezt kovetben a tervezett pentaszacharidok koéziil megvalositottuk egy
pentaszacharid-diszulfonsav ~ (R®*=R°=CH,SO5) és egy pentaszacharid-triszulfonsav

(R*=R°=R’=CH,S05) szintézisét."*"® A kovetkezd részben ezt a munkat ismertetem.

5.4.1. Az EF és GH diszacharid-fragmensek szulfonsav-mimetikumainak szintézise

Az oligoszacharidok szulfonsav-csoportjait monoszacharid-szinten — kivantuk
kialakitani, igy els6¢ feladatunk a C-2, C-3 és C-6 helyzetben szulfonatometilezett és
megfeleléen védett glitkoz akceptorok eldallitasa volt. A szulfonsavesoport bevezetését szén-
szén ketts kotésen végrehajtott NaHSO3 addicidval terveztilk — ezt a reakciot a H. pylori
adhézinek ligandum-analogjainak eldallitdsa soran mar hasznositottuk. Az addicids lépés eldtt
Wittig-reakcioval eldallitottuk az exometilén-csoportot tartalmazo 226, 230 és 235
szarmazékot. Ezutan kovetkezett a szintézis kulcslépésének szamitd gyokos addicio, amely
minden esetben kivalo regio- és sztereoszelektivitassal adta a vart szulfonsav-sokat (227, 231

és 237, 87. 4bra).*"®
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NaHSO3 OBn
Ph/vo Et.SiH i) Amberlite OBn
o) O, tBu-perbenzoat Ph/EO o BF33EItzO Ho/é IR 120 H* HO o

BnO -

BnO BnO
OMe 70% EtOH,, ; . ||) CH,N,
HC reflux 058 OMe 87% 038" Ome 85% MeO3S™ OMe
226 55% 227 228 229
o) Et,SiH
Ph/voﬁ:“o NaHSO; Ph/EOE E O BFELO_ i)
_— — s~ HO
75% - BnO 88 % 87%
H2C" BnO OMe 0,8 Bn / ! o
O ’ OMe MeO3S
230 231
i) DMSO, (COCl), Y 038 MeO3S
NAPO O DIPEA, CH,Cl, NaHSO i, ii)
Bn(/)%‘ 91% NA%%O 0 3 HBOnO o HO o
BnOl i) MePh3PBr BnO 60% snol  87%  BnO o
Me ° n-BuLi OMe OMe OMe
234 67% 235 236 237

87. abra Szulfonsav-tartalml akceptorok szintézise

A 4,6-O-benzilidén-acetal tartalmi 227-b6l és 231-bdl trietilszilannal végzett
gylriinyitassal képeztik az akceptor szarmazékokat (228 és 232). A 6-dezoxi-6-
szulfonatometil szarmazék esetében a hidrogénszulfit-addicio koriilményei kozott felszabadult
a 4-es OH-csoport, igy kozvetleniil megkaptuk a glikozilezésre alkalmas 236 vegyiiletet. A
kedvez6 mellékreakciot valoszintileg a terc-butil-peroxibenzoat katalizatornak kdszonhettiik.
A szulfonsav-sokbol a sav felszabaditasat kovetden diazometannal végrehajtott metilezéssel
szulfonsav-metilésztereket allitottunk el6 (229, 233 és 237).

Az EF diszacharidok gliikuronsav egységeit glikozilezés utani oxidacioval kivantuk
kialakitani, ezért az akceptorokat a D-gliikozbol két 1épésben eléallithatd 238 gliikozil-bromid
donorral glikozileztiik. A szulfonsavak Na-so6 formajaban kivalé akceptoroknak bizonyultak,

€s j6 hozammal eredményezték a kivant 239-241 diszacharidokat (88. abra).

OAc
o
AQ— + 228 238 + 232 238 +236
ACO Br
238 AgOTf J l
CH,Cl,
o OBn Oﬁ OBn OAc SO5
AcO c AcO O o)
AcO Bn/O% AcO /&ﬁ AcO %nO
OMe SO, BnO OMe BnO Ome
239 (72%) 240 (75%) 241 (64%)

88. abra. A szulfonsav-sok glikozilezése gliilkéz donorral
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Kozismert, hogy az uronsavak lugos koriilmények kozott B-eliminaciora hajlamosak —

modell reakciokban ezt magunk is tapasztaltuk*™

—, ezért a tovabbi atalakitasokat tgy
terveztiik, hogy az uronsavak kialakitdsa utdn ne legyen sziikség bazikus koriilményeket
igényld 1épésre. Terviink az volt, hogy az oxidalandd 6’-OH csoportot tritil-éter formajaban
védjiik, ezutan kialakitjuk a 2°-, 3’- és 4’-helyzetii metilétereket, gliikuronsavva oxidaljuk az
E-egységet, végiil eltavolitjuk a benzil-véddcsoportokat és szulfatdljuk az F-egység két
szabad hidroxiljat. A 239 és 240 szarmazékon ezt a reakcidsort sikerrel végrehajtottuk, €s jo

hozammal izolaltuk a 244 és 245 diszacharid-szulfonsavat (89. abra).

i) MeOH, NaOMe OH OBn ?Eﬁﬁg?\fégg coo OH
i) py, TrCl (69%) MeO O o o} (69’0/) MeO 0 o 0
239 MeO BnO ° MeO HO
9 MeO ) MeO )
m)i\’j)ag'()";vI ii'c(gﬂ/") ‘038 OMe Vi) Pd/C H, 038 OMe
(81%) 242 10 atm (96%) 243
vii) DMF so3 o oo 005
SOz.py MeO i) - vii) o o
243 —— O3SO 240 ———> Meow
(56 %) MeO o om0
‘0,8 OMe e

245 (28%)

89. abra. Metiléter-képzés majd oxidacid glilkuronsavva diszacharid-szinten

A 6-0s helyzetli szulfonatometil-csoportot tartalmazé szarmazék (241) dezacetilezését
kovetden a 6’-hidroxilcsoport szelektiv védelmét nem tudtuk megoldani. Meglepé modon a
246 vegylilet sem a tritilezési, sem a szililezési reakcioban nem alakult at (90. abra).

- i) TrCl/piridin
MeOH i)T DPSCI
NaOMe H
241
(75%) nO

90. abra. Kisérletek a 6-szulfonsavtartalmu diszacharid 6’-OH csoportjanak szelektiv
védelmére

A reakciok sikertelenségére a magas homérsékletli molekuladinamikai szimulaciok
alapjan végzett geometria-optimalizalasi szamitasok adtak megmagyarazatot. A szamitasok
szerint a legalacsonyabb energiaja  konformaciokban a  6’-hidroxilcsoport a
szulfonsavtartalmu cukorgytirti és annak két benzil-szubsztituense altal alkotott tiregben van,
¢s igy a nagyméreti reagensek nem tudjak megkozeliteni. A szokatlan konformaéciot

valosziniileg a 6-os helyzetii szulfonsav-csoport és a 2°- és 3’-OH csoportok kozotti H-hidak
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stabilizaljak (91. ébra). A H-hidas kolcsonhatasokat NMR mérésekkel igazoltuk: 2°- és 3°-
helyzetben nagyon lassi volt a hidrogén-deutérium csere, a H-hidat nem létesitd 6’-OH

hen . 171
deuteralasa viszont azonnal végbement.

szuperpozicidja. Nyil mutatja a 6’-OH csoportot.

A molekuladinamikai vizsgalatokkal parhuzamosan megkiséreltiik a 246 vegyiiletet
egy Uj reakciouton, kozvetlen oxidacioval, majd azt kovetd metilezéssel atalakitani a
célvegyiiletté. Ezt a rovidebb szintézisutat korabban azért nem alkalmaztuk, hogy elkertiljiik a
bazikus koriilményeket (igy a metilezést), ami az uronsavrészen konnyen [-eliminaciot
eredményezhet.!™t A 246 tetrahidroxi-szarmazékot katalitikus mennyiségii TEMPO reagens
(TEMPO: (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oxil) és sztdchiometrikus mennyiségli natrium-
hipoklorit tars-oxidaloszer egyiittes alkalmazasaval szelektiven oxidaltuk."® Ezutan
kovetkezett a kritikus 1épés, a gliikuronsav harom hidroxilcsoportjdnak metilezése.
Szerencsére a bazikus koriilmények ellenére nem tortént eliminacio, és végiil elfogadhatd

0sszhozammal izolaltuk a 6-szulfonatometil-tartalmu 247 diszacharidot (92. ébra).

SOy
i) TEMPO/NaOCI :
i) NaH, Mel, DMF COOO o o
e
246 — Mem "0,S0
III) Pd/C, H2 _0380
iv) SO3.py, DMF MeO OMe

247 (44%)

92. abra. A 6-szulfonatometil-tartalmt EF diszacharid el6allitasa
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A gliikkuronsav-tartalmiu EF-diszacharidok szintézise a diszacharid-szinten végzett
uronsav-képzés miatt hosszadalmas volt. Az iduronsav-tartalma GH diszacharidokat
igyekeztlink rovidebb szintézisuton, iduronsav épitdelem felhaszndlasaval eldallitani. Ez a
,pre-glycosidation oxidation” stratégia itt azért is indokolt volt, mert a D-gliikozzal
ellentétben az L-id6z nehezen hozzaférheté (szabad formaban ritkacukornak szamit).
Heparinoidok szintézise soran akar L-id6z, akar L-iduronsav épitdelemet alkalmaznak,
altalaban mindkett6t D-gliikozbol kiindulva allitjak elé (ami az L-idoz C5 epimerje), és az L-
idoz szintézise is ugyanolyan hosszadalmas, mint az iduronsavé.!"

A legjobban kidolgozott irodalmi eljarasokban célszeriien D-gliikkofuranéz a kiindulasi
anyag, mert ebben a forméaban az 5-0s hidroxilcsoport nem tagja a cukorgytirinek, igy
nukleofil helyettesitéssel konnyen elérheté a C-5 epimerizacio. Mi is egy ilyen eljarast
alkalmaztunk: a 216 D-gliikofurandzt elészor szelektiv oxidacioval gliikuronsavva alakitottuk

(—248), majd 4-O-triflaton keresztiil a 249 L-iduronsavva epimerizaltuk."*

Végiil a furanoz
formabol a pirandzgyliris formaba vald dtmenetet kdvetden acetilezéssel, majd az anomer
tavozocsoport szelektiv kialakitasaval jutottunk el a 250 imidat donorhoz. (93. abra). A
szintézis gyenge pontja az, hogy a piranodzgytiri kialakuldsa nem hatékony, az 1,2-O-
izopropilidén-csoport eltavolitdsa utan a nyilt lanca és gylirlis tautomer formak egyensulyi

elegye alakul ki, amiben elég nagy aranyban van jelen a nem hasznosithat6 furanoz forma is.

CHOH ) KBr, NaHCO;  COOMe i) CH,CI, py, Tf[,0 COOMe

HO-| o LEI\SIE? Ho- o iii) F;CCOONa OH
a ; o (@]
OMe OMe) DMF,80°C,24h | gy v) 90% F5CCOOH
(0] O . vi) py, Ac,0O
iv) MeOH, 2h ! 2
O~ DMF, Mel o ) LN Ogv vii) THF, Bn-NH,
216 248 249 viii) CH,Cl, DBU
trikléracetonitril
OMe o 20% (4 lépésre)
N
MeOOC”/ IO \H/
NH
OAc OAc
250

93. dbra. Az L-idopiranuronsav donor szintézise

A 250 iduronsav-donor és a so-formaju akceptorok glikozilezési reakcioi
eredménytelenek voltak, de a 229, 233 és 237 szulfonsavészter szarmazékok szerencsére
kivalo akceptornak bizonyultak (94. abra). A donor 2-es helyzetli résztvevd csoportja
biztositotta a reakciok sztereoszelektivitasat, igy kivaldo hozammal képzdédtek az 1,2-transz

interglikozidos kotést tartalmazo diszacharidok (251-253).
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250 + 229 204 +233 204 +237
TMSOTf l -20°C, 2h J
CH,CI

2z OBn OBn MeO5S

o)

MeO Oz 3 MeO O 0 MeO O 0

. R BnO

MeOOC7 1O/ Meo,s OMe MeOOC7 1O BnO MeOOC7 1O BnO
SO;Me OMe OMe

OAc OAc OAc OAc OAc OAc

251 (80%) 252 (85%) 253 (86%)

94. abra. A szulfonsavészter akceptorok glikozilezése iduronsav donorral

A 252 és 253 vegyiiletbdl dezacetilezés és metilezés utan kivaldo hozammal kaptuk a
trimetilezett szarmazékokat (254, 256), amelyekbdl két 1épésben eljutottunk az idraparinux
GH fragmensének 3-dezoxi-3-szulfonatometil- (255) ¢és a 6-dezoxi-6-szulfonatometil-

analogonjahoz (257, 95. abra).

i) NaOMe, MeOH e %0
) NaOMe, Me Ve O O i) Pd/C H,, EtOH MeO O %
252 — 0%% _ 8% . -ooc7to7 I
ii) Mel, NaH "OOC7/LQ B0 JMe iv) DMF, SO 2
. e iv , . :
839, el tod SOs 8o 3-PY MeO MeO SOz OMe
254 255
so SOy
i) 94% i), iv)
s O O
bes 1)88% Meo  PBno _ %% MeO  [-0;50
—  -ooc7ido BnO ' ‘ _
e 00C7_LO 0380 L1o
MeO MeO MeO MeO
256 257

95. abra. Az iduronsav-tartalmu diszacharidok atalakitdsa

A 251 2-szulfonatometil-csoportot tartalmazo szarmazék dezacetilezése utan a NaH-
del végrehajtott metilezési reakcioban azonban B-eliminaciot tapasztaltunk, és a kortilbeliil
30%-ban képzodott eliminacios terméktdl (259) nem tudtuk megtisztitani a 258 trimetil-
szarmazékot (96. abra). Az eliminaci6 elkeriilése céljabdl a bazikus koriilményeket melloztiik,
és a metilezést enyhén savas kozegben, diazometdnnal hajtottuk végre.'®! A szilikagél-
katalizalta reakcid tobb napot vett igénybe, de végiil j6 hozammal eredményezte a kivant 260
szarmazékot, amelybdl soOképzés, katalitikus hidrogénezés ¢és szulfatalas utan kivalo

hozammal nyertiik a harmadik GH diszacharid-szulfonsavat (261).
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OBn

i)NaOMe, MeOH O8Bn
251 97% MeO OB (@] ° o 2
ii) Mel, NaH ’ * QOM} oo
Vel, . ‘00C7 [0 i ‘00C7/ |70
258 : 259 ~ 3:1 0,8° OMe ‘0,87 OMe
MeO MeO  ,gg OMe
iii) CH,N, CH,Cl, 259
szilikagél
N 0SO5
88% OBn iv) Nal, aceton; o 0 ’
oMe%B0 NaOH,q MeOH (96%)  MeO T -0,50
MeOOC7~-0 v) PdIC H,, EtOH "00C7 _LO :
MeOzS  OMe iy DMF, SO,.py 0s5  OMe
OMe OMe 84% (2 1épésre) ~ MeO MeO
260 261

96. abra. A 2-szulfonatometil-tartalmt GH diszacharid szintézise

5.4.2. A DEF triszacharid-fragmens szulfonsav mimetikumainak szintézise

A DEF triszacharid szulfonsav analogonjainak szintézisét gy terveztiik, hogy egy
kozos DE donorral glikozilezziik a haromféle, 2-, 3- és 6-szulfonatometil tartalmu glikozil-
akceptort (229, 233 és 237). A DE donorhoz az E-egységet uronsav-akceptor formajaban

allitottuk el6 a mar korabban is alkalmazott 216 gliikofuran6z szarmazékbol (97. abra).

HO
HO- o i) CF3COOH 90%  pry\~0
o)

o)
oY (ﬁw il Ph%ﬁw
- M
O i) PACH(OCH3), € o “OH 92 % MeO oA

O~  DMF,p-TSA OAc

216 66 % 262 263
80 % AcOH OH TEMPO/Ca(CIO), COOI\(ge
0 CH,N,/THF ~ HO
263 _ 0°C HO 0 2No o7
€ OA
88% oas” OAC 59 % AcO Hac
264 (o : p=16:1) 265

97. dbra Az E gliikuronsav-akceptor épitdelem szintézise

A 265 D-glikuronsavat az egyszerien eléallithato 266 feniltio-gliikoziddal
glikozilezve jo hozammal nyertiilk a kivant 267 diszacharidot. A kivalé o-szelektivitast a
donor 2-es helyzetli nem-résztvevd csoportja, €s az uronsav-akceptor kis reaktivitasa
egylittesen eredményezte. A 267 diszacharidot két 1épésben a 268 trikloracetimidat-donorra

alakitottuk at (98. abra).
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OBn OBn
MeO 9] i) THF, BhANH, MeO o)
OBn MeO JTHE SN2 MESo
MeO o NIS - AgOTf ol COOMe 8% Veo) COOMe
MeO SPh + 265 O\=2 i) ccieN, DBU 0 0
82% MeO ii) CCIsCN, ACO O__CCly
OMe AcO 74 % AcO L
OAc NH
266 267 268

98. abra A DE diszacharid donor szintézise

A 268 donorral glikozileztiik a 229 és a 237 szulfonsav-tartalmu akceptorokat, és jo

hozammal nyertiik a triszacharidokat, a vart B-kotéssel az E és F egységek kozott (269, 270,

99. abra).
OBn

0] OBn
HO
28+ B CH,CI Miiso 2
MeO,S~ OMe 2Lh e
o TMSOTf Meo | COOMe R2
229 o 0 o o
Me038 20°C - rt MeO She BnO R1
268 + 5 o 24h OMe
BnO s 269 R'= -CH,S0O;Me, R?>= OBn (65%)
937 OMe 270 R'= OBn, R?= -CH,SO3Me (57%)

99. abra A C-2 és C-6 szulfonatometil tartalmu akceptorok glikozilezése a DE donorral

A C-3-szulfonatometil akceptor (233) glikozilezése azonban meglepd eredményt
hozott. A donor 2-es helyzetli résztvevo-csoportja nem biztositotta a vart [-szelektivitast, a
reakcioban 1:1 aranyban alakult Ki o- és B-interglikozidos kotés. Valoszintileg a 233 akceptor
[-oldalon 1év6 C-3 helyzetli szulfonatometil csoportja és a 222 uronsav-donor szintén [3-oldali
karboxilcsoportja kozotti taszitas eredményezte a Sztereoszelektivitas teljes hianyat. A 271
anomerkeveréket sajnos nem tudtuk kromatografiasan szétvalasztani (100. abra), de
szerencsére a Zemplén-dezacetilezésnél jelentds reaktivitasbeli kiillonbség mutatkozott az
anomerek kozott, €s az o-anomer kemoszelektiv dezacetilezése utan sikeriilt a sziikséges

271 szarmazgékot tiszta formaban izolalnunk.

OBn
OBn abs. CH,Cl, Mlao Q
TMSOTf e
268 + HO (@) Meoo COO'\O/le O(B)n
MeOsS™ Bno | 80% MeO oﬁﬁ
AcO BnO
MeO5S
233 3 OMe

i) kat. NaOMe, MeOH 271, o:p=1:1
ii) oszlopkromatografia .
271B (30%) + a-izomer 2'-OH

100. abra. A C-3 szulfonatometil tartalmu akceptor glikozilezése a DE donorral
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A dezacetilezés és metilezés, valamint a katalitikus hidrogénezést kovetd szulfatalas
mindharom triszacharidnal kivald6 hozammal ment végbe, igy sikeresen izolaltuk az

idraparinux DEF triszacharid egységének harom szulfonsav mimetikumat (272-274, 101.

abra)."?
0SSOy
OBn i) NaOMe/MeOH 3
MeO 0 3 i) NaH, Mel MeO 0 ,
MeO COOMe R iii) N\aOH/MeOH ~ MeO CoO" R
MeO o o OR2 o M&OO 0 05 o
MeO o iv) Pd/C, H, MeO R o
OAc OMe V) SOsPy OMe OMe
269 R'= CH,SO;Me, R?>= R3=0Bn 272 R'= CH,S05-, R?= R3=0S05- (51%)
270 R'=R?= OBn, R3= CH,SO;Me 273 R'=R?= 0S0;", R%= CH,S05- (57%)
2718 R'=R3= OBn, R?= CH,SO;Me 274 R'=R3= 0S05", R?= CH,S05- (50%)

101.4bra. A DEF triszacharid szulfonsav-mimetikumai

A C-3-szulfonsavat tartalmazd szdrmazék (274) glikozilezésénél fellépd szelektivitasi
probléma megoldasara kidolgoztunk egy uj, D+EF kapcsolason alapuld reakcioutat (102.
abra). El6szor egy nem-uronsav donort (275) alkalmazva jo sztercoszelektivitassal
eloallitottuk a karboxil-funkciét nem tartalmazé EF-diszacharidot (276). Ezutan az E
egységrol eltavolitottuk a p-metoxi-benzilidén védbcsoportot, majd szelektiv oxidacioval
uronsavva alakitottuk. Az igy nyert 277 akceptort a korabban is alkalmazott 266 donorral
glikozilezve jo 0sszhozammal izolaltuk a 278 triszacharidot, amibdl a szokasos atalakitasok
utan eljutottunk a 274 triszacharidhoz.'"*'"® Ez utébbi szintézisut (D+EF kapcsolas) sokkal
jobb hozammal eredményezte a C-3 szulfonatometil tartalmu DEF triszacharidot, mint az

eredeti DE+F glikozilezés.

Bn o) OBn
pMp/V NIS-AgOTf P'V'P/V
AcO MeO3S 70% OAc
Ac MeO3S
275 276
OBn
+ 266 o
COOMe OBn Meos
HO (o) o NIS-AgOTf COOMe OBn
276 —— AcO o MeO - O 4 o)
OAc BRO 84% AcO
MeO3S OMe AcO Meo3s BnOOMe
277 278

102. abra. A C-3 szulfonatometil tartalma DEF triszacharid 0j szintézise
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5.4.3. Az idraparinux els6 szulfonsav mimetikumanak szintézise'* 1"

Az uronsav-tartalmu di- és triszacharid-szulfonsavak szintézise soran Osszegytjtott
tapasztalatok birtokaban hozzalattunk az idraparinux bioizoszter szulfonsav-mimetikumainak
szintéziséhez. Mivel a szulfonatometil-csoportok kialakitasa legegyszeriibben primer
helyzetben valosithatd meg, ezért el6szor olyan mimetikumok szintézisét terveztik meg,
amelyekben a H és G, illetve az E, H és G egységek primer szulfatészter-csoportjai helyére
épitlink be bioizoszter szulfonsav helyettesitot. Elsé pentaszacharid célvegyiiletiink, a 279
diszacharid-szulfonsav szintézise viszonylag egyszer(inek tiint. A retroszintetikus analizisb6l
latszik, hogy egy DE+FGH kapcsolas soran alkalmazhatjuk a korabban eldallitott 268 donort,
a 280 triszacharid épitéelemhez pedig felhasznalhatjuk a di- és triszacharidok szintézisében
mar alkalmazott 237 szulfonsav-tartalmu akceptort (103. abra).

A tervezett szintézishez tehat mindossze két 1) épitdelemet kellett eléallitanunk, a 282
L-iduronsav akceptort, és a 283 szulfonsav-tartalma glikozil donort. Mivel a két egység
Osszekapcsolasaval eléallitando 281 diszacharidot a pentaszacharid-lanc kozepére kell

........

szelektiven eltavolithatd védécsoportokat kellett alkalmaznunk.
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D oso, E F G H

m/ O  Cog OMe
“05S0 oo
0580 | 3
3 0550]
MeO

OBN bE donor

MeO O
MeO

MeO Q SO;Me
MeO COOMe SOsE
mo CCl3 COOMe
. OMe BnO
BnO
280
SO3Et H akceptor
COOMe SO-Me
3
PMBO% OMe 0 CCls
BnO
HO
BnO (o) + BnO
281 AcO

OMe
MeOOC -0
PMBO o) OAd]
2o SPh + ﬁ\f\

BnO OH OAc
283 282

N\ J - <

103. abra. A 279 pentaszacharid-diszulfonsav retroszintetikus analizise

Az Uj L-iduronsav épitéelemet irodalmi modszerek alapjan szintetizaltuk (104.
z’1bra).179b’g A 216 D-glikofuran6zbdl nukleofil szubsztitucioval eldallitottuk az L-ido-
konfiguracidju 284 epoxidot, amibdl savas hidrolizist kovetden nyertiik a piranozgyiris 4,6-
O-benzilidén szarmazékot (285). A szabad hidroxilokat acetileztiik, majd eltavolitottuk a
benzilidén-acetal véddcsoportot. A 286 4,6-diolt szelektiven oxidaltuk katalitikus mennyiségii
TEMPO és bisz-acetoxi-jodbenzol (BAIB) reagenssel,®® majd az uronsavbél metilésztert
képeztiink, igy nyertiik a szabad 4-es hidroxilt tartalmaz6 akceptort. A 282 L-iduronsav-
szarmzEék az anomer-helyzetben szelektiven eltavolithatd acetilcsoportot tartalmaz, igy a 4-

OH csoportjanak glikozilezése utan kdnnyen donorra alakithato.
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HO i)MsCl, piridin
Ho— o i) AcOK,18-korona-6 O iv)0,1M H,80, 60°C oMe  <OH
CHsCN, 80 °C (82%) v) benzaldehid, TFA 0
OMe ‘ OMe
Q iii) t-BUOK, o] (51%) o
07/ t-BUOH, 0 °C 07/ éo OH
216 74% 284 o, 285
- OAc
vi) pir, AcO, HO OMe viii) TEMPO OMe
285 (74%) > ~O BAIB > MeOOC ~O OAc
vii) CHyCl,, TFA ix) THF, CH,N,
(78 %) OH  OAc (62 %) OH  OAc
286 282

104. abra. Az L-iduronsav akceptor szintézise

Az 283 tioglikozid donor szulfonatometil-csoportjanak kialakitasara a korabbi
kétlépéses eljaras (Wittig-reakcid, majd NaHSOs-addicio) nem volt alkalmas, mivel a
szulfitaddiciot katalizalo t-Bu-perbenzoat a feniltio-aglikon oxidacidjat eredményezte volna.
Modellreakciok alapjan megfelelonek tiint a szulfonatometilén-szarmazékot eredményezd
addicios-eliminacios mechanizmust Wadsworth-Horner-Emmons (WHE) reakei6.r’*8 A
WHE-reakciora alkalmas karbonilvegyiiletet a 287 molekulabol Allitottuk eldé: a p-
metoxibenzilidén-acetal regioszelektiv redukciojaval kapott 6-OH szarmazékot Swern
modszerrel oxidaltuk. Az igy nyert 288 aldehidet dietilfoszfonato-metanszulfonsav-
etilészterrel reagaltatva eldallitottuk a 289 telitetlen szulfonsavetilészter-szarmazékot. A

kizarolag (E)-izomer formaban képzddé olefinbdl bazis jelenlétében végrehajtott katalitikus

hidrogénezéssel jutottunk el a 283 molekulahoz (105. abra).

SO,Et
i) LiAIH, AICI3, _0 iii) THF, n-BuLi ®
PMP X0 0 °C (98%) (EtO),POCH,SO,Et Ho_=
0 0 _ WP PMBO 0 H
BnO SPh BnO SPh 0 o PMBO (0]
ii) DMSO, (COClI), -78 °C, 2h (48%) BnO SPh
OBn ° ’ OBn n
DIPEA, -70 °C OBn
287 (92%) 288 SO,E 289
iv) P(C), Hz, EGN [ o O e
289 EtOH, 48h Bno
, OB
(75 %) 283 "

105. abra. A 6-szulfonatometil tartalma donor szintézise

A 283 tioglikozidot NIS-TfOH aktivator jelenlétében reagaltattuk a 282 iduronsav

akceptorral. A reakcioban kizardlag az o-interglikozidos kotést tartalmazo 290 diszacharid
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képz6dott, a kivaldo a-szelektivitas a donor 7-es helyzetii szulfonsavesoportjanak iranyito
hatasaval magyarazhato. A 290 diszacharidbol két 1épésben eléallitottuk a 281 donort, amit
TMSOTTf promoter jelenlétében a szulfonsav-tartalma 237 akceptorhoz kapcsoltunk A
reakcioban jo hozammal képz6dott a kivant a-interglikozidos kotést tartalmazoé triszacharid,
¢és egyuttal lehasadt az F egységrdl a lanchosszabbitasi poziciot védo p-metoxibenzil-csoport.
Az igy nyert 280 triszacharid akceptor és a 268 diszacharid donor reakcioja 38%-0S
hozammal eredményezte a kivant 291 pentaszacharidot (106. abra). A mérsékelt hozamot

valosziniileg az uronsav-tartalmu donor kis reaktivitasa okozta.

283 + 282
NIS, TfOH (83%)
-50 °C
i) Bu,SnO/MeOH SO,4Et
SOsEt 55°C, 1h MeOOC—, OMe o oo
Me00C oMe (55%)  PMBO Q oY
PMBO ///<ZIL7;7\ BnO NH
BnO ) DBU, CCI;,CN
OA
(77 %) o ¢
290 SO;Me
o)
SO3Et SO3Me no
COOMe BnO
0 (@)
HO o oMe Feno OMe
0 237
BnO 8O BnO
n OMe
OBn AcO
MeO o) 280
MeO COOMe CH,Cl,
MeO | o) TMSOTf
MeO O CCls
s il 0 °C, 2h
268 NH (38 %)
MeO SO4Et SO;Me

MeO COOMe
- Me%

106. abra Az FGH akceptor szintézise, és dsszekapcsolasa a DE donorral
Ezt kovetden Zemplén koriilmények kozott eltavolitottuk az acetilcsoportokat, a

szulfonsav-észtereket nukleofil szubsztiticidos reakcidban Na-sova alakitottuk, a szabad

hidroxilcsoportokat NaH jelenlétében Mel-dal metileztiik, majd lugos kozegben hidrolizaltuk
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a karbonsav-metilésztereket. Az igy nyert 292 szarmazék benzil-védécsoportjait katalitikus
hidrogénezéssel eltavolitottuk, és a felszabaduld hidroxilcsoportokat SO3-EtsN komplex-szel
szulfataltuk. Ezzel sikeresen el6allitottuk az idraparinux elsé bioizoszter szulfonsav-

csoportokat tartalmaz6 mimetikumat, a 279 pentaszacharid-diszulfonsavat (107. abra).

291

i) MeOH, NaOMe (83%) | iii) NaH, Mel (70%)
ii) acetone, Nal (53%) iv) MeOH, 0,2M NaOH
(83%)

MeO SO;Na SO3Na
MeO COONa
O NaOOC
BnO /Z\g?/

v) 10 % Pd(C), H, | Vi) SO3.EtsN, DMF
0SO;  (90%) 50 °C (73%)

m/ O coo OM
05S0 egpe
0550 | 3
3 0580
MeO

107. abra. Az idraparinux diszulfonsav-mimetikuma

MeO 0
MeO

5.4.4. Az idraparinux triszulfonsav mimetikumanak szintézise' >

A 279 pentaszacharid-diszulfonsav szintézisének gyenge pontja a 268 gliikkuronsav-
tartalmt donorral végzett [2+3] glikozilezés volt. A harom szulfonsavcsoportot tartalmazo
mimetikum szintézisénél ezt a 1épést mindenképpen el akartuk keriilni, ezért a 108. abran
bemutatott retroszintetikus analizis alapjan 0j reakcidutat terveztiink. A diszulfonsav-
mimetikumhoz eléallitott 280 triszacharid-akceptort a 275 tioglikoziddal kivantuk
glikozilezni — ezt a szarmazékot korabban a 3-as helyzetii szulfonsavcsoportot tartalmazo
DEF triszacharid szintézisében alkalmaztuk (lasd a 102. 4brat). Az E egység uronsavva
alakitasat tetraszacharid-szinten terveztiik, végiil a két uronsavat és két szulfonatometil-

csoportot tartalmazd tetraszacharid akceptor (295) és a 294 donor Osszekapcsolasaval
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kivantunk eljutni a célvegyiiletig. Ehhez a szintézishez egyetlen 1) monoszacharid

épitdelemet, a 294 szulfonsavtartalmu tioglikozidot kellett el6allitanunk.

F G H
MeO
MeO
O coo OM
O3SO
-0380 O3SO
MeO

MeO3S
[ Eto;s ) EtO3S
COOMe MeOOC O'V'e BnO
MeO SPh| + ACO BnO
OMe BnO
L 294 ) o
295
@ FGH akceptor
E donor SO3;Me
SO4Et
COOMe
pmp” N0
o) (@] OMe BnO
AcO SPh + BnO
Bn O
OAc
275

280

108. abra. A 293 pentaszacharid-triszulfonsav retroszintetikus analizise

A 275 tioglikozidot NIS-AgOTf promoter jelenlétében hozzakapcsoltuk a 280
triszacharid-diszulfonsavhoz, és j6 hozammal kaptuk a vart 296 tetraszacharidot. A teljesen
védett tetraszacharidrol savas hidrolizissel eltavolitottuk a p-metoxibenzilidén-csoportot
(297), majd szelektiven oxidaltuk az E egység 6-os helyzetli hidroxilcsoportjat, végil a
keletkez6 karbonsav diazometannal végzett észteresitetésével eljutottunk a 295 tetraszacharid

akceptorhoz (109. abra).
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275 + 280
CH20|2 -20 OC, 1h
NIS/AgOTf (83%) SO4Me
EtO,S o)
OMeO BnO
MeOOC
0] . BnO
PMP/E 0 o o) 0 OMe
AcO BnO
OAc BnO o0  AcO
296
80 %-o0s ecetsav
rt, 1h (68%) SO;Me
EtO,S o o
OH MeOOC—~OMe| BnO
HO O 0] (@) (@] BnOOMe
AcO BnO
AcO BnOG  AcO
297
i) TEMPO/BAIB l ii) THF, CH,N,
CHCl,-H0 (88%) két lépésre
"+ 6h SO;Me
o)
EtO,S o)
COOMe Me0OC A~ OMe| N0
HO O o o & OMe
AcO BnO
AcO BnO O AcO
295

109. abra. Az EFGH tetraszacharid akceptor szintézise

A szulfonsav-tartalmu D egységet a 298 tioglikozidbol allitottuk elé az F épitéelem
szintézisével analog modon. A mérsékelt hozamu oxidacids 1épés utan a Wadsworth-Horner-
Emmons reakcio jo hozammal eredményezte a szulfonsav-etilészter csoportot tartalmazo, (E)-
geometriaju olefint (299), amit szelektiv hidrogénezéssel alakitottunk at a 294 szarmazékka

(110. abra).

SO4Et SO4Et
OH i) DMSO, (COClI),, H——~—H Pd(C), H,
0 DIPEA, -70 °C (50% EtOH, Et;N
Meo SPh (®0%) " weo Q 3 MeO Q
MeO N i SPh MeO SPh
i) THF, n-BuLi MeO 0
OMe rt, 48h (73%)
(EtO),POCH,SO;Et OMe OMe
298 =78 °C, 2h (70%) 299 294

110. abra. A szulfonsav-tartalmu D egység szintézise

Ezt kovetéen a 294 monoszacharid donort NIS/TfOH promoter jelenlétében
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hozzakapcsoltuk a 295 tetraszacharid akceptorhoz. A donor megfelel6 reaktivitast mutatott, és
7-es helyzetli szulfonsavészter csoportja ezuttal is biztositotta a glikozilezés a-szelektivitasat,
igy 86%-0s hozammal tudtuk izolalni a kivant, harom szulfonsav-csoportot tartalmaz6 300

pentaszacharidot (111. abra).

294 + 295
NIS-TfOH -20 °C, 30min
EtO;S CH,Cl,, THF (86%)
MeO3S
MeO EtO;S
MeO
Meb COOMe Me00C O'V'e 7Bno
AcO BnO
300
i) MeOH, NaOMe iii) DMF, NaH, Mel
ii) aceton, Nal iv) 0.2 M NaOH
(97% ) MeOH, THF
NaO,;S (87%)
NaO;S

MeO NaO3S
MeO
Meb COONa NaOOC O'V'e P8no
MeO BnO

i) Pd(C), H, | ii) SO5Et;N, DMF
EtOH, 24h 50 °C, 24h (84%)

SOs” (45%)
MeO 0 SOy
MeO COO-
MeO | o 0 O coo- OMe
MeO ‘0380 O‘O SO
MeO -0,80 0 3
o -0,S0
OMe
MeO

293

111. abra. A pentaszacharid-triszulfonsav szintézise

A 300 pentaszacharid atalakitasa a szokasos reakciouton tortént. Zemplén-
dezacetilezés utan lugos koriilmények kozott kialakitottuk a metilétereket — elimindcidt ebben
az esetben sem tapasztaltunk —, majd a karbonsavésztereket natrium-sova alakitottuk (301),
végiil a benzil-éterek Katalitikus hidrogenolizise utan a felszabadult hidroxilcsoportokat

SOsEtsN komplex-szel észteresitettiik. Igy sikeresen eldallitottuk az idraparinux tjabb
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bioizoszter mimetikumat, a mindharom glik6z egység 6-os helyzetében szulfonatometil-
csoportot tartalmazo 293 pentaszacharid-triszulfonsavat (111. abra).

A két szulfonsavtartalmu pentaszacharid szintézisét Osszehasonlitva érdemes
megjegyezni, hogy a 293 triszulfonsav elballitasa joval hatékonyabbnak bizonyult, annak
ellenére, hogy a szulfonsavtartalmi D egység szintézise plusz-lépéseket igényelt. A 279
diszulfonsavhoz mindkét uronsav egységet monoszacharid-szinten allitottuk eld, majd [2+3]-
as blokkszintézist alkalmaztunk, igy a teljes reakcidsor 53 Iépést igényelt gliikoz és metil-o-
D-gliikkopiranozid éptéelemekbdl. A gliikkuronsav-tartalmt DE diszacharid donorral végzett
342 kapcsolas a donor kis reaktivitasa miatt nem volt hatékony, és csak 38%-0s hozammal
eredményezte a kivant pentaszacharidot. A 293 pentaszacharid-triszulfonsav szintéziséhez
valasztott [1+1+3]-as kapcsolasi stratégia soran valamennyi glikozilezési 1épés kivalo
hozammal ment végbe, csakligy, mint a D-glilkuronsav egység tetraszacharid-szinten torténd
kialakitasa. A hatékonysagot tovabb ndvelte, hogy ,,megsporoltuk™ a gliikuronsav épitéelem
hosszadalmas eldallitasat, igy a teljes szintézishez elegendd volt 50 1€pés.

A szulfonsavtartalmii mimetikumok szintézisével parhuzamosan -eloallitottuk az
idraparinux pentaszacharidot is, hogy a véralvadasgatlasi vizsgalatoknal referencia-
vegylletként felhasznalhassuk. A szintézisre két 0j, az irodalmi modszerekkel versenyképes

176

szintézisutat dolgoztunk ki,”"” ezt a munkat a terjedelmi korlatok miatt nem ismertetem.

5.4.5. A pentaszacharid-szulfonsavak véralvadasgatlé hatasanak vizsgalata

A heparinoid pentaszacharidok antitrombotikus hatdsa abbol szarmazik, hogy
kozvetett Gton, az antitrombin-III aktivalasaval gatoljak a véralvadasi kaszkad egyik szerin-
proteazat, a Xa faktort. Ezért az altalunk eldallitott pentaszacharid-szulfonsavak
véralvadasgatlo hatasanak meghatarozasa céljabol megmértiik a vegyltiletek Xa faktor-gatlasi
értekeit. A méréseket a DEOEC Klinikai Biokémiai és Molekuléris Patologiai Intézetével
egyiittmitkodve végeztik el Siemens BCS® XP SYSTEM miiszeren, Berichrom® Heparin
modszerrel, human vérplazma felhasznalasaval (112. abra). A teszt inkubacios fazisa alatt a
Xa faktor irreverzibilis komplexet képez az AT-I11 faktorral, igy inaktivalodik. Az inkubacios
fazis utan szabadon visszamaradt, aktiv Xa faktor mennyisége kromogén szubsztrat
segitségével hatarozhaté meg. Az Xa-AT-lll komplex kialakulasat katalizalja a mintahoz

adott heparinoid pentaszacharid.
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Xa+ AT-M; g heparln/pentaszacharlsl [Xa-AT-III] + Xa

Xa

maradék

maradék

Kromogén szubsztrat tripeptid + szinanyag

112. 4bra. A véralvadasgatlas meghatdrozasanak metddusa

A vizsgélatok soran meghataroztuk a kereskedelmi forgalombdl beszerzett

fondaparinux, valamint az altalunk eldallitott idraparinux (210) és a két szulfonsav-tartalmu

pentaszacharid (279, 293) heparinhoz viszonyitott fajlagos anti-Xa aktivitasat (3. tablazat).

Anti-Xa aktivitas (U/mg)
fondaparinux 1031
idraparinux (210) 1733
pentaszacharid-diszulfonsav (279) 2003
pentaszacharid-triszulfonsav (293) 485

3. tablazat. A pentaszacharidok anti-Xa aktivitasa

A tablazat adataibol jol lathatd, hogy az E és F egység 6-os helyzetében levo
szulfatészter-csoportok helyettesitése szulfonatometil-csoporttal (279) a véralvadasgatlo hatas
szempontjabol kedvezonek bizonyult: a pentaszacharid-diszulfonsav jobban gatolta a Xa
faktort, mint az eddig ismert legjobb véralvadasgatldo hatasu oligoszacharid, az idraparinux.
Ugyanakkor a D egység 6-os helyzetében is szulfonatometil-csoportot tartalmzé 293
triszulfonsav kb. négyszer gyengébb Xa-gatld hatast mutatott, mint az idraparinux, tehat a
harmadik szulfonsav-csoport kialakitasa jelentdsen lerontotta a bioldgiai aktivitast.

Feltételezésiink szerint a két vegylilet biologiai aktivitasdban mutatkozo jelentds
kiilonbség konformdacios okokra vezethetd vissza. A heparinoid pentaszacharidok hatas-
szerkezet vizsgalataibdl tudjuk, hogy az antitrombotikus aktivitashoz nélkiilozhetetlen az
iduronsav egység konformacios flexibilitdsa, mivel a pentaszacharid-AT-111 komplex
kialakuldsdhoz az iduronsav egységnek 2So csavart kad konformécioban kell lennie.'*4!8418
(Az iduronsavnak nincs egyetlen Kitiintetett konformacioja, a *C1, %So és 'C4 konformerek

186y A hatas-szerkezet vizsgalatokbol az is ismert, hogy a

energiatartalma nagyon hasonlé.
gatld hatassal rendelkezd pentaszacharidokban az iduronsav egység szabad forméban is

déntéen °Sp konformécioban van, ennek a konformacionak a dominancigjat a szomszédos
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cukorgytirikon levé szulfatészter-csoportok okozzak. Az iduronsav-egység konformacios
viszonyaira a proton-proton csatolasi alland6 értékekbdl nyerheté informacio. A 113. abra
tablazata tartalmazza az altalunk eléallitott szarmazékok G egységének jellemzd csatolasi
csatolasi allando értékeket.’® Az adatokbol jol latszik, hogy az idraparinux és a 279
diszulfonsav G gyiirtije “So konforméciéban van. Tovéabbi bizonyitékul szolgalt a 279
szarmazéknal, hogy a ROESY spektrumban sikeriilt beazonositani egy keresztcsucsot a G
egység 2-es és 5-0s protonja kozott — ezek a protonok csak a 2So konformacioban vannak
kozel egymashoz. A 293 triszulfonsav csatolasi allandoi viszont egyértelmiien azt mutatjak,

hogy a 2So konformerek populdcidja nem jelentds.

H 0
OMe |1
NaOOC ~0 H
H
iy H
0 OMe
lc4
Irodalmi csatolasi allandok Mért csatolési allandok (*J g gy, Hz)
(3J n.n> Hz) (G egység)
4o, 1 2 idraparinux  diszulfonsav  triszulfonsav
G o 210 279 293
Jip 7,8 0,0 28 2,6 2,8 3,6
Jaz 90 37 53 5,5 5,1 ~8-9
J3a 95 55 35 2,2 3,1 ~2-3

113. abra. Az iduronsav egységek szerkezete és csatolasi allandoi

Azt egyelére nem tudjuk, hogy vajon 6nmagaban a D-egységen 1évd szulfonsav vagy
a harom szulfonsav-csoport egyiittesen felelds a komformacio jelentés megvaltozasaért, és a
biologiai hatas leromlasdért. Tovabbi hatas-szerkezet Osszefiigések meghatarozasa céljabol
folyamatban van 1jabb pentaszacharid szulfonsavak szintézise, antitrombinnal valo

kdlcsonhatasuk részletes miiszeres vizsgalata és bioldgiai aktivitdsuk meghatarozasa.

108



dc_228 11

6. Osszefoglalas

A doktori értekezésben feltételezetten immunstimuldld, ndvényi arabinogalaktan-
oligoszacharidok szintézisérél, valamint a humén szervezet szabalyozasi folyamataiban
kulcsszerepet jatszo anionos szénhidratok szulfonsav-mimetikumainak —eléallitasarol

szamoltam be. Az elvégzett munka legfontosabb eredményeit az aldbbiakban foglalom 0ssze.

6.1. Novényi eredetii arabinogalaktanok szintézise

Egyszerli és hatékony eljarast dolgoztunk ki nagy farmakoldgiai aktivitast (1-6)-f3-D-
galaktan alapvaza, 2-es helyzetben o-L-arabinofuranozil elagazast hordozd ndvényi
arabinogalaktdnok = kémiai  szintézisére. = A ciklikus  izopropilidén-acetdl  és
(metoxidimetil)metil vegyes acetal védécsoportkombinacion alapuld eljarassal di- és
trigalaktan épitdelemeket allitottunk eld, majd ezek felhasznalasaval kiillonbdzd hosszusagh
galaktan alapvazak modularis szintézisét valésitottuk meg. Az ortogonalis véddcsoportokkal
ellatott galaktanokbdl véltozatos szerkezetli, 3-9 monoszacharidbol felépiildé mono- és

diarabinozilezett arabinogalaktanokat allitottunk eld.

6.2. Szidlsav-tartalmu lektin ligandumok szulfonsav mimetikumainak szintézise

Védett aldonsavlaktonokbol karbanion addicids reakcioban 1-dezoxi-1-etoxiszulfonil-
hept-2-ulopiranozil szarmazékokat allitottunk eld, amelyek a biologiailag rendkiviil jelentos
uldéz-2-onsavak szulfonsav analogonjai. Az anomer szulfonsav-tartalmi szarmazékokat
glikozil donorként alkalmazva eldallitottuk a gyulladdsgatld szialil Lewis X tetraszacharid
tobb szulfonsav mimetikumat.

A gyomorfekélyt okozo Helicobacter pylori megtelepedését gatlo antiadhézios terapia
kidolgozédsa céljabol szulfonsavmetil-tartalmti laktozidokat allitottunk eld exometilén

szarmazékon végrehajtott hidrogénszulfit-addicidval.

6.3 Véralvadasgatlé hatasa oligoszacharid szulfonsavak szintézise

Di- és triszacharid épitdelemeket szintetizaltunk a véralvadasgatld hatast idraparinux
pentaszacharid bioizoszter szulfonsav-mimetikumainak el6allitasa céljabol. E munka
keretében szulfonsavmetil tartalmu glikozil-akceptorokkal tanulmanyoztuk szulfonsav-sok és
szulfonsav-észterek glikozilezési reakciodit, és els6ként allitottunk el uronsav-szulfonsav-
tartalmu oligoszacharidokat.

Eldallitottuk egy szintetikus antikoagulans pentaszacharid (idraparinux) két szulfonsav
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mimetikumat, amelyekben két vagy harom glikéz egység 6-O-szulfat-csoportjat
metanszulfonsav-csoportra cseréltiik. A szulfonsav mimetikumok szintézisével parhuzamosan
az idraparinuxot is eldallitottuk, hogy a biologiai vizsgalatokhoz referencia molekulaként
alkalmazhassuk.

Human plazman végzett in vitro vizsgalattal meghataroztuk az altalunk elGallitott
molekuldk véralvadasgatlo hatasat. Megallapitottuk, hogy mindkét szulfonsav-tartalmu
pentaszacharid gatolja a véralvadasi Xa faktort, ezzel elsdként bizonyitottuk, hogy a
szulfatészter-csoportok helyettesitheték bioizoszter szulfonsav-csoportokkal a specifikus Xa-
gatld hatas elvesztése nélkiil. A két szulfonsavszarmazék jelentds aktivitasbeli kiillonbségébol
az is kideriilt, hogy a bioldgiai aktivitds szempontjabol alapvetd fontossagi a beépitett

szulfonsavcsoportok helyzete és szama.
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