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1. Bevezetés

Mindennapi életiink szerves részét képezik a ,cukrok”, de a szénhidratok nemcsak a
hétkdznapjaink meghatarozo vegyiiletei, hanem a tudomany szinpadan is fontos szerepet jatszanak.
Az 1970-es évekig a ,,cukroknak™ tobbnyire szerkezeti szerepet tulajdonitottak (pl.: vazanyagok),
illetve az anyagcsere folyamatok szubsztratumainak tekintették oket. A biokémia és a molekularis
bioldgia intenziv fejlodése soran a szénhidratok bioldgiai szerepe jelentdsen atértékelddott.
Felismerték, hogy kiilonb6zé szénhidratszarmazékok a sejtek feliiletén elhelyezkedd
glikokonjugatumok részeként biztositjak a sejt-sejt, sejt-kiilvilag, sejt-virus kozotti kommunikacios
folyamatokat. A szemléletvaltdst a szerkezetvizsgédlati modszerek lendiiletes fejlodése is
elosegitette. A szintetikus szénhidratkémia egyik alapfeladata lett a feltételezett szerkezetii, jelentds
biologiai aktivitassal bird szénhidrat alapu vegyiiletek szintézise, illetve analogjaik eldallitasa.

Kutatomunkdmat a DE TTK Szerves Kémiai Tanszékén mikodott MTA-DE
Szénhidratkémiai Kutatocsoportjaban kezdtem Prof. Dr. Liptdk Andras és késobb Prof. Dr. Antus
Sandor, valamint Prof. Dr. Borbas Anikd vezetésével (A csoport a DE TTK Biokémiai Tanszékén
alakult 1996-ban Prof. Dr. Liptdk Andras vezetésével, majd 2005-ben Prof. Dr. Antus Sandor
irdnyitasa alatt a Szerves Kémiai Tanszékhez csatlakozott.), majd a DE GYTK Gydgyszerészi
Kémia Tanszékén folytattam tovabb 2025-ig, Prof. Dr. Borbas Aniko iranyitasaval. Oktato és kutato
munkamat jelenleg az Eszterhazy Karoly Katolikus Egyetem Kémia Tanszékén kamatoztatom.

Akadémiai doktori értekezésemben a PhD fokozat megszerzése oOta folytatott kutatasaim
legfontosabb eredményeit foglaltam 0ssze. Eddigi kutatasaim a PhD fokozat megszerzését kovetéen
is alapvetden, orszagosan egyediilalld6 modon, a bioldgiailag aktiv oligoszacharidok szintézisére
fokuszaltak. Ezeket az eredményeket a D- €s L-hexdz tartalmu, biologiailag aktiv oligoszacharidok
szintézisének terliletén, ezen beliil heparin analdég oligoszacharidok szintézisének ¢€s L-ramnéz

tartalmu oligo-mimetikumok eldallitasanak teriiletén értem el.
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2. Irodalmi attekintés

2.1.A szénhidratok biolégiai szerepe

A szénhidratok a mindennapjaink fontos részét képezd szerves vegyiiletek. Az €16 szervezetek
szintjén, szamos ¢lettani folyamatban tdltenek be nélkiilozhetetlen szerepet. Egyik legf6bb
sajatossdguk, hogy az anyagcserefolyamatokban részt vesznek, mint energiatarolok.! Emellett
vazanyagokként betoltott szerepiik is van: részt vesznek a ndvényi és baktériumsejtek sejtfalanak
felépitésében, valamint a plazmamembran alkotdelemei is. Befolyéasoljak a sejtek térbeli
elhelyezkedését, viselkedését, és néhany membranfehérje szubsztrattal valo kapcsolodasat is.?
Tovabba a szignaltranszdukci6, valamint a molekularis felismerési folyamatok elengedhetetlen
résztvevoi.

A sejtadhézios folyamatokat szintén membran-glikanok kozvetitik. Ezek az adhézios
valamint a metasztazisok kialakulasidban.? Kimutattdk tovabba azt is, hogy a tumorsejtek
osztddasdhoz valamint terjedéséhez nagymértékben hozzajarul a glikogén mobilizacio is. A
glikogén a gliikdz polimer modosulata és egyben raktarozodasi formaja, amely biztositja az energiat
az emberi és allati szervezetek szamdra. Hipoxias allapotokban, stresszes koriilmények kozott
megnd a glikogén szintézis, ez biztositja a daganatos sejtek szdmara a talélést. A glikogén
mobilizacid, a tumorsejtek mellett a dendritikus sejtek érésében és aktivitdsaban is kulcsszerepet
jatszik.! Lathato tehat, hogy a glikogén nem csak az egészséges sejtek szamara fontos energiaforras,
hanem a malignus elvéltozast szenvedett sejtek szamara is.

A sejt-sejt, sejt-kiilvilag kozotti kommunikacid megvalosulasaban is fontos szerep jut a
szénhidratoknak és szarmazékainak, a sejtek felszinén elhelyezkedd glikokonjugatumok révén. A
glikanok, amelyek az extracellularis matrix molekulait kotik, a szdveti szerkezetek és a szdveti
integritdas meghataroz6 tényez6i. Az eukariota sejtek membranjat boritd, foként szénhidratokbol
felépiil6 glikokalix pedig véds funkcidval rendelkezik.*

A szénhidratoknak immunoldgiai szempontbol is komoly jelentdség van, ugyanis
onmagukban vagy konjugalt formaban adaptiv immunvalaszokat valtanak/valthatnak ki vagy
modositjdk azokat. Korabban az immunitds szempontjabol semleges molekulakként tekintettek a
szénhidratokra, mara azonban bebizonyosodott, hogy fontos szerepet jatszanak az
immunfelismerési folyamatokban is. A T-sejtek felismerhetik ket kdzvetleniil, vagy részt vehetnek
a T-sejt-epitopok Osszetevijeként a T-sejt stimulacioban. A szénhidrat tipusu antigének T-sejtek
altali felismerése a f6 hisztokompatibilitasi komplex utvonalakon keresztiil torténik az

antigénprezentald sejtek kozremiikodésével. Szénhidrat tipust molekuldk megtaldlhatoak az
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eukariota, prokariota sejtek, valamint a virusok felszinén is, igy lathatd, hogy az adaptiv
immunvalasz altali felismerésiik az idegen valamint sajat antigéneken igen jelent8s.>® A
szénhidratok a placenta szintjén is elengedhetetlenek az anyai szervezet megfelelé immunitasanak
kialakuldsdban a magzati antigénekkel szemben, valamint a megfeleld vaszkularizacidé ¢és a
placentaris fejlédés kulcsfontossagu tényez6i.* Fontos megemliteni tovabba, hogy a DNS- és RNS-
molekuldk szerkezeti felépitésében Ot-szénatomos monoszacharid egységek, a D-ribdz és a 2-

dezoxi-D-ribdz, vesznek részt.’

2.2 A szénhidratok kémiai szemszoghdl nézve

A szénhidratok olyan szerves vegyiiletek, melyek molekulai C, H és O atomokbol épiilnek fel.
Kordbban ugy gondoltdk, hogy a szén vizzel alkotott vegyiiletei, azaz a szén hidratjaiként
értelmezték Oket, innen ered az elnevezésiik is (1. abra). Szerkezeti szempontbol feloszthatjuk dket
egyszeri ¢€s Osszetett szénhidratokra: az egyszeri cukrok a monoszacharidok, melyek
kapcsolodasaval alakulnak ki a tobb monoszacharid egységet tartalmazd oligo-, valamint
poliszacharidok, amelyeket glikdnoknak is neveziink.? Jelentds kiilonbség van azonban a két utobbi
csoport kozott a lanc felépitésben résztvevd egyszeri cukormolekuldk szamaban. Az
oligoszacharidokat 3-18 monoszacharid egység a poliszacharidokat pedig 18-nal tobb egység épiti
fel. A monoszacharidokat az kiilonbozteti meg az oligo- és poliszacharidoktol, hogy savas

hidrolizissel tovabb mar nem bonthatok kisebb egységekre.®
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1. abra: A szénhidrétok szerkezete és a glikozidos kotés

A cukormolekulak kozotti kapesolodasok, a glikozidos kotések, lehetnek o vagy B térallastuak
¢s kiilonb6zo poziciokban johetnek 1étre. Az egyszeri cukor alegységek is szenvedhetnek
atalakulasokat: a hidroxil csoportokat helyettesithetik amino csoportok, hordozhatnak negativ
toltéseket, vagy épp hidnyozhatnak is a molekulardl.? Ezen tulajdonsagaik biztositjdk a
természetben eléforduld szénhidrat szdrmazékok sokszinliségét. Az €16 szervezetekben enzimatikus

folyamatok révén valosul meg a szénhidratok atalakitisa. Gyakran konjugalt formaban vannak
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jelen: a glikanok kapcsolodhatnak fehérje- vagy lipidmolekulakkal, példaul glikoproteineket,
proteoglikanokat valamint glikolipideket alkotva.?8

2.3 Szénhidratok a gyégyaszatban

A szénhidratok terapias szempontbol nézve is igen nagy jelentéségii vegyiiletek, az elmult 80
évben a diagnosztikus valamint terapids céllal alkalmazott szénhidrat tartalmi gyogyszeres
hatébanyagok egyre jobban a figyelem kozéppontjaba keriiltek, ezért gyogyszerfejlesztési
szempontbol is szamos kiaknazatlan lehetdség rejlik még benniik. Egyelére a terapias gyakorlatban
hasznalt gyogyszerek igen kis szazalékat teszik csak ki a szénhidrat tartalm( hatéanyagok, am ez az
arany nem korrelal az €16 szervezetben betoltott szerepiik fontossagaval.’

Bevezetésiik a gyogyszeres terapiaba mar az 1940-es évek kozepétdl elkezd6dott (2. abra).
1944-ben, a diszacharid egységet tartalmazo sztreptomicint a Mycobacterium tuberculosis okozta
fertézések kezelésére kezdték alkalmazni.® 1982-ben vezették be a klinikai hasznalatba az
antiviralis és tumorellenes terapia részeként a nukleozid analdgokat.>1%1! 1983-ban szintetizaltak
eloszor és 2001 ota hasznaljak a klinikumban a véralvadasgatld hatasti pentaszacharidot, a
fondaparinuxot.’2 A Sugammadex13 gyégyészati bevezetése (2008) a rokurdnium vagy vekurénium
antidiabetikus terapidban az 10 tipus hatdsmechanizmussal rendelkezd, 2-es tipust natrium-gliikoz
kotranszporter (SGLT2) gatlok bevezetése, amely vegyiiletek molekuldikban gliikéz részt
tartalmaznak.®’ Végiil, de nem utols6 sorban 2020-ban jovahagyta az FDA a COVID-19

vilagjarvanyt okozo SARS-CoV-2 virus okozta 1éguti infekciok kezelésére a remdesivirt.*4
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2. abra: A szénhidrat alapu hatoanyagok megjelenése id6érendi sorrendben®
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2015 és 2020 kozott tobb mint 200 kis molekuldju gydgyszeres hatdanyag keriilt forgalomba
az FDA jovahagyasaval, amelyek koziil 9 tartalmazott szénhidrat épitdelemet a szerkezetében.!®
2000 és 2021 kozott dsszesen 54 szénhidrat alapti hatdanyagot tartalmazo gyogyszeres készitmény
keriilt forgalomba.” Ezeket tobbnyire a fertdzéses megbetegedések (bakterialis vagy viralis),
daganatos betegségek, 2-es tipust diabétesz, kardiovaszkularis valamint idegrendszeri betegségek
kezelésében hasznaljadk. Bar gyogyszerkincsiink igen kis hanyadat teszik ki a szénhidrat tartalmua
hatéanyagok, belathaté, hogy szerepiikk és kutatasuk igencsak nélkiilozhetetlen a klinikai
gyogyaszatban.

A szénhidratok azonban nem csak farmakolédgiai, hanem gydgyszertechnologiai szempontbol
is igen jelentGs vegyiiletek. Az oligoszacharidok csoportjaba tartozo ciklodextrinek példaul kivalo
hordozomolekuldk, amelyek szamos formuldzasi problémara szolgaltattak megoldast a
gyogyszertechnologusok szamara. Gytirlis szerkezeti vegyiiletek, melyek belseje hidrofob, kiilseje
pedig hidrofil jellegli, igy szamos, els6sorban lipofil tulajdonsagi hatdéanyagot képesek
“kapszulazni”, novelve ezzel vizoldhatosagukat.® Nem csak a hatéanyagok farmakokinetikai illetve
biofarmaciai sajatsagait javitjadk, mint az alacsony oldhatdsag, nem megfeleld stabilitds, és a rossz
disszolucios rata, hanem segitségiikkel megvalosithatd a célzott terdpids rendszerek kialakitasa,
amelyek egy hatékonyabb terdpiat és a mellékhatasok csokkenését eredményezhetik. Mindemellett
koltséghatékonyak, biztonsagos az alkalmazasuk és alacsony az immunogenitasuk is.6:1

A ciklodextrineket alkalmazzdk a parenterdlis készitmények formulazasanal jo
vizoldhatosaguk, hatékony leadd rendszeriik és alkalmazhatosdguk biztonsagossaga miatt, olyan
hatéanyagok esetében, amelyeknél az oralis készitmények formulazasa nem megoldhatd (példaul
fehérje tipusu hatéanyagok a cukorbetegség kezelésében), vagy az antitumoralis szerek
formuldzasanal, ahol sziikség van a célzott terapias rendszer kialakitasara.'8

Lathato tehat, hogy a szénhidratok igen jelentOs szerepet toltenek be mind farmakologiai,
mind gyogyszertechnoldgiai szempontbol. Annak ellenére, hogy a monoszacharidok viszonylag

egyszeril szerkezetli vegyiiletek, részvételiik a gyogyaszatban napjainkra nélkiilozhetetlenné valt.

2.4 Az L-hexozok szerkezete és jelentdségiik

A ritka, de biologiailag széles korben elterjedt L-hexozok, valamint 6-dezoxi parjaik fontos
szerepet toltenek be a természetben.!® Habar az L-hexdzok nem annyira elterjedtek, mint az
enantiomerjei a D-hex6zok, mégis szamos nagyon fontos biomolekula részét képezik. Az L-hexdzok
iranti  érdeklodés az évek soran jelentdsen megvaltozott. Kezdetben szintézisiiket a cukrok
szerkezetének és sztereokémiai viszonyaiknak a megismerése céljabol végezték. Késébb azonban
elétérbe keriilt a modszerfejlesztés €s napjainkban az érdeklddés kiterjed a természetes vegyiiletek

szintézisére is, ahol az L-hex6zok joval fontosabb szereppel birnak, mint azt eredetileg gondoltak
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volna. Az L-cukrok kereskedelmi tton ugyan elérhetdek, viszont tobbségiik nagyon draga (1.
tablazat), ezért kiemelkedd jelent0ségli ezen szarmazékok gazdasagos eldallitasanak kutatésa,
amely a szénhidratkémia torténete sordn mindig nagy kihivast jelentett a kémikusok szdmara.

Az irodalombol jonéhany modszer ismert az L-cukrok eléallitdsadra D-cukrokbol, viszont ezen
megkozelitést alapul véve gyakran roppant bonyolult védécsoport-manipulaciokat kell végrehajtani,

ami sokszor nagyon hosszt és roppant bonyolult reakci6 titvonalakhoz vezet.

L-cukor | Szerkezet | Ar/l1g (EUR) L-cukor Szerkezet Ar/1g (EUR)
H._O H._O
H—OH HO—H
EEY- HO—H _ 4 H—TOH
L-id6z N 1390 L-galaktoz n L on 260
HO—H HO—H
CH,OH CH,OH
H._O H._O
H—OH H—OH
L-altroz HO—~H 1210 L-mannoz H-T-OH 53
HO—H HO—H
HO—H HO—H
CH,OH CH,OH
H._O H._O
H—-OH HO—H
tald H—-OH —oliiké H—-OH
L-taloz n L on 1060 L-gliikéz Hoh 49
HO—H HO—H
CH20H CH,0H
H. 0 H._O
HO—H HO—H
_allé HO—H -ould HO—H
L-alloz HoTH 840 L-guloz H—-OH 40
HO—H HO—H
CH,OH CH,OH

1. tablazat: Az L-cukrok szerkezete és kereskedelmi arai?°

Oligoszacharidok szintézise soran a legtobb esetben egy ortogonalis védécsoport vagy
véddcsoportok korai bevitele nagy elonyt jelenthet a tervezett glikozilezési reakcioknal, mivel
hosszl tavon id6t, energiat és anyagot sporolhatunk meg vele. Az L-cukrok szintézisét azonban a
legtobb esetben anélkiil végzik, hogy barmilyen aktivalhaté funkcidés részt kialakitananak a
molekula anomer helyzetében, emiatt ezek a moddszerek kevésbé vonzoak oligoszacharid
szintézisek esetén, mivel még tovabbi atalakitasokat feltételeznek a donorként vald hasznéalhatosag
felé. A legkiilonb6z6 szintézis Gtvonalakat vizsgalva talalhatunk olyan eljarasokra is példat, ahol
egyetlen kémiai szintézis stratégia alkalmazésaval mind a nyolc L-hex6z eldallitdsa megvaldsithato,
azonban ezek a modszerek gyakran szabad L-cukrokat eredményeznek, igy itt is tovabbi
atalakitdsokra van sziikség, hogy a funkcionalizalatlan L-cukrot a megfelelé ortogonalisan védett

donorokka alakitsuk.2°



Dr. Herczeg Mihaly: D- és L-hex6zokbol felépiild oligoszacharidok szintézise és biologiai jellemzése

2.5 Az L-hexo6zok és 6-dezoxi-L-hexézok el6fordulasa

Az L-cukrok szamos, bioldgiailag is jelentOs, természetes vegyiiletben megtalalhatoak,
ilyenek példaul az alginatok (3. abra),?! melyek polianionos poliszacharidok (B-D-mannuronsav és
a-L-guluronsav |—4 glikozidos kotéssel osszekapcsoloddo monomerjeibdl épiil  fel), amik
alkotoelemei a barnamoszatok sejtfalanak, illetve néhany baktérium torzsnek iIs. Az alginatokban a
karbonsav funkcios csoportok képesek megkdtni fémeket, ezaltal gélek képzédhetnek, melyeket
tobbféle teriileten fel lehet haszndlni, példdul az egészségiigyben sebgélekhez, illetve az

¢lelmiszeriparban sorhab képzéséhez.

CONH,
\ }& HoN™ O 4 o
OH NH HN N— oH
C?QiOH ~19 o
N/ N - (0] HO
HoNoc | H
“0,C 20 I\W o N/go
OH
Kapuramicin o
0 i
k¢ \ SN MeO OH
\> Bleomicin A,
Alginat komponens NH
—N 3-O- metll L-talo-
S furanoziluronamid
o) =
OH |+
o OH e} S~ NH
— O)\NHZ

WO oM

l OH OH
-0,C
L-manno 2
oo% m o N7 o OH OH
’ﬁoﬁw on  -0,C OH o@f Ho =0

Aerococcus viridans var. homari ism. egysége $88 poliszacharid

egysége M
3'BD-Apif = 2GalpA OR
v OH RTHN ©
RO
o 0 6 OH O
(0]
-0,C OH o \

OH -OQC OH / 3
o &0 ;
HO/WO Li OO i O//H[”»_ R o) L-glUkOZ R=H, vagy 803_, R=H, Ac, SOS_
2 = P . . .
o]

(e}
o o
T
(e}
T
(e}

H OH / heparin, heparin-szulfat
OH diszacharid komponense
ramnogalakturonan-Il oldalldnca

(-)-Littoralizon

3. abra: A természetben eléforduld L-hexdz tartalmi bioldgiailag aktiv vegyiiletek

Egy masik fontos példa az egyik jol ismert tumorellenes antibiotikum a Bleomicin A2, amit a
Streptomyces verticillus termel.?>2> Ez a vegyiilet L-guldz egységet tartalmaz, melynek rendkiviil
fontos szerepe van a molekula biologiai aktivitasaban. Egy masik antibiotikum, az Adenomicin, ami

a Mycobacterium smegmatis ellen hatasos, szintén L-guldzt tartalmaz,?® valamint az L-guléz jelen
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van a termofil archeobaktériumok, (pl.: Thermoplasma acidophilum és A. volcanium) polaros lipid
részében is.” A természetben el6forduld kapuramicin nevii antibiotikum L-talofuranozil amid
nukleozidot tartalmaz.?* Ugyancsak kimutattdk, hogy az anaerob baktérium Butyrivibrio
fibrisolvens CF3 torzsének extracellularis poliszacharidja L-altrozt tartalmaz.3* Tovabba L-
altruronsav talalhaté a Gram-pozitiv Aerococcus viridans var. homari nevii baktériumban, illetve a
Gram-negativ Proteus mirabilis O10-ben, ami egy hugyuti fert6zéseket okoz6 human opportunista
patogén.®? A ritka L-manndz kiilonféle baktériumok sejtfal-poliszacharidjaban megtalalhato. A
Sphingomonas S-88 és S-130 kapszula poliszacharidjai, melyeket gélesitd szerként hasznalnak az
iparban is, szintén L-manndzt tartalmaznak.®® Az L-galaktdz alkotoeleme a f8ként citrusfélékbdl
kivont pektinekben taldlhaté ramnogalakturonan-II A oldallancanak.®* A Verbena littoralisbdl
izolalt Littoralizon L-gliikkozt tartalmaz, melyet hagyoméanyosan a népi gyogyaszatban
alkalmaznak.®® Az L-iduronsav, f86 komponense tobb allati eredetii glikozaminoglikdn ismétlédd
egységének (GAG), ilyen példaul a heparin, a heparan-szulfat és a dermatan-szulfat.®63” Ezen kiviil
az aminoglikozid tipusu antibiotikum, a neomicin B, ami gy fejti ki antibakteridlis hatdsat, hogy
specifikus RNS szekvencidkhoz kotddik, 2,6-diamino-2,6-didezoxi-L-id6z egységet tartalmaz.®

A biologiailag szintén fontos szerepet jatszod L-cukrok egy masik nagy csoportja a 6-dezoxi-L-
hex6zok (4. abra). Ide tartozik a természetben el6forduld glikomakrolid Apoptolidin A, mely
apoptozist képes indukalni szamos rakos sejtvonalban, L-kinov6z, masnéven 6-dezoxi-L-gliik6z
részt tartalmaz.3® Hasonloképpen a Gram-negativ patogén baktérium, a Yersinia pseudotuberculosis
lipopoliszacharidja is L-kinovozt tartalmaz, melyet f6 virulencia faktorként azonositottak.*® A
Gram-negativ ~ baktérium  Actinobacillus  actinomycetemcomitans C  szerotipusanak
lipopoliszacharidjai 6-dezoxi-L-talozt tartalmazo ismétlddd diszacharidokbol épiilnek fel.*42 A
tumorellenes hatasu glikopeptid antibiotikum a Zorbamicin 6-dezoxi-L-guloz egységet tartalmaz.*3
A Mycobacterium avium opportunista koérokozobol szarmazé szulfatalt glikopeptidolipid 6-dezoxi-
4-0O-szulfonato-L-talozidot és 3,4-di-O-metil-L-ramnozidot is tartalmaz.**

A 6-dezoxi-L-altroz a Yersinia nemzetségbe tartozd baktériumok  kiilonbozo
lipopoliszacharidjaiban talalhat6. Példaul a Yersinia enterocolitica O: 1.2a, 3 és O: 2a, 2b, 3
szerotipusok olyan ismétlodé triszacharid egységgel rendelkeznek, amelyek csak 6-dezoxi-L-altrozt
tartalmaznak.*>4% A Datisca glomerata novénybdl izolalt tetraciklusos triterpén,a Datiszkozid C 6-
dezoxi-L-allozidot tartalmaz,*” valamint az Aster spathulifolius Maxim-bol izolalt diterpén-
glikozidban az igen ritka 6-dezoxi-L-id6z talalhatd meg.*®

Az eddig emlitett 6-dezoxi-L-cukrokkal ellentétben az L-ramnoz (6-dezoxi-L-mannoz), illetve
az L-fukéz (6-dezoxi-L-galaktoz) a természetben széles korben eléforduld L-cukrok. Az L-fukoz
példaul a szialil Lewis-X egyik komponense, az L-ramnéz pedig a pektinben fordul elé D-

galakturonsavval egyiitt ismétldd6 diszacharid egységet alkotva.3*
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OH OH)\

Nie)
OACOAC

oH ~{(2,3-di-0-acetil-6-dezoxi-L-allo7

(¢}
Datiszkozid C
Aster Spathulifolius Maxim OR

diterpén glikozidja O
pen g ! 6-dezoxi-L-altréz “ Hoa\r\
(0]

NH-D-Phe-D-aIIo-Tr|1r-D-AIa-L-aIaniI—O

Yersinia enterocolitica

OH O 0] . 0 lipopoliszacharid komponense
6-dezoxi-4-O- ?Q# MeO &
szulfonato-L-tal6z OH f
-0380 OH

3,4-di-O-metil-
Mycobacterium avium L-ramnoz

szulfatalt glikopeptidolipidje
4. abra: A természetben eléforduld 6-dezoxi-L-hexdzokat tartalmazé bioldgiailag aktiv

vegyiiletek

Kutatdsi munkam f6 irdnyvonala az L-hexdz tartalmu szarmazékok koziil a véralvadasgatlo L-
iduronsav és D-gliikuronsav tartalmt heparin és heparan szulfat analdog molekulak szintézise,
valamint ezen molekuldk lehetséges egyéb biologiai aktivitidsanak vizsgalata volt. A tovabbiakban

erre a teriiletre fokuszalva foglalom 0ssze az irodalmi hatteret.

2.6. A véralvadas mechanizmusa

Régota ismeretes, hogy a szervezetbdl kikeriild vér rovid ido elteltével megalvad.*® Az
alvadék polimer fehérjehdlozatbol (fibrinhald) és a fibrinszalak kozotti vérsejtekbdl all. A fibrinhalo
megjelenése egy tobblépcsds folyamat eredménye, melynek sordn az egyes lépésekben egy-egy
proenzim alakul &t aktiv enzimmé. Ezt az egyre gyorsuld folyamatot nevezziik ,,alvadasi
kaszkadnak”. Maga az alvadasi folyamat pedig pozitiv visszacsatolassal rendelkezik. A véralvadas
folyamata megindul seb keletkezése utan a sériilt szovetekben egy ugynevezett kiilsé (,,extrinsic’)

Gton. Ez a rovidebb és a gyorsabb ut, ami a III faktor aktivalodasaval indul. Erfal sériilése esetén
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viszont a XII faktor aktivalédasaval indul a belsd (,,intrinsic) Ut, ami tobb faktor aktivalasahoz
kotott, hosszabb folyamat (5. abra). A két folyamat csak a kezdeti 1épésekben kiilonbozik
egymastol, indulaskor mas faktorok aktivalodnak, de a folyamat tovabbi 1épései mar megegyeznek.
Az alvadas kulcslépése a protrombin atalakulasa trombinna, melyet a Xa faktor inicial. A kialakuld
komplexben a Xa az aktiv enzim, a protrombin pedig a szubsztratum. Az V faktor aktiv formdja egy
regulatorfehérje, mely a komponensek megfeleld térbeli elhelyezkedését biztositja. Az aktiv
komplex lipid feliileten alakul ki Ca?* (IV faktor) jelenlétében. Az igy aktivalodott trombin el8segiti
a fibrinogén-fibrin atalakulast. A fiziologias alvadasszabalyozas fontos eleme, hogy a trombin csak
addig fejtse ki hatasat, amig sziikséges. Az inaktivalast a vérplazma egyik fehérjéje, az antitrombin
11 (AT) végzi, mely a trombin enzimatikus hatasat irreverzibilisen felfiiggeszti.>® Az AT affinitasa
a trombin molekuldhoz 6nmagaban ugyan kicsi, de heparin jelenlétében a folyamat jelentdsen
felgyorsul (kb. 3000-szeresére). Tehat a heparin a trombin inaktivalasanak elésegitésével gatolja a

fibrin kialakulasat és ebbdl kovetkez6en a véralvadast.

: 0
Extrinsic ut :
Exponélt !
szoveti faktor :
é ‘ Extrinsic tenase Intrinsic tenase
@ komplex | komplex
Szoveti faktor-Vlla-X-Ca?* ! | IXa-X-Villa-PL-Ca2*

Protrombinaz
komplex
Xa-ll-Va-PL-CaZ*

(R

Fibrin0gén memm——pp-  Fibrin- l
monomer
l Xllla
Fibrin-
polilmer
Keresztkotott
fibrinpolimer

5. abra: A véralvadas mechanizmusanak sematikus abrazolasa

2.7. A heparin bioszintézise és szerkezete

A heparin molekula glilkozamin és hexuronsav egységekbdl felépiild polianionos linearis
poliszacharid, a sejtek feliiletén ¢és az extracellularis matrixban fordul elé proteoglikanok
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formajaban. Sokféle bioldgiai aktivitassal rendelkezik,>® a szervezetben jelen 1évé szamos
fehérjékhez kotddve képes szabalyozni ezen proteinek bioldgiai mikodését.>? A kotddésben
kiemelkedden fontos szerepe van a poliszacharid anionos csoportjai (szulfatészter- és karboxil-
csoportok) és az aminosavak kozott kialakuld erds ionos kolcsonhatdsoknak. A heparin a vér bazofil
granulocitdiban ¢és a szOveti hizosejtekben keletkezik proteoglikanként, és ezen sejtek
degranulacidja soran valik szabaddd. A véazprotein, ami nagyszdmu szerin €s glicin aminosavat
tartalmaz, az endoplazmatikus retikulumban, az oligoszacharid rész pedig a Golgi-hal6zatban
képzédik. A glikézaminoglikdn rész [(-D-GlcpA-(1—3)-B-D-Galp-(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-
Xylp-(1—>Ser)®152 szerkezetli tetraszacharid részen keresztiil kapcsolodik a szerinhez. Ez a
tetraszacharid kotérégid valamennyi proteoglikdnban azonos. Ehhez a tetraszacharid kot6-részhez, a
bioszintézis folytatasa soran, kapcsolodik egy aminocukor. Amennyiben ez az aminocukor D-
glikkézamin, akkor gliikd6zaminoglikdn (heparin, heparan-szulfat) szintetizdlodik, ha D-
galakt6zamin, akkor galaktozaminoglikan (kondroitin-szulfat, dermatan-szulfat) keletkezik.

A heparin bioszintézisének Iépései mar jorészt felderitették. Ismert, hogy az elsé D-
gliikdozamin rész utdn valtakozva épiilnek be a D-glilkuronsav és D-gliikdozamin egységek. A
monoszacharid egységek a megfeleld6 UDP-cukorrol keriilnek a poliszacharid lanc nem-redukalo
végére. A glikozilezést egy enzimfehérje katalizalja, mely kétféle glikozil transzferaz aktivitassal
rendelkezik (GlcpA-transzferaz és GlcpNAc-transzferaz). A szénhidratlanc szintézise kb. 300
monoszacharid egység beépiilése utan ér véget. A lanchosszabbitassal parhuzamosan folyik a mar

beépiilt egységek modositasa (6. abra).

OH
\ coo N-dezacetilaz/ \ CoO O

OH OH o)
o [e) o o N-szulfotranszferaz 0 o o 0 C-5 epimeraz HO
HO HO — > Ho HO _— OH "03SHN
-00C¢7 0 SN
OH ‘038HNO/

OH AcHNL

1 2 o] OH
3

0S0y" 0S0y"

(oF Q o & .
0380 3-O-szulfotranszferaz HO 1. 2-O-szulfotranszferaz

OH ‘0SHNG —— OH "038HNG
: ~ -ooc7]-0 ~

2. 6-O-szulfotranszferaz

—~0  0soy —~0  0soy
5 4

6. abra: A heparin bioszintézise

Itt eldszor az N-acetil csoportok jelentds része N-szulfatra cserélddik, amit egy N-
dezacetilaz/N-szulfotranszferaz enzim hajt végre, majd ezutdn a C-5 epimerdz enzim a D-
gliikuronsav egységek nagy hanyadat atalakitja L-iduronsavva. Ezt kovetden szulfatalodnak az
uronsavak O-2, majd a glikozaminok O-6 és O-3 pozicidi a megfelelé szulfotranszferaz enzim
segitségével. Ezekben a reakciokban szulfatdonorként 3’-foszfoadenozin-5’-foszfoszulfat szerepel.

A heparin bioszintézisére jellemz6 egyfajta ,,tokéletlenség”, ugyanis a fenti 1épések nem mennek
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végbe teljes mértékben. Ez vezet a heparin nagymértékii heterogenitasahoz. Ez a ,,tokéletlenség”
azonban korantsem véletlenszerli, a szerkezeti diverzitas a bioszintézis soran igen jelentOs

mértékben ellendrzott.>3:54

2.8. A heparin és a heparan szulfat

A heparan-szulfat és a heparin hasonléan szulfatalt és nem szulfatalt monoszacharid
egységekbdl épiil fel, és ezek az egyetlen olyan emlésdkben megtalalhato poliszacharidok, amely
N-szulfogliikozamint  (GIcNSOs-) tartalmaznak (7. 4bra).>® Mindkét makromolekula
bioszintézisének kiindulasi vegyiilete egy olyan, nem szulfatalt polimer, amely gliikuronsav (GICA)
¢s N-acetilgliikozamin (GIcNAc) vaéltakozd szekvencidibol épiil fel, ezt ,heparannak” vagy N-
acetilheparozannak nevezziik. Ez az prekurzor szarmazék ezutan enzimatikusan alakul at a
szulfatalt vegyliletekké. A modositasi tvonal 1épéseit foként Lindahl és munkatarsai deritették
fel.5%657 A heparan atalakulasdnak kulcslépése a GIcNAc atalakuldsa egy egyedi N-szulfatalt
koztitermékké. A tovabbi modositasok ezt kovetden elsésorban a GIcNSOsz- egység kozelében
fognak megtorténni. A GICA egység iduronsavva (IdA) alakulhat, és mind az Gjonnan képzodott
iduronat szarmazék, mind a GICNSOs- rész (O)-szulfatalodhat a C-2-es, illetve a C-6-0s pozicioban.
Bizonyos esetekben a GICNSOs-UA-GIcNAc szekvencidkban talalhatdé GIcNAc egység is
szulfatalodhat a C-6-0s helyzetben.>® A teljes polimer-szintli modositas végterméke egy ismétlédd
triszulfatalt diszacharid egységbdl allo makromolekula. A legtdbb emlds eredetii heparinban ezek a
szerkezeti valtozasok nagyon kiterjedtek, a hex6zamin részek tobb mint 80%-a N-szulfatalt
formaban jelenik meg, az érett poliszacharid-lanc nagy részét pedig triszulfatalt diszacharidok

szekvencii alkotjak.>%

f6 szekvencia f6 szekvencia
A
e A N e A
a-L-iduronsav \ OR'
OSO3H o o o B-D-gliikuronsav
hexuronsav OH O 0 R'O
HO OR! 2 COOH OR!
19— 19970 "Ho,sHN REHN 0
\ COOH R'O 3 hexuronsav O%O 0
o o o & 0o HO TR0
HO 0SOzH OR R2HN
2
OR! R HNO
n n
6 R' = H vagy SO3H 7
heparin R? = Ac vagy SO3H heparan-szulfat
- 10% GIcA, 90% IdoA - 10-50% GIcA, 50-90% IdoA
- 1-4 szulfat észter/diszacharid - 1 szulfat észter/diszacharid
- N-szulfat > N-acetil - N-szulfat < N-acetil
- O-szulfat > N-szulfat - O-szulfat < N-szulfat

7. abra: A heparin ¢és a heparan-szulfat szerkezete

A heparan-szulfat bioszintézise soran hasonld, de korlatozottabb modosulasok mennek
végbe,%! amelyek olyan termékekben csucsosodnak ki, amelyek altalaban kevesebb N- és O-szulfat-

csoportot, valamint kevesebb triszulfatalt diszacharidot tartalmaznak, mint a heparin, viszont
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megtalalhatd benniik a modositatlan N-acetilezett egység.5%%* Azonban nincsenek elfogadott
szerkezeti kritériumok a heparan-szulfat és a heparin megkiilonboztetésére. A ,,heparan-szulfat”
kifejezést hagyomanyosan a heparin allati szovetekbdl, példaul szarvasmarha-tiidébdl vagy sertés-
nyalkahartydbol torténd ipari eldallitdsinak heparin-szeri melléktermékeinek leirasara
hasznaljak.5%%6 Az ezekben a melléktermékekben taldlhaté heparan-szulfatok csekély vagy

semmilyen antikoagulans aktivitast nem mutatnak, és jelentGs heterogenitast figyeltek meg a

crer

crer

hogy a hepardn-szulfatot és a heparint kiilondllo entitasokként kezeljék, a kémiai adatok ahhoz a
széles korben elterjedt vélekedéshez vezettek, hogy ez a két poliszacharid rokon poliszacharidok
folyamatos sorozatat alkotja, amelyek kozott nincsenek egyértelmii megkiilonboztetd jellemzok.67:68

Altaldnossagban elmondhatjuk azonban, hogy a heparinban az uronsavak aranya 10% GICA,
90% IdoA, diszacharid egységenként altalaban 1-4 szulfat észter csoportot tartalmaz, az N-szulfat
csoport jelenléte nagyobb, mint az N-acetil csoporté és az O-szulfatok szama szintén nagyobb, mint
az N-szulfatoké. Ezzel ellentétben a heparan-szulfatban az uronsavak aranya 10-50% GIcA, 50-90%
IdoA érték kozott valtozik, altalaban 1 szulfat észter csoportot tartalmaz diszacharidonként, az N-

szulfatok szama kisebb, mint az N-acetilek szdma és az O-szulfatok szdma is kisebb, mint az N-

szulfatok mennyisége.

2.9. Heparin-analog pentaszacharidok

A heparint az 1940-es évek Ota alkalmazzdk a gyodgyaszatban, mint antitrombotikus
készitményt. A nagy molekulasuly heparint kezdetben sertésbélbol vontak ki és tisztitottak, de a
nagy feliileti toltése miatt az izolatum gyakran fehérje szennyezdket tartalmazott. Ezek a fehérje-
maradékok pedig sejtes immunvalaszra késztethették a befogado szervezetet, ami komoly allergids
reakcidkat okozhatott. A nehézkes tisztitasi eljaras és a véralvadasgatld hatas javitdsanak céljabol
tobb gyogyszergyartd cég komoly kutatasokba kezdett, melynek eredményeként az 1980-as
években azonositottdk a heparin azon minimalis egységét, amely az antitrombin III fehérje
aktivalasa révén képes véralvadasgatld hatast kifejteni.®® A nagy molekulasulyt heparint kiilonb$zd
iranyitott fragmentacios eljarasoknak vetették ala (salétromsavas hidrolizis, ill. enzimatikus
lebontas Flavobacterium heparinum-bdl izolalt heparinazzal), és vizsgaltak az igy kapott kisebb
moltdmegli részek aktivitasat.5® Megfigyelték, hogy azon egységek, amelyeknek megmaradt a
véralvadasgatld hatasa, mindig tartalmaztak egy bizonyos pentaszacharid részt (DEFGH

pentaszacharid, 8. abra).
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8. abra: A heparin fragmentumai

A kutatas folytatasaként szintetizaltak ezt az aktiv pentaszacharidot (8) kb. 60 1épéses szintézissel,

de csak alacsony hozamot sikeriilt elérniiik és a kapott termék sem volt kelléen tiszta (9. abra).”>"
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9 (fondaparinux)
9. abra: A heparin antitrombin-koto pentaszacharid egysége (8) €s szintetikus analogja (9,

fondaparinux)

Ezutan kiterjedt kutatasokba kezdtek annak felderitése érdekében, hogy melyek azok a
csoportok a pentaszacharidon beliil, melyek megléte feltétlentiil sziikséges a bioldgiai aktivitashoz,
¢s melyek azok a csoportok, amelyek megvaltoztathatok, vagy a szintézis egyszeriisitése végett
elhagyhatok.

Az els6 és egyben legnagyobb jelentéséggel birod valtoztatas az volt, hogy a redukald végi
egységet o-metil-glikozidda alakitottak, elkeriilve ezzel az anomerizaciot. Ezzel a modositassal
sikeresen kikiiszobolték tovabba azt is, hogy a szintézis soran alkalmazott hidrogénezés
koriilményei kozott konnyen képzddd amino-csoportok reagéljanak a redukald végi aldehido-
formaval, igy meggatoltik a dimerek és trimerek képzddését.®® Tovabbi fontos egyszerlisités Volt,
hogy a D egységen talalhatd N-acetil-csoportot N-szulfatra cserélték. A heparin AT kot
pentaszacharid-egységének e két modositast tartalmazo analogonjat (9) francia és holland kutatok
55 1épéses kémiai szintézissel allitottak €18.”* A vegyiilet gyogyszerré fejlesztése a Sanofi és az
Organon gyogyszergyarak egyiittmiikodésével valosult meg, és a molekula 2001-ben keriilt
forgalomba Arixtra néven. A klinikai vizsgalatok folyaman fény deriilt arra is, hogy a szintézis
soran alkalmazott valtoztatasok kedvezéen befolyasoltdk a molekula biologiai aktivitasat. A
molekula felezési ideje emberben 17 oranak bizonyult. Ez azt jelentette, hogy napi 2.5 mg

hatéanyag bevitel elég volt a véralvadas gatlasahoz (Nem frakcionalt heparinndl a felezési id6 30-
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120 perc, kis moltomegili heparinnal pedig 3-5 o6ra.). A klinikai vizsgalatok soran az is kidertilt,
hogy a heparinnal ellentétben az aktiv pentaszacharid rész (8) és kiilonb6zé szarmazékai (pl.: 9) a
trombint nem tudjak gatolni. A pentaszacharid szarmazékok indirekt modon, az antitrombin
aktivalasaval gatoljak a Xa faktort, tehat szelektiv Xa gatlok, mivel a gatolt Xa faktor nem tudja
katalizalni a protrombin trombinné alakulésat.

Rontgendiffrakcios vizsgalatokkal az is igazoltak, hogy a szénhidrat rész és a fehérje kozotti
kapcsolat milyen kotéseken keresztiil jon 1étre, és megallapitottdk, hogy a pentaszacharid negativ
toltésti csoportjai ionos kotéssel kapcsolodnak az AT faktor lizin és arginin egységeinek protonalt
amino csoportjaihoz.” A kutatisok soran felfedezték tovabba, hogy a redukald végi glikozamin
egység 3-as hidroxiljanak kozelében az antitrombin masodik koétéhelyén két arginin egység is
talalhatd (Arg 46, Arg 47), amelyek képesek lehetnek tovabbi sohid kialakitdsara, ami
feltételezhetden stabilabb pentaszacharid-antitrombin komplexet eredményezne. Eldallitottak a
fondaparinux (9) 3-O-szulfatalt szarmazékat és rontgendiffrakciés mérésekkel bebizonyitottak,
hogy az 0j SOs-csoport valoban séhidat képez a 46. arginin amino csoportjaval, ami jelentdsen

megndvelte a kotéserdséget (10. abra).’s""

Arg 47 Arg 46
AT-lll kétohely 2.

AT-lll kétohely 1.

Arg 129 Lys 125 Lys 114

10. abra: A 3-O-szulfatcsoporttal modositott pentaszacharid kapcsolodasa az AT-hoz

Vizsgalatokkal igazoltak, hogy a heparin szarmazékokban az iduronsav egység haromféle
konformacioban fordulhat el6 a leggyakrabban, ¢és a kiilonb6zé konformécioban rogzitett
szarmazékok (11. abra) beépitésével sikeriilt meghatarozniuk, hogy a bioldgia aktivitdshoz a 2So
konformacié sziikséges.5% 7881 A kiilonbdzé mértékben szulfatalt oligoszacharidok NMR vizsgalata
alapjan megallapitottdk tovabba azt is, hogy az iduronsavhoz kapcsoléddé H és F gliikdzamin
egységek szulfaticids foka nagymértékben befolyasolja az iduronsav téralkatat.®28% Az eddigi
eredmények tiikrében vizsgaltak tovabba, hogy milyen valtoztatdsokkal lehetne tovabb ndvelni a
szelektiv Xa gatlast és a molekuldk felezési idejét, és egyuttal egyszeriisiteni a szintézisiiket.
Kiilonb6z8 szerkezetli szdrmazékokat szintetizaltak,® melyeket megvizsgilva arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a 3-O-szulfatészter-csoport az F egységen és a 6-O-szulfatészter-
csoport a H egységen nélkiilozhetetlen az aktivitdshoz,8 8 a G egység 2-O-szulfat-csoportja pedig
elhagyhat6.8% A karboxil-csoportok (14)% vagy az N-szulfat-csoportok® elhagyasa pedig a gatld

hatas elvesztéséhez vezetett, kideriilt viszont, hogy a D egység N-acetil-csoportja elhagyhato
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anélkiil, hogy jelentdsen megvaltozna a molekula aktivitasa.
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11. abra: Az iduronsav egység rogzitett konformacioja szarmazékai

Vizsgaltak tovabba, hogy a karboxil- és szulfatészter-csoportok helyettesithet6k-e mas
anionos csoportokkal. Végrehajtottak szulfat-foszfat cserét a D egység 6-os pozicidjaban (15),% de
ez a modositas az aktivitas elvesztéséhez vezetett csakligy, mint a karboxil csoport helyettesitése
szulfatészterrel (COO—CH20S0s3™ csere, 16, 17)% (12. abra). Kideriilt viszont, hogy az N-szulfat-
csoportokat lehet helyettesiteni O-szulfat-csoportokkal 4% Megfigyelték tovabba azt is, hogy a
szabad hidroxil csoportok részleges vagy teljes metilezése sem rontja le a bioldgiai aktivitast.
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12. abra: A modositott fondaparinux analdg pentaszacharidok szerkezete

Ezen tapasztalatokat felhasznalva a kutatas a nem-glikozaminoglikan tipusu molekulak felé

crer
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13. abra: A nem-glikozaminoglikan idraparinux (18) és az idrabiotaparinux (19) szerkezete

A masodik generacios nem-glik6zaminoglikan tipust antitrombotikumok vezérmolekuldjanak
tekinthetd az idraparinux (18)% és sz4drmazéka az idrabiotaparinux (19), amely nagyobb
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antikoagulans aktivitassal és hosszabb felezési iddvel rendelkezik, mint a fondaparinux. Az
idraparinux fejlesztését 2009-ben, a klinikai vizsgalatok III. fazisaban leallitottdk, mivel rendkiviil
hosszu felezési ideje miatt az esetenként fellépd vérzékenységet nem tudtdk kezelni. Ezt a
problémat egy modositott szarmazéka, az idrabiotaparinux (19) szintézisével tervezték
megsziintetni.’”% Az idrabiotaparinux az idraparinux-szal azonos véralvadasgatld hatist mutatott,
¢s elddjéhez képest nagy eldnye, hogy létezik ellenszere. A specifikus ellenszer (antidotum) az
avidin nevii fehérje, amely gyorsan Kkiiiriilé komplexet képez az idrabiotaparinux-szal. Igy az

esetlegesen, mellékhatasként fellépo vérzékenység avidin beadasaval azonnal megsziintethetd.
2.10. Az idraparinux elso szintézise

Az idraparinux szintézisét mar tobb eltérd uton is megvaldsitottak. A molekula eldallitasat
els6ként van Boeckel és munkatarsai irtdk le 1994-ben.®® A fondaparinuxhoz képest tobb
valtoztatast is végrehajtottak a molekuldn: szulfataltak a redukalo végi egység 3-as pozicidju —OH-
jat, megnovelve ezzel az ionos kolcsonhatasok kialakuldsanak lehetdségét, az N-szulfat csoportokat
O-szulfatra cserélték, ami jelent6sen megkonnyitette a szintézist, valamint a szabad hidroxil
csoportokat metilezték. Ez utdbbi valtoztatassal egyrészt sikeriilt fokozniuk a pentaszacharid
lipidoldékonysagat, masrészt tovabb egyszerlisodott a szintézis. A molekula eldallitasat az alabbi

szintetikus terv alapjan valositottak meg (14. abra).
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14. abra: Az idraparinux szintézise van Boeckel és munkatarsai munkéja alapjan
A pentaszacharid szintézisét az L-idozid donor eldallitasaval kezdték (15. abra).*® Ehhez D-
gliik6zbol kiindulva diaceton-gliikozon at eldallitottak az 1,2:5,6-di-O-izopropilidén-3-O-metil-a-D-
gliikofuranézt (25), majd savas hidrolizissel szelektiven eltavolitottdk az 5,6-O-izopropilidén

csoportot (26).
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15. abra: Az L-idopiranozil-fluorid szintézise

Az igy kapott szabad hidroxil csoportokat metanszulfonsav-kloriddal mezilezték (28), majd
DMF-ban kaliumacetattal reagaltatva lecserélték a 6-os helyzetli mezil-csoportot acetil csoportra
(29), végiil lugos koriilmények kozott kialakitottak az 5,6-epoxi-szarmazékot (30). Az L-ido-
szarmazék epoxid gylrjét savas koriilmények kozott nyitottdk, és a képz6dé 3-O-metil-L-
idopiranozbol (31) ecetsavanhidriddel piridinben nyerték a 32-es vegyiiletet. Ebbdl a szdrmazékbol
pedig HF-dal allitottak el6 a 25-6s idopiranozil-fluorid szarmazékot.

Ezt kovetéen az irodalombol mar jol ismert akceptor molekulat (24) allitottak el6 metil-a-D-
gliikopiranozidbol kiindulva 3 1épésben.'® Az igy kapott 24-es akceptort glikozilezték a 25-6s
idozid-fluoriddal 0 °C-on, BFz-Et;O promoter jelenlétében és jo hozammal nyerték a védett
diszacharidot, melyet tovabbi 9 1épésben alakitottak tovabb az iduronsav tartalmu akceptorra (23).

A szintézis egyik kulcslépése ennek a 23-as diszacharid L-iduronsav-metilészter egységének
az atalakitasa D-gh'ikuronsav tartalmu egységgé. A reakcid hajtéereje az, hogy a gh’iko-
mely elsé 1épése a C-5 epimerizacio volt, 6 1épésben valositottadk meg. Az izomerizacid soran
kulcsfontossagu volt, hogy az uronsav 4-OH csoportja szabad legyen, igy elkeriilhetd volt a -
eliminacid, ami az uronsavak jellemz6é mellékreakcioja lugos kozegben. Végiil az igy kapott, védett
gliikuronsav tartalmu diszacharidot trikloracetimidat donorra alakitottak (22).10%

Ezt kdvetden a 23-as iduronsav tartalmu akceptor molekulat glikozilezték a 22-es gliikuronsav
tartalmt donor molekulaval, eldallitva a védett tetraszacharidot, majd a levulinoil-csoport szelektiv
eltavolitasaval sikeresen szintetizaltak az EFGH tetraszacharid akceptort (21).

A D donor egységet (20) D-gliikozbol kiindulva allitottak elé 5 1épésben, majd ezzel a
trikloracetimidat donorral trimetilszilil-trifluormetanszulfonat (TMSOTf) promoter jelenlétében
glikozilezték a 21-es tetraszacharid akceptort. A reakciobdl jo hozammal izolaltak a védett
pentaszacharidot, majd tovabbi 3 1épésben kialakitottak a végleges véddcsoportokat. Ezen a
reakciouton az idraparinux (18) szintézise 42 1épést igényelt.

Az itt bemutatott molekula mellett a szerz6k még tovabbi 5 hasonlé szerkezetii pentaszacharid
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(33-37) elballitasat is irtak le ebben a kozleményben.®® A hozamokat azonban nem minden esetben
adtak meg, ezért erre az idraparinux szintézisre O6sszhozam nem szamolhatd. A szintetizalt

molekulak (16. abra) adott pozicidoban tovabbi szulfatészter-csoportokat tartalmaztak.
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16. abra: A van Boeckel és munkatarsai altal elallitott pentaszacharidok szerkezete

A Dbiologiai vizsgalatok soran meghataroztak az el6allitott pentaszacharidok anti-Xa
aktivitasat, felezési idejét és kotédési hajlamukat az AT faktorhoz. Az altaluk k6zolt értékeket a 2.
tablazatban foglaltam 0ssze. A vizsgalatok alapjan az idraparinux bizonyult a leghatékonyabb

nem-glilkézaminoglikan tipusu véralvadasgatld pentaszacharidnak.

_ Kotodési
) Anti-Xa aktivitas ] Eliminacios
Pentaszacharid hajlam (Kd)
(U/mg) Taz (h)
(nM)

9 700 754 0.7
18 1611 13 10.9
33 1217 36 51
34 1159 53 2.2
35 1184 75 1.6
36 1318 36 7.8
37 1404 30 5.7

2. tablazat: A van Boeckel és munkatarsai altal el6allitott pentaszacharidok (9, 18, 33-37) biologiai

aktivitasa

2.11. Az idraparinux ujabb szintézise

2009-ben kinai kutatok publikaltak egy ujabb ¢és altaluk hatékonyabbnak mondott
szintézisutat az idraparinux eldallitdsara, melyet az alabbi szintetikus ut alapjan valositottak meg
(17. 4bra).1%2 A szintézist a D és H monoszacharid épitéelemek eléallitasaval kezdték, amelyek
kozos kiindulasi vegylilete a metil-a-D-gliikopiranozid volt. A 40-es vegyiiletet Pinilla és
munkatarsai leirasa alapjan'®® szintetizaltdk 6 1épésben, 24-es akceptort pedig 3 1épésben allitottak

74

el6.104105 Az F egységet (44) D-gliikozbol kiindulva éllitottdk el, Meijer és munkatéarsai leiratat
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felhasznalva, 6 lépésben.l® Az E egységet (43) szintén D-gliikkdzbol kiindulva szintetizaltak

Schmidt és munkatarsai nyoman, 3 1épésben. 0’
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17. abra: Az idraparinux szintézise Chen és munkatarsai munkaja alapjan

Az L-idoz épitéelem szintézise a 27-es vegyliletig megegyezett van Boeckel-¢k munkéjaval
(18. abra). Ezutan a primer hidroxil csoportot szelektiven védték pivaloil-csoporttal (45), majd a

szabad hidroxil csoportot mezilezték (46).108

0—OMe OMe P|vO OMe PivO OMe
>< . . MSO OMe OAc
h u rERE oy
—_— —»
s T 477’

OAc OAc
48
vii

OMe NH OPMP
OPMP e OPMP OMe

owe om .
WOACCQ i, Xii VIII ix \W
o
OBz OAc OAc

(0]
"

i: 60%-0s ecetsav, rt; ii: PivCl, piridin, 0 °C; iii: MsCl, piridin, 0 °C-rt; iv: -BuOK, t-BuOH, CH,Cly, 0 °C-rt, (85% 5
Iépésre); v: 0.1 M-0s HySOy, 60 °C; vi: Ac,0, DMAP, piridin, 0 °C-rt, (76% 2 Iépésre); vii: 4-MeOPhOH, TMSOTT,
CH,Cly, 0 °C-rt, (89%); viii: NaOMe, MeOH, rt; ix: PhCHO, TFA, rt, (76% 2 Iépésre); x: BzCl, EtzN, DMAP,
CH,Cly, 0 °C-rt, (100%); xi: CAN, CH3CN, toluol, H,0, rt, (91%); xii: CCI3CN, DBU, CH,Cl,, 0 °C-rt, (100%)

42 49

18. abra: A védett L-id6z (42, G egység) szintézise

Kalium-t-butilattal t-BUOH-CHCl, elegyében allitottak eld a 47-es epoxi-szarmazékot,'® majd a
gyurli savas nyitasat koOvetden a szabad hidroxil csoportokat acetilezték piridinben
ecetsavanhidriddel (48), és a termékbol 4-metoxifenil glikozidot képeztek TMSOTf promoter
jelenlétében (49). Az acetil csoportokat Zemplén-koriilmények kozott eltavolitottak, majd
benzaldehidben trifluorecetsav alkalmazasaval kialakitottak a 4,6-O-benzilidén-csoportot (50) és a
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szabad hidroxil csoportot benzoil-csoporttal védték (51). Oxidativ koriilmények kozott
eltavolitottdk az anomer 4-metoxifenil-csoportot, majd DBU és trikloracetonitril reagensek
alkalmazasaval a hemiacetalt atalakitottak imidatta (42). A védett L-idozid donor szintézise igy 14
1épést vett igénybe.

Ezt kovetden eldallitottadk a glilkuronsav egységet tartalmazo diszacharidot a 45-0s
monoszacharid akceptor és a 44-es monoszacharid donor reakcidjaval szaraz CH2Clo-ban TMSOTf
promoter jelenlétében, majd az igy kapott diszacharidot tovabbi 6 Iépésben alakitottak at a tervezett,
uronsav tartalmu akceptorra (41). Ezt kovetden a 40-es nem redukalo végi monoszacharid donorral
glikozilezték a 41-es diszacharid akceptort TMSOTT promoter alkalmazasdval, majd az igy kapott
védett DEF triszacharidot tovabbi két 1épében alakitottak at trikloracetimidat donorra (38).

A GH diszacharid egység szintézisének elsé Iépéseként a 42-es L-idozid donorral
glikozilezték a 43-as monoszacharid akceptort TMSOTT aktivator jelenlétében, és az igy kapott
védett diszacharidot tovabbi 6 1épésben alakitottak at a tervezett uronsav tartalmt akceptorra (39).

A 38-as triszacharid donor ¢és a 39-es diszacharid akceptor kapcsolasaval, kozepes hozammal,
allitottak el a védett pentaszacharidot, TMSOTT promoter felhasznalasaval, majd a benzil-étercket
¢s uronsav-észtereket katalitikus hidrogénezéssel tavolitottak el, végiill DMF-ban SOz EtsN
komplex-szel végzett szulfatalassal nyerték az idraparinuxot (18).

A molekula teljes szintézis 51 1épés volt D-gliikozbol és metil-a-D-gliikopiranozidbol
kiindulva, amelyre a szerzék 4%-os 0sszhozamot adtak meg.

A két szintézist Osszehasonlitva elmondhatd, hogy az L-1d6z eldéllitdsa hasonloképpen
tortént, a molekula 2-es helyzetében résztvevd csoportot alkalmaztak annak érdekében, hogy
biztositsak a glikozilezési reakcid sztereoszelektivitasat, és az igy eléallitott L-idozid szarmazékot
donorként alkalmazva kaptak a GH diszacharidot. Az uronsav funkcios csoport kialakitasat mindkét
kutatdécsoport diszacharid szinten végezte el, ez a stratégia azonban megndvelte a véddcsoport-
manipulaciok szamat, mivel a késébbi uronsav egység 4,6-dioljat atmenetileg védeni kellett. Van
Boeckel és munkatarsai az iduronsav tartalmi GH diszacharidbdl epimerizacidval jutottak el az EF
diszacharidhoz, ami jelentdsen lerdviditette a szintézisutat, mig a kinai kutatok a gliikuronsavat
tartalmazo diszacharid egységet két kiilon szintetizalt monoszacharid egységbdl allitottak eld. Chen
¢s munkatarsai altal a karbonsav védelmére alkalmazott benzil-észter nagy eldonye, hogy a szintézis
végén az eltavolitdsa nem igényelt kiilon reakcidt, szemben a van Boeckel-¢k altal alkalmazott
metil-észterrel. A tovabbiakban mindkét csoport akceptorként hasznalta az uronsav tartalmu
diszacharidokat, mely kedvezden befolyadsolta a glikozilezések sztereoszelektivitasat. A kinai
kutatok szintézise hosszabb, de leirasuk alapjan jobb lett az eldallitas 6sszhozama, amit azonban a
két cikk alapjan nem tudunk megfeleléen Osszehasonlitani, mivel a holland kutatok nem minden

1épésre adtak meg a kitermelést.
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2.12. L-hexozok és 6-dezoxi-L-hex6zok szintézise

Az elézbekben bemutatott reakcidutakbol jol lathatd, hogy a heparin analdogok eldallitasanak
egyik legnehezebb része az L-id6z egység szintézise. Ez a bonyolult eldéallitdsi lehetdség
altalanossagban elmondhaté az L-hexdzokrol. Természetes forrasbol izolalni Oket nagy
mennyiségben nem mindig lehetséges, kereskedelmi forgalomban kaphatéak ugyan, de altalaban
nagyon dragak, szintézisik pedig roppant Osszetett és koltséges. Az évek soran szamos
szintézisutvonalat kifejlesztettek mar D-cukrokbol kiindulva a megfeleld L-izomerek eldallitasara.
Azonban ezeket a modszereket hasznalva altalaban tovabbi véddcsoport-manipulaciokra van
sziikség, mivel legtobbszor szabad L-cukrokat eredményeznek, melyek nem hasznélhatok fel
kozvetleniil oligoszacharidok és/vagy glikokonjugatumok szintézisére.

Az irodalomban leirtak mar olyan eljarasokat is, melyekkel egyetlen kémiai szintézisstratégiat
kovetve eldallithatd mind a nyolc L-hexdz. Sajnos altalaban ezekkel a modszerekkel is csak szabad
L-cukrok allithatok eld, melyeket a tovabbi szintézisekhez a megfeleld, ortogondlisan védett
molekulakka kell atalakitani. Ezen kiviil szamos hatékony epimerizacion alapul6 szintézismodszert
is kifejlesztettek mar L-cukrok D-cukrokbdl torténd eldallitisara.?%t® Klasszikus modszernek
tekinthetd a furanozid szarmazékok kozvetlen C-5 epimerizacios reakcioja, ami az egyik legkorabbi
eljarads L-cukrok szintézisére. Szintén ismert, hogy C-5 epimerizacios reakciok megvalosithatok
fesziilt szerkezetli pentdézokbodl kiindulva, Mitsunobu korilmények kozott, valamint oxidéaciot
kovetd sztereoszelektiv redukcion keresztiil. Ezen kiviil ismert modszer még az uronsavak
baziskatalizalt C-5 epimerizacidja, a gyokos C-5 epimerizacio, 5,6-anhidroszdrmazékok C-5
epimerizacidja és exo- vagy endociklusos kettéskotéssel rendelkezé telitetlen cukrok hidroboralast
kovetd oxidacios reakcidja is. Tovabba, L-cukrok eldallithatok C-5 aldehidek nukleofil addiciojaval,

fej-1ab inverzioval, valamint kozonséges laktonokbol kiindulva is.?°

OH

HO O
HO
HO "OH
piranéz forma . C5 »
epimerizacio HO OH OH epimerizcio HO o OH
B ——
D'glﬁkéz “ —_— Q —_— H(W;H
C-2,C-3,C-4 o
HO HO OH poziciokban H
HO—oH 52 53
-O—,mOH (L-id6z) (L-hexbzok)

OH
furanéz forma

19. abra: A D-cukrok regioszelektiv epimerizacios reakcioi

A szamos lehetséges modszer koziil itt csak a kutatdsi témahoz kozvetleniil kapcsolodo

modszerek rovid bemutatasara térnék ki
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2.12.1. Kiilonféle exociklusos alkének hidroboradldsa

Ikegami és munkatarsai tanulmanyoztak néhany 5,6-telitetlen-a-metil-glikozid hidroboralast
kovetd oxidacios reakcioit, melynek soran metil-5-enogliikozidot, metil-5-enogalaktozidot,
valamint metil-5-enomannozidot hasznaltak kiindulasi anyagként (20. abra). Vizsgaltak tovabba,
hogy az alkalmazott boran reagens mennyisége milyen hatdssal van a sztereoszelektivitasra.l!!
Els6ként a metil-a-5-enoglitkozidot (54) reagaltattak 2 ekv. BHs- THF komplexszel, majd oxidaltak,

melynek eredményeként a reakcioban 2,1:1 aranyban keletkezett az L-ido és D-gliiko konfiguracioj

szarmazék 73%-0s 6sszhozammal.

1. BFgTHF N
: OBn
(0] (2-10 ekv.) HO
A oo N —— Q/ ome Bro- 0
Bn
2. H,0,/NaOH
21O oM (73—85§/ 22Ié ésre) BnO OBn BnO oume
54 ° P 552 ssh
L-ido D-gliiko

L:D=21:1-11:1
1. BFg THF

OBn (5-10ekv.)  HO OBn OBn
B BnO’ﬁg OMe BnO&H
OBn
BnO 2 HO/NaOH BnO

OMe o BnO
(51-73% 2 lépésre) 57a 57b

L-gulo D-manno
L:D=20:1-24:1
1. BF3 THF

(2-10 ekv.) Bn® _0H
0 o

[od —_—
BnO 2. H,0,/NaOH BnO

BnO

BnO OMe  (46-76% 2 Iepssre) BnO ome
58 59
D-galakto

20. abra: A vizsgalt exociklusos alkének hidroboralasi és oxidacios reakcidja

Annak érdekében, hogy novelni tudjak a hozamot fokozatosan emelték a boran reagens
mennyiségét. Ennek koszonhetden azonban a reakcidk soran a hozam ndvekedésén kiviil
szamottevéen jobb sztercoszelektivitassal képzddott az L-ido konfiguracioji termék (55a). A C-5
epimerizaciés reakciot 5-enomannozidon (56) és 5-enogalaktozidon (58) kiprobaltak. Az 5-
enomannozid (56) hidroboralasi és oxidacids reakcidja mar 5 ekv. BHz- THF hasznalata mellett is
fotermékként az L-gulozidot (57a) adta jo hozammal. Az 5,6-telitetlen galaktoz szarmazék (58)
esetében azonban kizardlag csak a D-galaktoz szarmazék (59) képzodott, és ebben az esetben a
BH3- THF mennyiségének novelése sem hozott valtozast. A kutatok ezt azzal magyaraztak, hogy a
C-4-helyzetli axialis térallasi benziloxi-csoport a galaktéz szarmazékokban valoszinilileg
learnyékolja a kettdskotés P-oldalat, emiatt a boran reagens csak az a-oldalrdl tud tdmadni, igy
szelektiven csak a D-galakto konfiguracioju szarmazék tud keletkezni. Ezt kovetéen megvizsgaltak
a C-4 helyzetii véddcsoport méretének hatasat is a sztereoszelektivitasra (21. abra). Ennek soran
olyan gliikoz szarmazékokon tesztelték a C-5 epimerizacios reakciot, melyek C-4-es helyzetében
vagy szabad hidroxil csoport, vagy nagy térkitoltési terc-butil-dimetil-szilil csoport volt. A szabad

hidroxil csoportot hordoz6é molekulaval (60a) elvégezve a reakciokat a boran reagens
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mennyiségének novelésére az L-idoz (61a) nagyobb aranyban képz6dott, azonban a 4-O-szilil

szarmazék (60b) reakcidi soran a diasztereoszelektivitas nem valtozott szamottevoen.

1. BFyTHF
(2-10 ekv.)
OH
o 2.H,0,/NaOH  HO OBn
RO 07> 0oMe RO 0
BnO > * Bno
BnO Gy (61a+62a: 49-79% RO OBn 810 Lyye
61b+62b: 81-98%
60a: R= H 2 Iépésre) 61ab 62a,b
60b: R= TBDMS L-ido D-gliiko
L : D arany

61a:62a=35:1-52:1
61b:62b=174:17-2.1:1

21. abra: A C-4 helyzetben eltér6 csoportokat tartalmazé gliikozidok hidroboralési és oxidacios

reakcidja

A kapott eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ez a modszer alkalmas L-idozid
és L-gulozid szarmazékok el6allitasara, tovabba megallapitottak azt is, hogy ha a gliikoz kisméretii
szubsztituenst tartalmaz a C-4 helyzetben, akkor a diasztereoszelektivitas erdsen fligg az
alkalmazott reagens mennyiségétdl. Mivel az a-5-enogliikozid (54) 10 ekv. boran felesleggel kivalo

crer

L-iduronav eldallitasara hasznaltak.

2.12.2. Lopatkiewicz és Mlynarski modszere L-idoz szintézisére

Ezen korabbi eredményekbdl kiindulva Lopatkiewicz és munkatarsai vizsgaltdk valtozatos
védbcesoportokkal ellatott 6-dezoxi-a- és B-D-xilo-hex-5-enopiranozidok, valamint egy 5,6-telitetlen
alloz szarmazék hidroboralasi/oxidacios reakcidit, tovabba ezen beliil vizsgaltdk még a
szubsztituensek méretének hatdsat a reakciok sztereoszelektivitdsara (22. abra).'*? Ehhez el8szor
metil-a-D-gliikkopiranozidbol  (63) kiindulva eldallitottdk a megfeleléen védett gliikkoz
szarmazékokat, valamint a védett metil-a-D-allopiranozidot, majd a megfeleld 6-jod
szarmazékokbol eliminacids reakcioval nyerték a tervezett 5,6-telitetlen cukrokat (54, 64-73, 22.
abra, A). Az igy eléallitott telitetlen vegyiiletekkel pedig elvégezték a hidroboralasi/oxidacios
reakciokat. Az 56-os és 64-es vegyiiletekkel végzett reakciok esetében, alacsony hdmérsékleten,
boran felesleggel, a D-gliiko és L-ido izomerek keverékét kaptak. A metilezett enopiranozid (64)
esetén sztereoszelektiv modon az L-ido konfiguracioju termék képzodott (D-gliiko/L-ido 1 : 8,5),
mig a tribenzil szarmazék (54) esetén a hidroboralas kevésbé volt szelektiv.

Ikegami és munkatarsai munkajat alapul véve'! a kovetkezOkben a jobb L-ido
sztereoszelektivitds elérése érdekében tizszeres feleslegben hasznéltdk a boran komplexet. Az
optimalizalt korilményeket hasznalva tanulmanyoztik a tobbi metil-6-dezoxi-a-D-xilo-hex-5-

enopiranozid szarmazék (64-73) C-5 epimerizacios reakcidit is. Ennek eredményeképpen

crer
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5-enopiranozidok esetén a sztercoszelektivitas nagymértékben fiigg a C-4 helyzetben 1évo
Véd6csoport méretétol. Mig a kisebb metil szubsztituens el6segitette a tervezett L-ido

crer

sztereoszelektivitds (22. abra, B).

OH
6 lépes 8 Iepes
RO - HO MOMO BnO MeO
RO AN BnO BnO BnO BnO

54 R= Bn &% %e 73
\‘9 D- gluko L-ido D- gluko L-ido D- g/uko L-ido D- gluko L-ido

64 R= Me 61)/
1:1,8 1:5,5 1:10 1:10

. 93% 83% (96%) 89%
RO fo) \ 5-7 lépés BnO o) (93%) (83%) (89%)
MeO R'O
MeO
OMe ® TBsO BnO MeO
65 R=TBS RO o 71 R'= Me, RZ- Bn MeO MeO MeO MeO
66 R=H § ;5
0
BnO

Bn 72 R'=Bn, R?= Me

67 R=Bn
OMe
68 R=H D- gluko L-ido D- gluko L-ido D- gluko L-ido D- gluko L-ido
69 R= MOM 1:2,6 1:4,5 1:8,5 csak L-ido
70 R= Me (90%) (75%) (84%)

22. abra: A metil-o-5-enopiranozid szarmazékok szintézise és C-5 epimerizacidja

A legjobb eredményt a C-4 helyzetben szabad hidroxil csoportot tartalmazé dimetil-
enopiranozid (66) hidroboralasaval érték el, itt kizarolag csak az L-ido szarmazék képzodott. Ez
utan olyan vegyliletek reakcioit is vizsgaltak, melyek C-2 (72), C-3 (71) és C-4 (70) helyzetben
kisméretli, metil csoportot tartalmaztak. A kapott eredmények alapjan megallapitottak, hogy
kizardlag a C-4 helyzetli véddécsoport jatszik szerepet a reakcid sztereoszelektivitasaban 5,6-
telitetlen gh‘ikozidok esetén. Az 5,6-telitetlen D-all6z szarmazék (73) hidroborélasat, majd
konfiguracio hatasat is megvizsgaltak a reakciok kimenetelére nézve, azonban B-gliikozidokbol
kiindulva és elvégezve a C-5 epimerizacios reakciot erésen romlott a sztereoszelektivitas. Ezt azzal
magyaraztak, hogy az anomer helyzetben 1€év6 szubsztituens ledrnyékolja a kettds kotést, igy az
elektrofil reagens nehezebben tudja azt B-oldalrdl timadni.

Osszehasonlitva az a- és P-hex-5-enopiranozid szarmazékok esetén kapott eredményeket,
egyértelmiien beigazolodott, hogy az anomer konfiguracionak komoly szerepe van a reakcid
sztereokémiai kimenetelében. Lathaté azonban az is, hogy az cléallitott vegyiiletek tobbsége
anomer helyzetben -OMe csoportot tartalmaz, ami kozvetleniil nem aktivalhato, igy ezek a

vegyiiletek oligoszacharid szintézisre kozvetleniil nem alkalmasak.

2.12.3. 6-Dezoxi-L-talopiranozid szarmazék eléallitasa I.
A ritka, 6-dezoxi-L-cukrok az L-cukrokhoz hasonléan fontos szerepet jatszanak a
természetben, hiszen szintén szamos biomolekula alkotoelemei. Emiatt eldallitasukra tobbféle

modszert is Kidolgoztak, melyek koziil a legtobb esetben a kiindulasi anyag valamelyik k6zonséges
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cukor, azonban szamos de novo reakcidutat is leirtak mar szintézisiikre.!'® Ezek koziil a kutatasi
munkahoz kapcsolédd 6-dezoxi-L-talopiranozid szintézisét mutatom csak be részletesebben (23.
abra).

Bols és munkatarsai a 6-dezoxi-L-talopiranozid szarmazék (78) eldallitasat feniltio-
ramnozidbdl valdsitottdk meg, melyet két 1épésben allitottak eld L-ramnozbdl kiindulva.t1013 A
tiszta a-feniltio szarmazékrol (melyet kristalyositassal nyertek ki az anomer keverékbol) (74)
Zemplén-korilmények kozott eltavolitottak az acetil csoportokat (75), majd izopropilidénezték a
keletkez6 triol 2-es és 3-as helyzetli hidroxil csoportjait (76). A reakcioban képzodott 2,3-di-O-
acetalt (76), Swern-oxidacioval (77) és azt kovetden NaBHas-tal végzett sztereoszelektiv redukcioval
alakitottak at a tervezett 6-dezoxi-L-taléz szarmazékka (55, 20. abra). Ezen kutatids folyaman
eloallitottak a tobbi 6-dezoxi-L-hexozt is kiilonféle epimerizaciés modszereket alkalmazva.

1. piridin, Ac,0. SPh MeOH. SPh MesC(OMe), SPh 1. pmso, TFA SPh

100°C, 1 ¢ra NaOMe CSA, Me,CO  H3C o 2.EtsN, CH,Cl,  H,yC o
C HsC 07 — " L HO Ty
o o B o 0~ o
2. CHZCIZ PhSH (99/ 2 h, (84%) o -78 °C --20 °C e}
BF3Et,0 OAc  csak o) OH X 3h, (83%) )<

L-ramnéz 0°C-rt,15h 75 76 77

(98% 2 lépésre)
(/B 4:1) MeOH
F 7‘ NaBH,4
° (0]

1h
(89%)

78
6-dezoxi-L-talo

23. abra: A 6-dezoxi-L-talopiranozid szarmazék szintézise L-ramn6zbol Bols és munkatarsai

alapjan

2.12.4. 6-Dezoxi-L-talopiranozid szarmazék eléallitasa I1.

Exociklusos alkének sztereoszelektiv redukcidjaval is eléallithatok 6-dezoxi-L-hexdézok. Hung és
munkatarsai leirtak kiilonféle 6-dezoxi-L-hex6zok és L-hexdzok szintézisét, melyhez fesziilt
szerkezetli exociklusos alkénekbdl indultak ki (24. abra).!* A 3-O-metil-6-dezoxi-L-taloz (L-
akovendz) szintézisét az olcso, kereskedelmi forgalomban is kaphat6é diaceton-D-gliikozbol (79)
kiindulva valdsitottak meg, melybdl a 80-as enolétert 3 1épésben allitottak eld, egy “egy-tal”
reakcidban végrehajtva az izopropilidén-atrendezést, a regioszelektiv C-6 helyzetli bromozast és -
eliminaciot (80). Ezt kovetden az enoléter (80) sztereoszelektiv redukcidjat palladium-szén
katalizator alkalmazasaval végezték el. A reakcidoban j(’) hozammal képzédétt a 6-dezoxi-L-ido
helyzetii -OH-t regioszelektiven szililéterrel védték, majd a C-3 epimerizaciot oxidacioval és
sztereoszelektiv redukcioval elvégezve jo hozammal kaptdk a 6-dezoxi-B-L-talofuranozil
szarmazékhoz (84). A 84-es molekula szabad C-3 helyzetii hidroxil csoportjat metilezték, majd az

igy kapott 85-6s vegyiiletet Amberlite-120 gyantaval kezelve j6 hozammal allitottak el a tervezett
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célvegyliletet, az L-akovenozt (86).

>< 1. PhgP CHs
2.NBS H H OH

0 Ol 3. 308U 0., 10% Pd/C, H, OH 0 65% AcOH  |OH

—_— o] [y — -0

g( (63%) \f o (87%) \ro o (81%) o
OQ(

81
82
TBDMSCI, imidazol l (86%)

CH3
H,O/dioxan 1. PDC, Ac,0 OTBDMS

OH OTBDMS
N Amberlite-120 2. NaBH4 MeOH [OH
-0
reflux (82% 2 lépésre) 0
(84%) 0\(
83
6- deZOXI L-talo NaH, Mel ~ 84 R= H

(86%) \u 85R=Me

24. abra: A kiindulasi exociklusos alkén szintézise

2.13. A szulfatalt maltooligomerek és biologiai hatasuk

A szulfatdlt maltooligomerek tobb teriileten is hasonld aktivitast mutatnak, mint a
heparinoidok. Antivirdlis, antimetasztatikus, gyulladdsgatld és angiogenezist gatldé hatasuk mar
bizonyitott.!*® Elényiik, hogy szerkezetiik joval egyszeriibb, mint a heparinoidoké, D-gliikkdzbol
épilnek fel a-(1—4) glikozidos kotéssel. A maltooligomerek nyilt lanca vegyiiletek. Az egyszeri
gliikoz épitdelemek és a homolog szerkezet miatt a maltooligomerek szintézise joval egyszerilibb,
mint a heparinoidoké, az 1,2-cisz interglikozidos kotés kialakitasa, és a parcialis szubsztitucid

megvalositasa azonban itt is nehéz szintetikus feladat.

Na203PO OR OR
RO 0
RO
o) o] O

RO

RO
RO§ \ Ro— OR
JRO 0 ROJ
RO
o)

RO

RO

RO

OR

87 R =SO3NaorH 88 R = SO3Na (PG545)
(A PI-88 pentamannozid komponense)

25. abra: A szulfatalt foszfomannopentadz 87 (a P1-88 f6 komponense) és a teljesen szulfatalt

maltotetradz szarmazék PG545 (88) szerkezete

A félszintetikus PI-88 (muporfostat) egy heparan-szulfat analég mimetikum, amely erdsen
szulfatalt, monofoszforilalt manndz-oligoszacharidok keverékébdl all, egészen a hexaszacharidig.
Egyik f6 Osszetevoje a 87-es pentaszacharid (~60%), jelentds figyelmet kapott kiemelkedd
antiangiogén, sejtndvekedés-gatld és antimetasztatikus aktivitdsa miatt (87, 25. abra).16117 A PI-
88-at egy diploid élesztd, a Pichia holstii exopoliszacharidjabol allitjak eld savkatalizalt
hidrolizissel, majd perszulfatilassal, analdgjai igéretes tumorellenes gyogyszerjelolteknek

szamitanak.118
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Szintén szerkezetileg egyszersitett heparan-szulfat mimetikum a PG545 (pixatimod), mely
egy teljesen szulfatalt szintetikus maltotetradz szarmazék, ami egy kolesztanol-aglikonhoz
kapcsolodik (88, 25. abra), €s erds in vivo aktivitast mutatott angiogenezis, tumor novekedés-gatld

és metasztazis-gatlo modellekben, 118119

2.14. Korabbi eredményeink

A heparin-analdg oligoszacharidok szintézisének teriiletén folytatott kutatdsaim soran, a
doktori képzés ideje alatt, sikeresen szintetizaltam szulfonsav-tartalmu és szulfonsav csoportot nem
tartalmazo idraparinux-analdg diszacharidokat,'?® valamint két pentaszacharid-szulfonsavat (26.
abra).’?! A két szintetizalt pentaszacharid csak egy szulfonsav-csoportban kiilonbdzott egymastol,
mégis mer6ben eltéré volt a biologiai aktivitasuk. A pentaszacharid-diszulfonsav (89) jobb
véralvadasgatld hatassal rendelkezett, mint a referencianak valasztott idraparinux (18), a

pentaszacharid-triszulfonsav (90) viszont csak joval gyengébb hatassal birt.

D
R3

E F
M’GOO O G H
e COONa 2
MeO R COON 1
o) a R
MEO_—0 0 OMe
MeO NaO3;SO o} O
Na0SO 0] Na0380
o Na03SO

OMe
MeO

89 R' = RZ = -CH,S03Na, R® = -0SO;Na
90 R' = R?=R%®=-CH,SO3Na

26. abra: A szintetizalt szulfonsav tartalmt pentaszacharidok (89, 90) szerkezete

Anti-Xa aktivitas (U/mg)
fondaparinux (9) 1031
idraparinux (18) 1733
pentaszacharid-diszulfonsav (89) 2003
pentaszacharid-triszulfonsav (90) 485

3. tablazat: A pentaszacharid-szulfonsavak (87, 88) anti-Xa aktivitasa

A kapott eredményekbdl jol lathatd, hogy a szulfatészter-csoportok helyettesithetok
bioizoszter szulfonsav csoportokkal, mivel mindkét szulfonatometil-csoportot tartalmazé
pentaszacharid rendelkezik Xa gatlohatassal. A vizsgalatok alapjan az is kideriilt, hogy az aktivitas

mértékének szempontjabol befolyasold tényezo a lecserélt csoportok szama, valamint pozicioja.
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o

3. Heparin-analog oligoszacharidok eléallitasa és biolégia vizsgalatai — Sajat

Eredmények

Kutatécsoportunk, jelenleg orszagosan egyediildlld moddon, bioldgiailag  aktiv
oligoszacharidok szintézisével foglalkozik, ezen belill tobb éve vizsgaljuk, 1j, szintetikus
véralvadasgatld pentaszacharidok eléallitasdnak, valamint gyulladas-csokkentd és sejtnovekedés-
gatld szarmazékok szintézisének lehetdségeét. E kutatasok keretében szintetizaltunk mar szamos
heparin-analog oligoszacharidot (di-, tri- és pentaszacharidokat). Ezen szarmazékaink alapjat
képezik jO néhadny nemzetkdzi és hazai egyiittmiikddésnek. Dolgozatomban elséként a heparin-
analdg oligoszacharidok szintézisének és biologiai vizsgalatanak teriiletén elért eredményeimet

mutatom be.

3.1. Kisebb tagszamu heparin-analég oligoszacharidok szintézise és biologiai vizsgalata

3.1.1. ldraparinux és fondaparinux analog triszacharidok eloallitasa és biologiai vizsgalata

Annak érdekében, hogy jobban megérthessiik a két szulfonsav tartalmt pentaszacharid (89,
90) aktivitasbeli kiilonbségét tovabbi heparin-analog oligoszacharidok eldallitasat tlztik ki célul
antitrombinnal valo kolcsonhatdsuk NMR- és ITC-modszerekkel torténd vizsgalatdhoz. Terveztiik
tovabba vizsgalni a kisebb tagszdmu heparin-analdg oligoszacharidok egyéb bioldgiai hatasait is
(sejtnovekedés-gatlo, gyulladas-csokkentd, antioxidans, virus és baktérium ellenes hatas). Elséként
a véralvadasgatlo hatassal biztosan nem rendelkezd, idraparinux analdg triszacharid szarmazékok
szintézisét valositottuk meg.t?212 A tervezett, idraparinux fragmens triszacharidok felépitéséhez a
mar korabban, a doktori munkdm soran is hasznalt, szulfonsav-tartalmu és szulfonsav nélkiili
monoszacharid épitéelemeket szintetizaltuk nagyobb mennyiségben és hasznaltuk fel (27. abra) a
triszacharidok eldallitasa soran. Ezek egy részének szintézisét metil-a-D-glilkopiranozidbol
kiindulva valositottuk meg, és 3-7 1épésben jutottunk el a lancindito, akceptorként hasznalt
szulfonsav csoport nélkiili (24) és a szulfonsav-észtereket tartalmazé (91, 92) monoszacharid
szarmazékokig. Az anomer centrumot igy metil-glikozidként tudtuk rogziteni, mely stabil csoport
lévén a szintézisek soran ellenallt az Gsszes reakciokorilménynek, ebbdl kifolydlag az igy felépitett
szarmazékainknak a kezdd egysége mindig tisztdn a-anomer maradt, megkonnyitve igy mind az
eloallitasokat, mind a vegyiiletek karakterizalasat. A lanchosszabbité épitdelemek tilnyomod
tobbségét D-gliikozbol kiindulva allitottuk el6. A monoszacharid épitéelemek szintézise soran
kialakitottuk a megfelelé véddcsoportokat, észter (acetil vagy benzoil) csoportokat épitettiink ki
azon szarmazékokon (94, 96, 97, 98), ahol a C-2 helyzetben résztvevd csoportokra volt sziikség a

képzddo glikozidos kotés sztereokémidjanak iranyitdsara. Ezen esetekben tisztan B-glikozidos kotés
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kialakitdsara nyilt lehetdségiink. Az észter csoportok masik eldnye volt, hogy a tervezett
oligoszacharidokrol a végsd csoportok kialakitasa soran szelektiven eltavolithatoak voltak, igy
lehetdségiink volt szabad -OH csoportok kiépitésére a végtermékekben. Amennyiben erre nem volt
sziikség, az idraparinuxhoz hasonléan, az -OH-kat metil-éter csoporttal védtiik (99, 100). Ezeket a
funkciokat mar monoszacharid szinten bevittiik a molekuldkra, megkonnyitve igy a végso
atalakitasokat. Azokat a hidroxil csoportokat pedig, ahol a célvegyiiletekben szulfatésztereket
terveztiink kiépiteni, benzil-éterként maszkiroztuk (91, 92, 95, 99, 101, 102). Tovabba a
szulfonatometil részeket is minden esetben monoszacharid szinten alakitottuk ki és észter formaban
veédtiik. Ezen szarmazékok szintéziséhez 6-10 l1épés kivitelezésre volt sziikségilink. A megfelelden
védett D-gliikozamin épitdelemet (102) N-acetil-D-gliikkozaminb6l kiindulva szintetizaltuk 9
Iépésben. Vegylileteink kulcs egységét, az L-iduronsav monoszacharid egységet (98), szintén D-
gliikdzbdl kiindulva allitottuk eld, elsdként egy 12 1épéses szintézis uton.

R
-7 1épé 24 R =-OBn
3-7 lépés H o

D-Glepa-OMe —— 0T 91 R = -CH,SO4Et
BnO 92 R = -CH,S03Me
OMe
- ONAP
OH ~0 1 lépés
3 1épés 21épss R 0 8-bol HO 0
D-gliikéz ——— HO O —> R0 SPh —— > AcO SPh
Ho SPh RO AcO
. OH
8 lépés 93 94R = -Np, Ry = -Ac 2
95=R =-Ph, Ry =-Bn
ONAP 4 és 7 lépés
HO O
BzO R
BzO gy Meo—é -0 D-GIcNAG
97 MeO SPh
12 1épés MeO l 9 lépés
99 R = -OBn
100 R = -CH,SO,Et
OMe 6 Iépés 2o OBn  \h
MeOOC 0~/ ~OAc BzO O JU
EtO5S B20 A=\ 07 "CCly
OH OAc 3
98 ——— PMBO 0 102
BnO SPh

BnO
101

27. abra: Az idraparinux-analog triszacharidok szintéziséhez hasznalt monoszacharid épitéelemek

szintézise

Majd az igy kapott monoszacharid épitdelemekbdl felépitettik a sziikséges diszacharid
donorokat (28. abra). A D-gliikkuronsav és L-iduronsav tartalmu triszacharidok eléallitasat ugy
valositottuk meg, hogy vagy a D-gliikuronsav prekurzorokat (94, 96, 97,) vagy az L-iduronsav
egységet (98) kapcsoltuk a megfeleléen védett akceptorhoz (24) vagy sztereo- és kemoszelektiven
glikozileztik a megfeleld6 monoszacharid akceptorral (99, 100, 101, 102). A glikozilezési
reakciokban altalaban jO hozammal és kivalod sztereoszelektivitassal képzodtek a vart védett
diszacharidok, melyeket vagy kozvetve (105) vagy kozvetleniil donorként (103, 104, 107) tudtunk

hasznalni a tovabbi szintézisek soran, vagy tovabb alakitottuk lehetséges akceptorra (106).
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28. abra: A triszacharidok szintézishez hasznalt diszacharid épitdelemek eldallitasa

A szintézist a védett, glilkuronsav prekurzor egységet tartalmazé triszacharidok (112-116)
eldallitasaval folytattuk (29. abra). A 103-as ¢s 104-es diszacharid donorokkal glikozileztiik vagy a
24-es vagy a 91-es monoszacharid akceptorokat NIS/TfOH illetve NIS/AgOTf promoter rendszerek
hasznalataval szaraz CH2Cl>-ban, a reakciokban a vart védett triszacharidok (108, 109, 110)
exkluziv B-szelektivitdssal és jo hozammal képzddtek. Az L-iduronsavat tartalmazé triszacharid
szintéziséhez a C-6-szulfonatometil-részt hordoz6é 92-es monoszacharid akceptort a 105-6s
diszacharid imidattal glikozileztiik TMSOTT aktivalassal. A reakci6 kiilonlegessége volt, hogy a
glikozilezés savas koriilményei kozott a nem-redukald végi egység C-4-O-PMB csoportja is
lehasadt az 0j glikozidos kotés kialakuldsa utan, valamint a lugos feldolgozasi eljarassal a
szulfonsav-metil-észtert a megfelelé natrium-szulfonatta tudtuk alakitani. Ezzel az egyedényes,
haromlépéses transzformacioval 63%-os kitermeléssel kaptuk az L-iduronatot tartalmazo, részben
védett 111-es triszacharidot.

Ezt kovetden elvégeztiik az el6zéekben eldallitott védett triszacharidokon a végleges csoport
(uronsav funkcio, metil-éter és szulfatészter funkcios csoportok) kialakitasat. A 108-as vegyiiletbdl
kiindulva harom triszacharidot (112, 113, 1114) Allitottunk el6 (3. abra). Ehhez elsoként, a Il.
utvonalon, C-6-O-NAP csoportot szelektiven eltavolitottuk a glilkuronsav prekurzor egységrol
oxidativ koriilmények kozott DDQ segitségével, majd az igy felszabaduld hidroxil csoportot
TEMPO/BAIB reagens kombinacioval karbonsavva oxidaltuk. A benzil csoportokat katalitikus
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hidrogénezéssel tavolitottuk el a molekulardl, majd az igy felszabaduld hidroxil csoportokat 50 °C-
on szulfataltuk SO3z-EtsN komplex alkalmazasaval szaraz DMF-ban, el6allitva igy a 113-as
triszacharidot, amely két acetil csoportot tartalmaz a glilkuronsav-részen. Ezen két acetil csoport
logos hidrolizise a szulfatészterek jelenlétében 92%-0s hozammal eredményezte a részlegesen
metilezett tetra-O-szulfatalt triszacharidot (114). Az uronsav egységen metil étereket tartalmazo
szarmazékot (112) hasonld reakcié uton allitottuk el6 (I. utvonal), annyi kiilonbséggel, hogy
els6ként eltavolitottuk az uronsav prekurzor egység C-2-es és C-3-as helyzetl hidroxil csoportjairdl
az acetil védécsoportokat Zemplén-koriilmények kozott, majd a felszabadult -OH-kat lugos

koriilmények kozott metileztiik. A tovabbi reakciok pedig megegyeztek a korabban bemutatott

utvonallal.
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29. abra: A antitrombin-ko6t6 heparin szekvencia triszacharid fragmenseinek szintézise .

A permetilezett triszacharid mono- illetve diszulfonsav szarmazékok eléallitaisahoz a védett
szarmazékok (109, 110) kozépsé egységének C-6-O-NAP-éterét szelektiven eltavolitottuk. Az igy
felszabadulo primer hidroxil csoportot mindkét molekulan karbonsavva oxidaltak. Ezt kovetden az
acetil csoportokat Zemplén-koriilmények kozott lehasitottak, valamint a metilén-szulfonat észter
védocsoportjait  nukleofil reakcioban, Nal reagens hasznalataval eltavolitottuk. Ezutan, a

glitkuronsav egység szabad C-2- és C-3-OH csoportjait NaH és Mel reagensek alkalmazasaval
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metileztiik szaraz DMF-ban. Ekkor azonban a hidroxil csoportok mellett a karboxil csoport is
metilez6dott a reakcioban. Ezt a metil-észtert lagos koriilmények kozott hidrolizaltuk, majd a benzil
csoportokat itt is katalitikus hidrogénezéssel tavolitottuk el. Végiil a felszabadulé hidroxil
csoportokat SOz EtsN komplex alkalmazasaval szulfataltuk, eljutva igy az egy illetve két metilén-
szulfonsav-csoportot tartalmaz triszacharidokhoz (115, 116).

Az L-iduronsav egységet tartalmazo 117-es triszacharid szintézisét az eldzdekhez hasonloan
valositottuk meg, a 111-es védett triszacharidot els6ként dezacetileztiilk, majd a szabad hidroxil
csoportokat metileztiik (29. abra). Az O-metilezéssel parhuzamosan az etil-szulfonat-észter
natrium-szulfonatta torténé atalakulasa is megtortént, és a reakcioban a vegyiilet dinatriumsoéja
keletkezett. Az uronsav-észtert ezutan ligos koriilmények kozott uronat sova alakitottuk. Végiil a
benzil csoportokat katalitikus hidrogénezéssel eltavolitottuk, és a felszabaduld hidroxil csoportok
O-szulfatalasat a korabban leirt koriilmények kozott végeztiik el. Ennek eredményeként sikeriilt
eldallitanunk az L-iduronsav egységet tartalmazo triszacharid-diszulfonsavat (117). gy 22-25
Iépésben sikeresen eldallitottunk 6 idraparinux-analog triszacharidot (112-117).

Az igy eléallitott triszacharidokkal Dr. Kovér Katalin® professzor asszony kutatdcsoportjaban
végeztek NMR, ITC és molekula-modellezési vizsgalatokat. NMR mérésekkel igazoltuk a
molekuldk pontos szerkezetét, valamint elvégezték a vegyiiletek antitrombinnal valo
kapcsolodasanak vizsgalatait, illetve ITC moddszerrel meghataroztdk a szénhidrat-fehérje kotédési
erdsségeket. A mérési eredmények egyértelmiien igazoltak, hogy az eldallitott triszacharidoknak, a
kotddési erdsségek alapjan, nincs véralvadasgatlo hatdsa. Ezen kutatdsi eredményekbdl két doktori
dolgozat 6sszedllitasa van folyamatban az emlitett NMR kutatocsoportban.

Irodalmi példdk alapjan jol ismert, hogy a heparin és szarmazékai rendelkeznek
gyulladascsokkentd, kardiovaszkularis- és szovetvédd, vese- és idegszovet védd és javito,
angiogenezis-gatlo, metasztazis-gatldo, nodvekedési faktor-gatld, protozoa- és virus-ellenes
aktivitassal is.1%132 Az is kozismert, hogy a véralvadasgatld hatas meglétéhez egy legalabb ot
cukoregységbdl allo oligoszacharid rész sziikséges. A heparin polimerbdl kiragadott ezen egyedi
pentaszacharid rész (DEFGH) specidlisan Xa faktor gatld hatassal rendelkezik.%® Az ettdl kisebb
fragmensek (di-, tri-, tetraszacharidok) viszont mar nem rendelkeznek véralvadasgatlo hatassal.
Ennek tiikrében mi is vizsgaltuk vegyiileteink sejtndvekedésre gyakorolt hatasat egészséges ¢€s
tumoros sejtvonalakon. Két vegyiiletrél (113, 114) sikeresen kimutattuk, hogy dézis-fiiggé modon
1,52 £ 0,42 uM, melandéma: ECso: 0,64 + 0,33 uM; 114: ovarium karcinéma: ECso: 12,49 + 2,94
uM, melanoma: ECso: 6,61 + 1,81 uM). Az egészséges sejteken viszont citotoxikus hatds nem volt

kimutathato, vagyis a vizsgalatok alapjan a vegyiiletek kivalo szelektivitassal rendelkeznek.'??
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30. abra: A triszacharidok sejtproliferacio gatlo hatasa; A: a doxorubicin hatasa, B: a 113-as

triszacharid hatdsa, C: a 114-es triszacharid hatdsa tumoros €s egészséges sejtek osztodasara

Ezen eredményeket alapul véve eldallitottunk még tovabbi hét heparin és heparan-szulfat
analog triszacharidot (31. abra). A nem-gliik6zaminoglikan-triszacharidok szintéziséhez hasznalt
monoszacharid épitéelemeket (18!3 és 20'%°) mar kordbbi munkénk sordn szintetizaltuk. A
véddcesoport-stratégiat ezekben az esetekben ugy alakitottuk ki, hogy az uronsav funkcid
oligoszacharid szinten legyen kialakithato, ehhez a prekurzor gliik6z szarmazék primer -OH-jat itt
is -ONAP étercsoporttal (NAP = (2-naftil)metil) védtiik, amely a tobbi hasznalt csoport jelenlétében
szelektiven eltavolithatd. A végtermékben -OH-t vagy -OSOsNa-t tartalmazd pozicidkat benzil
csoportokkal védtiik. A D-gliikuronsavat tartalmaz6 triszacharidokat az uronsav prekurzort
tartalmazé diszacharid akceptor (106) és monoszacharid donorok (95, 99) felhasznalasaval
allitottuk eld. A szintézist a nem-gliikdzaminoglikdn-triszacharidok eldallitadsdhoz sziikséges,
megfeleléen védett prekurzor diszacharid akceptor (106) eldallitdsaval kezdtiikk, a mar korabban
bemutatott modon. Ezutan az igy kapott diszacharid akceptort (106) elészor a 2,3,4-tri-OMe
tartalmi  monoszacharid donorral (99) glikozileztiik. A reakcioban j6 hozammal ¢és
sztereoszelektivitassal keletkezett a vart védett triszacharid (119), melyet mér el6z6 munkank soran
is szintetizaltunk. Egy masik reakcioban a 106-0s diszacharid akceptort szintén glikozileztiik a 95-

0s monoszacharid donorral. A reakcidban jo hozammal és sztereoszelektivitassal képzodott a vart
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védett triszacharid (118). A nem-redukald végi gliikoz egységen metil csoportokat tartalmazo 119-
es triszacharidot 3 1épésben alakitottuk tovabb, a mar kordbban is alkalmazott reakcio uton, a
szabad -OH-kat és acetil csoportokat tartalmazé 125-0s triszacharidda (31. abra), majd errdl a
szarmazékrol Zemplén-koriilmények kozott eltavolitottuk az uronsav egység acetil csoportjait,
eljutva igy a szabad -OH és -OMe csoportokat tartalmazé szarmazékhoz (126). Ugyan Korabbi
vizsgalataink soran ezeket a szarmazékokat (125, 126) mar egyszer szintetizaltuk, azonban biologiai

aktivitasukat még nem vizsgaltuk, ezért a jelen biologiai vizsgalatokhoz tijra eléallitottuk dket.
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31. abra: A antitrombin-koté heparin szekvencia triszacharid fragmenseinek szintézise I1.

Ezt kovetéen megkezdtik a védett 118-as triszacharid atalakitasat is. Ehhez elséként
EtsSiH/BF3-Et2O  reagenskombinacioval — hasznalataval  felnyitottuk a  benzilidén-acetal
védbcesoportot, igy kaptuk a C-6-O-Bn-tartalmu szarmazékot. Ezutan vizes CH2Clz-ban a kozéps6
cukor-egység NAP-csoportjat oxidativ korilmények kozott eltavolitottuk DDQ  reagens
alkalmazasaval, felszabaditva igy a primer hidroxil csoportot, amit TEMPO/BAIB reagens
kombinacioval vizes acetonitrilben karboxilla oxidaltunk. A benzil védécsoportok katalitikus
hidrogénezéssel torténd eltavolitdsdval az uronsav egységen acetil cSoportokat tartalmazd 121-es
szarmazékot kaptunk, melyrél Zemplén-koriilmények kozott tavolitottuk el az észtereket, eljutva
igy a 122-es szabad -OH-kat tartalmaz6 szarmazékhoz.

A szulfatalt célvegylileteket a 121-es szarmazékbol kiindulva allitottuk el6. Ehhez ezt a
szarmazékot szaraz DMF-ban O-szulfataltuk SOs3-EtsN komplex alkalmazasaval, igy jo
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kitermeléssel allitottuk eld a 123-as perszulfatalt/acetilezett szarmazékot. Végiil az uronsav egység
acetil csoportjait lagos koriilmények kozott szelektiven eltavolitottuk és igy kaptuk a 124-es
szulfat/-OH tartalmt szarmazékot. Ezzel hat, valtozatos (metil, hidroxil, acetil, szulfat) funkcios
csoport mintdzati nem-gliikozaminoglikan tipusi heparin analdg triszacharidot sikeriilt
eldallitanunk.

Ezen kutatas tovabbi részében egy glilkozaminoglikdn analdgot is eldallitottunk annak
vizsgalatara, hogy az -NH csoport jelenléte hogyan befolyasolja a biologiai aktivitast (31. abra).
Ehhez az 24-es monoszacharid akceptort glikozileztiik a 107-es diszacharid donorral, amely a nem
redukalo végén egy 2-azido-gliikoz egységet tartalmazott. A reakcid soran a vart védett triszacharid
(120) jo hozammal és sztereoszelektivitassal képzddik. Ezt kovetéen a NAP védbcsoportot
eltavolitottuk a gliikuronsav prekurzor egység C-6 pozicidjabol oxidativ koriilmények kozott, ezzel
felszabaditva a primer hidroxil csoportot. A karboxil funkciot itt is oligoszacharid szinten
alakitottuk ki a korabbi oxidativ koriilmények kozott. A reakcidoban j6 hozammal (73%) keletkezett
az uronsav tartalmi molekula, amelyrél katalitikus hidrogénezéssel eltavolitottak a benzil-éter-
csoportokat és ezzel egyidejiileg az azido-csoportot -NH2-na redukaltak. A végsé funkcionalizalasi
folyamat tovabbi két 1épést vett igénybe. Elsoként a szabad -OH-kat és az -NH>-t SO3-EtsN
komplexszel szulfataltuk, majd a benzoil-észter véddcsoportokat lagos koriilmények kozott
eltavolitottuk, felszabaditva igy a molekulan négy hidroxil csoportot (127).

A sikeres szintézis utan a kapott hét triszacharidnak vizsgaltuk a sejtnovekedést gatlo,
gyulladascsokkentd és antioxidans hatasat.

Elsoként egy gyulladasos modell segitségével vizsgaltuk a triszacharid szarmazékok (121-
127) NF-kB utvonal aktivaciot gatlo hatasat MCF-7 sejtekben (32. abra).

A B
125
z
[ mm Conltrol
E TNF-a
g
- - 9
s 10
g - 1
g 12
F - 13
k3 14
z 15

NP I

32. abra: Az NF-kB gyulladasos utvonal gatlasa MCF-7 sejteken a vegyiiletekkel torténd 24 oras

elokezeléssel

A sejtek 24 oras elokezelését kovetden a molekulakkal lathatd, hogy harom molekula (123,
124 és 127) 30 uM koncentracidban szignifikansan (p < 0,05, p < 0,01, illetve p < 0,05)
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NF-bél a plazmaba vald belépés okoz. A legjobb gatlo hatast mutatd triszacharid szarmazék (124)
lehetséges gyulladascsokkentd hatdsat tovabb elemezve, RT-qPCR segitségével vizsgaltuk az
interleukin (IL)-1B és IL-10 gyulladasos markerek kifejezodését MCF-7 sejteken. Az emldraksejtek
kezelése onmagaban TNF-a-val serkentette az IL-1B és IL-10 szint felszabadulasat. Azonban az IL-
1B és IL-10 szintje csokkent a triszacharid szarmazék (124) és TNF-a kombindcidjaval végzett
kezelést kovetden (33. abra) Ennek eredményeként elmondhatjuk, hogy a vizsgalt triszacharid
(124) kifejezetten jo gyulladascsokkentd hatast fejtett ki a vizsgalt sejtvonalon. Tovabba az
elvégzett citotoxicitasi vizsgalatok kimutattak, hogy a vizsgalt triszacharidok nem gatoltak sem az
egészséges (WM35) sem a daganatos sejtek (MCF-7, A2780, HaCaT) novekedését, tehat nem

rendelkeznek citotoxikus hatéssal.
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33. abra: IL-1B (A) és IL-10 (B) gének expresszios szintje a 124-es vegyiilettel és TNF-a-val

végzett kezelés utan

Végiil megvizsgaltuk az eldallitott triszacharidok antioxidans hatdsat is. Ahogy az a 34.
abran is lathat6, a molekulak korlatozott redukalo erejét (SET) sikeriilt kimutatni CUPRAC assay-
vel semleges pH-n. Ezenkiviil a FRAP-assay-ben alkalmazott savas pH-n harom vegyiilet (122,
123, 124) mutatott jobb antioxidans hatast a tobbi molekulahoz képest. A TAC-assay (SET ¢és
HAT) eredményei is azt mutattak, hogy egyes vegyliletek (121, 122, 123, 124) antioxidans hatassal
rendelkeznek. Azonban egyik vegyiilet sem volt aktiv az ORAC vizsgalatban, ami azt jelzi, hogy a

molekulak nem fejtenek ki kdzvetlen peroxil- és hidroxilgyok-fogo hatast.

FRAP assay CUPRAC assay

TAC assay

0.15

0.10

Trolox Equivalents (mM)
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= T T
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34. abra: A triszacharid szarmazékok antioxidans hatasa
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Osszefoglalva, mérési eredményeink alapjan az antioxidans hatas szempontjabol elényds, ha a
vizsgalt vegyiilet nem tartalmaz szulfatészter-csoportokat, bar hatasuk a vizsgalati modszer
mechanizmusatol fiigg. A TAC vizsgalat alapjan az -OMe csoportokat és szabad -OH-kat
tartalmazé szdrmazékok (121, 122, 123, 124) bizonyultak aktivnak. Ezen mddszer alapjan az -OAc
csoportok jelenléte nem befolydsolta szignifikansan az antioxidans hatast. A FRAP vizsgalat
alapjan azonban az -OMe csoportot nem tartalmazo vegyiiletek (123, 124) mutattdk a legjobb

aktivitast.

3.1.2. Szulfonsav tartalmu maltooligomerek szintézise

A heparin-analdg oligoszacharidok eldallitasara tett er6feszitéseink részeként szamos nem-
gliikozaminoglikan heparinoid oligoszacharidot!?0121:134 &g malto-oligomert™®® szintetizaltunk mar a
kutatocsoportban, amelyek a gliikoz egységek kiilonboz6 pozicidiban szulfonatometil-csoportokat
tartalmaznak. A szulfonsavakrdl tudni kell, hogy ellenallnak az észterazok altali hasitasnak, ezért in
Vvivo stabilabbak, mint szulfatalt tarsaik, és erésebb kotddési affinitast mutathatnak a célfehérjékhez.
Ezt a kutatdsi irdnyt folytatva olyan maltooligomer szarmazékok szintetizalasat tliztik ki célul,
¢s hidroxil csoportjaik szulfataltak, igy erds ionos kolcsonhatasok kialakitasara képesek. A tervezett
szarmazékokat megkiséreltiik oligomerizacios, blokk- és lépésenkénti-szintézissel is eldallitani,
vizsgalva igy a leghatékonyabb ¢és legegyszeriibb eldallitasi lehetoségeket.

A tervezett C-6-szulfonato-metil-tartalma maltooligomerek eldallitasahoz megfeleléen védett
monoszacharid ¢épitéelemekre volt sziikségiink, amelyek segitségével teljes regio- ¢és
sztereoszelektivitassal kialakithatd volt a kivant o-(1-4)-glikozidos kotés. A kulcsfontossagu
monoszacharidot, a 6-dezoxi-6-szulfonatometil-tartalmu tiogliikozidot (128, 35. abra), D-gliikkozbol
kiindulva, a benzil- és NAP-védett primer triflat-szarmazék litialt etil-metanszulfonattal valo
reakcidjaban allitottuk eld korabbi munkaink alapjan.'3613" Ennek a vegyiiletnek a véddcsoport
mintazata lehetové tette, hogy a C-4-ONAP szelektiv eltavolitasaval az -OH felszabadithato volt,
igy a molekulat donorként tudtuk hasznalni a glikozilezési reakciokban. A nem-résztvevd benzil
csoport jelenléte a C-2 pozicidoban, valamint a B-oldali robosztus szulfonsav-etilészter csoport
arnyékolo hatdsa biztositotta szamunkra a kapcsolasi reakcid teljes o-szelektivitasat.13613 Tovabba
a benzilezett glikozil donorok, ugynevezett ,,armed” (aktivalt, megnovelt reakciokészségii)
tulajdonsaganak koszonhetden, novelhetd volt a glikozilezési 1épések hatékonysiga. 139140

Azonban a benzil véddcsoportok eltavolitasa soran tapasztalt nehézségek miatt a véddcsoport
stratégian menet kozben valtoztatnunk kellett, a tervezett szabad malto-oligomer szulfonsavak
hatékony eléallitasa érdekében. A monomerek védelmére végiil a butan-diacetal-csoportot (BDA,

2,3-dimetoxibutan-2,3-diil)}4*142  vilasztottuk, mert i) savas koriilmények kozott konnyen
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eltavolithato, ii) a glikozilezési reakcidkban nem vesz részt, igy lehetévé teszi a kivant a-1,2-
glikozidos kotés kialakitasat,'*® tovabba a BDA-védett donorok ,,semi-disarmed” molekuldknak
tekinthetdek (reaktivabbak, mint az acilezett vegyiiletek), igy hatékony glikozilezdszerként
funkcionalnak.** A teljesen védett 2,3-O-BDA-tioglikozid (131) szintézisét, D-gliikozbol kiindulva,
8 l1épésben, mar korabban megvaldsitottuk.’®” Ezt kovetden a 131-es vegyiilet C-4-ONAP
csoportjanak DDQ-val torténé eltavolitasaval felszabaditottuk a C-4-es hidroxil csoportot, igy az
oligomerizaciora alkalmas 132-s glikozil-donort kaptuk (35. abra). A 135-6s metil-glikozid
(lancindito) épitdelemet a 133-as vegyiiletbdl allitottuk €l6.14° El8szor a szulfonsav-etilészter részt
vittiik be a primer pozicidba egy kétlépéses reakcioban (triflat képzés, majd lanchosszabbitas
litium-etil-metanszulfonattal, 134). Végiil a kapott 134-es vegyiilet C-4-es helyzetét

felszabaditottuk a NAP-csoport oxidativ eltavolitasaval, eljutva igy a 135-6s akceptor

épitéelemhez.146
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-Glepo-OMe —— NAPO - —|H
OOMe 2. THF, CH4SO4Et, BuLi Q"Eka rt, 30 min ~
OMe 78°C,1.5h OMe OMe  (85%)
133 (98% két Iépésre) 134

35. dabra: A szulfonsav tartalmu monoszacharid egységek eldallitasa

A monoszacharid épitéelemek szintézisét kovetden vizsgaltuk ezen elemek polimerizacids
lehetéségeit. Elsoként a 4-OH tartalmu etil-tiogliikozid (129) monoszacharid blokk polimerizacios
reakcioival foglalkoztunk, amelyben az emlitett molekula egyszerre glikozil donorként és glikozil
akceptorként is funkcionalt. A 129-es monomert NIS/TfOH promoter kombinaciot hasznalva
poliglikozilezésnek vetettiikk ald, és megvizsgaltuk a reakcido hatékonysagat/alkalmazhatosagat
malto-oligoszacharidok eléallitasara (36. abra, ,,A” reakcid, 4. tablazat). A reakciokat kiilonb6zo
mennyiségli promoterrel hajtottuk végre, amint azt a 4. tablazatban Osszefoglaltuk, majd a
feldolgozas utan a nyers reakcioelegy osszetételét MALDI-TOF tomegspektrometriaval elemeztiik.
A standard glikozilezési reakcio (1.2 ekv. NIS hasznalata) linearis oligoszacharidok sorozatat
eredményezett dekamerig (142-152), hemiacetalok formajaban (4. tablazat, 1. reakcid). A

sorozatnak megfeleld tioglikozid oligomerek kis mértékben szintén jelen voltak a reakcidelegyben,
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de meglepé modon ciklusos oligomerek képzodését nem tapasztaltuk. Annak érdekében, hogy a
termékkeverék Osszetételét a nehezen izolalhatd hemiacetal sorozatrdl a konnyebben izolalhato
tioglikozidok felé toljuk el, a poliglikozilezést szubsztochiometrikus mennyiségii promoterrel is
elvégeztiik (0.6 ekv. NIS). A polimerizacid 1.5 dra alatt hexamerig ment végbe, a di- és triszacharid
tioglikozidok fétermékként valo képzédés mellett, és az oligoszacharid-hemiacetalok képzddése
jelentésen visszaszorult (4. tablazat, 2. reakcio). A tovabbiakban az oligomerizaci6 mértékének
novelése érdekében a 129-es vegyiiletet Gjabb poliglikozilezési reakcioba vittiik, 0.6 ekv. NIS
jelenlétében, novelve a reakcioidot 24 orara (4. tablazat, 3. reakcié), majd a feldolgozas utan a
kapott nyers reakcioelegyet ismét MALDI-TOF MS-sel tanulmanyoztuk. Ezen mérések
eredményebdl megallapithato volt, hogy két, csokkend MALDI-TOF MS intenzitassal rendelkezd
oligomer sorozat keletkezett heptamer elemig (anomer -SEt és -OH sorozat). Ezen reakcidelegy
oszlopkromatografias tisztitdsa utan a 136-0s diszacharidot 7%-os hozammal tudtuk izolalni
teljesen tiszta formaban. Végiil a 129-es vegyiiletet Gjbol polimerizacios reakcioba vittiik 1.5 ekv.
NIS alkalmazasaval (4. tablazat, 4. reakcio). A reakcio a vart oligomerek sorozatat eredményezett
egészen dodekamer tagszamig (n = 10), de talnyomoérészt hemiacetalok formajaban, melyeket

sajnos nem sikertiil tisztan izolalni a reakcidelegybdl.

A SO4Et B
SO3Et SO;Et
HO 0
BnO HO O + HO o)
BnOSEt BnO m— BnO =
n n
129 129 SE! o OMe
CH.Cly 4 tablazat o
NIS, TfOH ablaza NIS(/:'I:(Z)?-:Z -50 -N-I1S(jACOTf 5. tablazat
SOLEL SosEt Yooy TR
SOsEt SO3Et
HO SO,4Et SOsEt
o BnO H o SO;Et SO;Et
n
BnO 4 SOaEt SO3Et sosa SO4Et
O BnO BnO
BnO BnO O OTBno
BnO OMe n BnO 'OH
136 n =0 (7%) 142-152 n=0-10 153 n =0 (16-37%) 162-172 n = 0-10
137- 141n'1 5 154n—1(16 -27%)
155-161 n = 2-8
c
SO3Et SO3Et
OMe
Ho\»/ko 2 sph * HOg ﬂ
M
OMe Me O ©
132 135
CH,Cly, THF o
-40°C -r1t, 3 h
NIS, TfOH l 0%C-m3
SO4E sant
HOS .\. SO3Et HO SOgEt
O'V'e SO,Et o O'V'e SO,4Et
OMe OMe 0
OMe OMe
—ﬁ 'ﬁo Me
OMe O\~ oH
5 o)
OMe
173 n =0 (29%)
174n=1(27%) 179184 n = 0-5
175-178 n = 2-5

36. abra: A szulfonsav tartalma malto-oligomerek szintézise polimerizacioval
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“A” Promoter Id6  HOémérséklet  Termékl
reakciod (ekv.) (h) (°C)
NIS/TfOH
1 24 -50 - 10 142-148
(1.2/0.3)
136, 137-
NIS/TfOH
2 1.5 -50 - -10 141
(0.6/0.18)
142-145
136 (7%)[b]
NIS/TfOH
3 24 -50 - 10 137-141
(0.6/0.18)
142-147
NIS/TfOH
-50 - 10 142-152
(1.5/0.3)

[IMALDI-TOF méréssel detektalt szarmazék. [Pl1zolalt hozam.

4. tablazat: A 129-es monomer poliglikozilezési reakcidjanak optimalizaléasa I.

A konnyebben izolalhato és a tovabbi szintetikus 1épésekben is felhasznalhato oligomerek
mennyiségének novelése és az anomer keverékként képz6dd, nehezen izolalhaté hemiacetal
oligoszacharidok mennyiségének visszaszoritdsa érdekében valtoztattunk a polimerizacios
stratégiankon, és a 129-es tioglikozid monomert olyan poliglikozilezési reakcionak vetettiik ala,
melyben lancindit6 elemként az anomer centruman nem aktivalhat6 csoporttal rendelkezd, rogzitett
reakcio).

Abban biztunk, hogy a 91-es metil-a-glikozid!*® lancindité egységként funkcionalhat a
redukalo végén, biztositva az oligomer sorozat hatékony kialakulasat, anomer tiszta, metil-glikozid
formaban. Els6ként egy Ugynevezett eldaktivalasi modszert'4”148 alkalmaztuk, vagyis a 129-es
tioglikozidot NIS/TfOH promoter rendszerrel aktivaltuk, majd a 91-es akceptort csak 2 oraval
késobb adtuk a reakcidelegyhez (5. tablazat, 1. reakcio). Sajnalatos modon a vart kapcsolodas a
129-es és a 91-es molekulak kozott nem kovetkezett be, a 91-es metil-glikozid egység nem épiilt be
az oligomerekbe. A reakciobol csak a 162-167-es hemiacetal oligomereket tudtuk kimutatni
MALDI-TOF MS analizist kovetden. Ezért az eldaktivaldsi modszerrdl attértiink a standard
glikozilezési koriilményekre. Els6ként 2.2:1 donor : akceptor aranyt vizsgalva, a 129-es

tioglikozidot két részletben adtuk a reakcidelegyhez, és NIS/TfOH promoter rendszert alkalmaztunk
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az aktivalasra. A reakcioban a vart metil-glikozid kezd6 egységgel ellatott oligoszacharid sorozat
képzodott (5. tablazat, 2. reakeid). A reakcioelegybdl sikeresen izolaltuk a 153-as diszacharidot és
a 154-es triszacharidot 37%-os, illetve 16%-os hozammal és MALDI-TOF MS-sel tovabbi
oligoszacharidokat mutattunk ki egészen oktamer egységig, mind metil-glikozid, mind hemiacetal
formaban. Ezt kovetéen, NIS-AgOTf promoter rendszert és hosszabb reakcioid6t alkalmazva (5.
tablazat, 3. reakcid), de a donort tovdbbra is két részletben adagolva a reakcioelegyhez, a
termékaranyt sikeriilt kissé eltolni a magasabb oligomerek iranyaba. Igy a 153-as diszacharidot
16%-o0s termeléssel, mig a 154-es triszacharidot 20%-0s hozammal tudtuk izolalni, valamint a
MALDI tomegspektrumban sikeriilt ~magasabb oligomereket is azonositani egészen
oktaszacharidokig. A legjobb eredményt akkor értiik el, amikor az oligomerizacié sordan 3
ekvivalens tioglikozid-felesleggel (a 129 és 91 aranya 3:1 volt a reakci6 inditasatol) és NIS/TfOH

promoter rendszer alkalmazasaval (5. tablazat, 4. reakcio) poliglikozileztiik a két monomert.

“B” 129:91 Promoter 1do6 Homérséklet
Termék!@
reakcio arany (ekv.) () (°O)
NIS/TfOH
1 1.7:1 3.5 -50--10 162-167
(1.2/0.12)
2 X 153 (37%)®!
2 2.2:1 NIS/TfOH 8 -50-10 154 (16%)!
(1.2/0.12) 155-159, 162-169
2 X 153 (16%)!
3 3.3:1 NIS/AgOTf 32 -50-10 154 (20%)!
(1.2/0.24) 155-159, 162-168
153 (33%)!
NIS/TfOH
4 31 125 -50 - -10 154 (25%)®]
(1.2/0.12)
155-160, 162-169
NIS/TfOH
5 10:1 48 -50-10 155-161, 162-172
(1.5/0.3)

BIMALDI-TOF méréssel detektalt szarmazék. Pl1zolalt hozam.

5. tablazat: A 129-es monomer poliglikozilezési reakcidjanak optimalizalasa II.

A reakcioelegybdl mind a di-, mind a triszacharidot j6 hozammal tudtuk izolalni (33% a 153-ra és
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25% a 154-re), és tovabbi oligoszacharidokat detektaltunk egészen dekamer tagszamig MALDI
MS-méréssel. Végiil a polimerizaciot kiprobaltuk joval nagyobb (10:1 129 ¢és 91) donor aranyt
alkalmazva is (5. tablazat, 5. reakcio). Ebben az esetben az oligomerizacid6 mértéke egészen
dodekamer tagszamig ndvekedett (n=10), de sajnos a termékarany jelentdsen eltolodott a
hemiacetdlok iranydba. A tOmeg-analizis alapjan a trimernél nagyobb oligoszacharidok
tulnyomorészt hemiacetalként voltak jelen a reakcidelegyben. A 3:1 ardanyt 129-es és 91-es
vegylilet glikozilezési reakciojanak reakcioelegy Osszetételét (5. tablazat, 4. reakcié) MALDI MS-
sel részletesebben is megvizsgaltuk (37. abra). Amint az a 37. abran lathato, a 91-es akceptorral (-
OMe végcsoport) inditott oligomerek sorozata n = 0 és n = 8 tagszdm kozott képzddik, valamint
lathaté egy -OH végcsoportot tartalmazé oligomer sorozat is, amely az aktivalt, de el nem reagalt -
SC;Hs lancvégek vizzel valé reakci6jabol jott létre a reakcioelegy feldolgozasa soran. Erdekes
modon a MALDI-TOF MS spektrumban megfigyelhet6 volt az el nem reagalt kiindulasi akceptor

(91, G-OMe) is, azonban a 129-es kiindulasi tioglikozid monomer hidrolizalt terméke nem volt

’ ,
azonosithato.
Intensit; a. - =
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37. abra: A ,,B” oligomerizécios reakcio termékeinek azonositdsa MALDI-TOF spektroszkopiaval

¢s SEC kromatografiaval

Ezt kovetden vizsgaltuk a BDA-acetalt tartalmaz6é monomerek oligomerizacids reakcidjat is.
A polimerizaciés reakciot 3:1 aranya 132-es és 135-6S monomerekkel végrehajtva és NIS/TfOH
promoter rendszert hasznalva (36. abra, ,,C” reakcid) a reakcid nyers termékét MALDI-TOF MS
analizisnek vetettiik ala. A reakciobdl sikeresen azonositottuk az oligoszacharidok sorozatat mind
metil-glikozid, mind a hemiacetal formaban egészen heptamer tagszamig, és a metil-glikozid di- és
triszacharidokat egészen jo hozammal tudtuk tisztdn izoldlni (29% a 173-as és 27% a 174-es
szarmaz¢k). Varakozasainknak megfelelden a glikozilezési reakciok minden esetben (természetesen
ahol volt izolalt termék) teljes sztereoszelektivitassal mentek végbe, B-interglikozidos kotéssel
rendelkezd diasztereoizomerek egyik esetben sem voltak megfigyelhetok.

Az oligomerizacios reakciokkal parhuzamosan 1épésenkénti szintézissel is eléallitottuk a di-
és triszacharid szarmazékokat (38. abra). Ehhez els6ként az 135-6s akceptort glikozileztiik a
teljesen védett 131-es donorral, NIS/TfOH promoter rendszert hasznalva szaraz CH2Clo-ben. A
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reakcioban a vart védett diszacharid (185) kivalo sztereoszelektivitassal, de csak mérsékelt
kitermeléssel (48%) keletkezett, a savérzékeny BDA-acetal védécsoportnak a glikozilezés soran
torténd részleges lehasadasa miatt. A hozam novelése érdekében a reakciot szim-kollidin
jelenlétében is megismételtiik, hogy megakadalyozzuk a savérzékeny BDA-acetal hasadasat,
tovabba a TfOH savat is lecseréltiik a kevésbé agressziv AgOTf-ra. Ebben az esetben a 185-6s
diszacharidot magas, 70%-0s hozammal allitottuk el6. A nem-redukal6 végi C-4-es pozicidban 1évo
NAP-csoport DDQ-val torténd eltavolitdsa eredményezte a 173-as szdrmazékot, amelynek egy
részét akceptorként hasznaltuk a triszacharid szarmazékok szintéziséhez. A 173-as vegyiilet
véddesoportjaink atalakitasa magaban foglalta a BDA-csoportok trifluor-ecetsavval (TFA) torténd
hidrolizisét és a szulfonsav-csoportok etil-észter-csoportjanak Nal-dal torténé hasitasat. Végiil az
186-0s szarmazék szabad hidroxil csoportjait SOs-EtsN reagenssel szulfataltuk szaraz DMF-ban,

igy jutottunk el a teljesen szulfatalt 187-es diszacharid szarmazékhoz.

SO4Et SO4Et
SO5Et SO4Et CH.Clo. H,O
a) CH,Cly, NIS, TfOH Me ot 2Clz, Ha OMe SO,
OMe -40--15°C, 2 h (48%) NAPOg _% DDQ HOg _%
NAPOg sPh+ HOg OMe _— OMe
—ﬁ O rt, 30 min -0
‘ o B) CHzCl NIS, AgOTF OMe -ﬁ ) ome °9 ~
OMe oM szim-kollidin Oome (0% OdMe
131 135 -40-0°C, 2 h (70%) 185 OMe 1730Me
SO3Na
DMF NaOsS 1. CH,Clp, 90% TFA
Na’\(l)sgoso o SO3Na SOz Et3N Haof?é _~ SO;3Na rt, 1 h (74%)
algj -
NaO3SO o 50°C. 24 h HO, o (0] 2. acetone, Nal
NaO3SO . gﬂ rt, 24 h (90%
Na03S0 (78%) HOOMe (90%)
187 OMe 186
SO3Et SO;Et SOOE,\;
+ NAPOg SPh
OMe 50,Et CH,Cly, H,0 OMe s04Et N’
HOE N oA NAPOg LA
o) OMe  S04Et -ﬁo O'V'Oe SO;Et 131
O - - -
OMe ~O ; OMe ~O
ol _\OMe ™ 320”“” 3 OMe CH,Cly, NIS, AOTS
oMe 90 (73%) ome 070 szim-kollidin
OoMe OoMe -40-10°C, 2 h (60%)
174 OMe 188 OMe
1. CH,Cl, 90% TFA | 2. acetone, Nal
i, 1h (51%) rt, 24 h (56%)
SO;Na SO3Na
HO O SO;Na DMF Na03;SO O SO3Na
HO SO5-EtzN NaO3SO
HOQ o $SOsNa NaO3SO o SO:Na
HO o Na03S0
HO o 50°C, 24 h 3 o0
0 84% N
HO (84%)
oo NaO3;SO
189 OMe 150 Na03S00o

38. abra: A szulfonsav tartalma maltooligomerek 1épésenkénti szintézise

A 188-as triszacharidot a védett diszacharid szintézisével analdg modon allitottuk el az 131-es és a
173-as szarmazékok kapcsolasaval NIS/AgOTf aktivalasa mellett szim-kollidin jelenlétében. A
tovabbiakban a véddcsoportokat harom 1épésben tavolitottuk el. Elsdként a NAP-véddcsoport-
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eltavolitasat (174), majd a BDA-acetalok savas hidrolizisét végiil a szulfonsav-észterek eltavolitasat
valositottuk meg (189). A 189-es vegyiilet SOsz-EtsN-nel valdé szulfatalasa j6 hozammal
eredményezte a 190-es perszulfatalt triszacharid szulfonsavat.

Az igy eléallitott di- és triszacharid szulfonsav-szarmazékoknak, mind a szabad hidroxil
csoportokat (186 és 189) tartalmazé molekulaknak, mind a perszulfatalt vegyiileteknek (187 és 190)
vizsgaltuk a lehetséges biologiai aktivitasait. Vizsgaltuk a molekuldk sejtndvekedés-gatlo,
gyulladascsokkentd és virusellenes hatasat. Korabban mar kimutattak, hogy a heparin €s a heparan-
szulfat szarmazékok képesek megakadalyozni a SARS-CoV-2 kotddését az emberi sejtekhez, és
gatoljak a kiilonbozé6 SARS-CoV-2 torzsek sejtekbe vald bejutasat.’*®151 Ebbdl kiindulva
feltételeztiik, hogy a mi szulfatalt-maltooligomereink is hatékonyak lehetnek ezen virusok ellen. A
vegyliletek SARS-CoV-2 elleni hatasat Vero E6 sejtekben teszteltiik, sajnos azonban egyik
oligoszacharid sem mutatott aktivitast a vizsgalt torzzsel szemben. Emellett a molekulak do6zisfiiggd
citotoxicitast mutattak a hCMEC/D3, Caco-2, HeLa, H9¢2 és MCF-7 sejteken, azonban az ICso
értékek minden esetben magasabbak voltak, mint 50 pM.

187 189 190

* %k %k

Control TNF-a 186

A
o - - -

*kkk

*kokk |
i

2 1.5
g *kkk  kkkk
£ | ),
p65 % 1.0
S
a
i)
3 0.5
3
3
Merged E
= 0.0~
> 186 187 189 190
SN
® A

39. abra: Az NF-«B gyulladéasos ut gatlasa HeLa sejtekben 186, 187, 189 és 190 vegyiilet 30 perces
elokezelésével 5 uM végs6 koncentracioban. (A) Az NF-kB p65 alegységét monoklonalis antitesttel
(zold) jeloltiik. A p65 alegység a kontroll sejtekben a citoplazmaban lokalizalodik, azonban a TNF-
a gyulladasos stimulacidja utan a sejtmagba (kék) transzlokalodik. (B) A 186-0s, 187-es, 189-es és
sejtmagba, ami potencialis gyulladascsokkentd hatast jelez a pozitiv kontroll TNF-a-val kezelt
sejtekhez képest, de nem érték el a kontroll stimulalatlan szintjét. Atlag = S.D. értékeket mutatunk

be, n=10 sejtet elemeztiink/csoport. **** p<(0,0001.

Tovabb vizsgalva vegyiileteinket, kideriilt, hogy potencialis gyulladasgatlo hatast mutatnak
HelLa sejteken (39. abra). A HeLa sejtek 30 perces elékezelése szarmazékainkkal 5 pM végso
koncentracidban szignifikansan csokkentette (p<0,0001) az NF-«B p65 alegységének
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tumornekrozis faktor alfa-indukalt (TNF-a) transzlokaciojat a citoplazmabdl a sejtmagban, gatolva

ennek a f6 gyulladasos utnak az aktivalédasat.

3.2. Az idraparinux szintézise

3.2.1. Az idraparinux szintézisének optimalizalasa .

A heparin-analog oligoszacharidok szintézisének teriiletén végzett kutatasaink soran komoly
fejtorést okozott szamunkra, hogy melyik molekulat valasszuk referencianak, mivel ezeket a
szarmazékokat nem olyan egyszerii a sziikséges mennyiségben beszerezni, és a szintézisiik is
roppant bonyolult. Valasztasunk a ,,legegyszeriibben eléallithatd™ idraparinuxra esett. Ezért ezen
vegyiilet néhdny sz4z mg-0S mennyiségben torténd eldallitasara az évek sordn, tobb reakcidutat is
kidolgoztunk. A szintézisek legsarkalatosabb pontja az uronsavakkal (D-gliikuronsav, L-iduronsav)
valé munka volt.

Az idraparinux O-szulfatalt és O-metilezett gliikoz és teljesen O-metilezett uronsavak
egységekbdl épiil fel, amelyek valtakozo 1,2-cisz és 1,2-transz glikozidos kotésekkel kapcsolodnak
egymashoz. Az elsd reakciouton (40. abra), amit kidolgoztunk, mar monoszacharid szinten

kialakitottuk mindkét vegyiilet (98, 193) karboxil részét.*>?
0SO;Na

MeO 0OSO3Na
Me% coona NaOOC ove 0SOsNa
Na0s50
TS NaO3SO NaOssOl

Na ossoo MeG

0Bn ﬂ
MeO (¢} OBn
Meoéﬁ coon BnO MeOOC O'V'eO
MeOO e ¥ HO
MeO (0] CCI

BnO
o AcO
191 OAc N 192

OBn ﬂ COOM
MeO o ° BnO MeOOC M o ccl3 OBn
MeO SPh * MeO PMBO HO O
MeO
929

+ BnO

BnO
193 OMe

D-glikuronsav 194 24

OBn ﬂ OMe
PMB&’&O O spp + MeOOC; OZ\OAC

OBn OH OAc
195 98

L-iduronsav

40. abra: Az idraparinux els6 szintézisének retroszintetikus terve (PMB = 4-metoxibenzil)

A végtermékben metil csoportokat hordozé hidroxilokat acetatok formdjaban védtik, és
benzil csoportokkal maszkiroztuk a szulfatidlni kivant -OH-kat. Biztunk abban, hogy ez a
véddcsoport-stratégia biztositani fogja szamunkra a megfeleld sztereokontrollt a glikozilezési
1épésekben. A 40. abran lathato retroszintetikus terv szerint a védett pentaszacharidot a 191-es

diszacharid donor és a 192-es triszacharid akceptor kapcsoldsaval terveztiik eldallitani. Ehhez a
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védett diszacharid donort a 193-as uronsav akceptornak a 99-es monoszacharid donorral vald
glikozilezésével terveztiik szintetizalni irodalmi példdk alapjan. Az L-iduronsav tartalmu
triszacharid eldallitdsat, az F és G egységek kozotti nagyobb kihivast jelentd 1,2-cisz kotés
kialakitasaval terveztiik kezdeni. Ehhez sziikségiink volt a 195-6s védett tioglikozid donorra és a
98-as iduronsav akceptorra. A legnagyobb kihivast jelentd 98-as szarmazék szintézisé¢hez részben
kovettiik az irodalmi példakat, részben pedig probaltunk tjitdsokat bevezetni.

A monoszacharid egységek szintézisét metil-a-D-gliikkopiranozidbol és D-gliik6zbol kiindulva

"o

valdsitottuk meg. A legproblematikusabb és egyben legrosszabb hozamu része az eléallitasnak a

98-as iduronsav akceptor szintézise volt (41. abra, 12 1épés, 6sszhozam kevesebb, mint 20%).

o]
1. TEMPO / Ca(CIO), | 1-0 G- 2h
2.CH N,/ THF | 20°C, 5min
(59% két lépésre)
DMF, p-TSA
o 8” PRCH(OCH:) Ph—YOX\ g i A0 PRYOR\ 80% AcOH OH
_ = B ——— —_—
MeO OH MeO OH MeO OAc HO’é&A
OH 50°C,3h OH t, 24 h (92%) OAc 70°C,2h MeO==\ T OAc
196 (66%) 197 198 (88%) 199
o:p a:p
Savas hidrolizis 12.5:1 16:1
OMe OMe CHZCN, AcOK  poc0—OMe OMe
HO 3 C o
:U—@ 60%-0os CH3COOH HO—{|O pir., MsClI MsO:U_@ 18-korona-6 MsO—|O tBuOK, tBuOH, CH,Cl, 0
rt. 2 h, (74%) rt, 24 h 80°C, 72 h 0°C, 1 h (74%)
0y ’ 0y ’ oy
27 (82% ket lépésre) 29 30
1. izopropilidén képzés
2. metilezés
benzaldehid
OM OMe
D-gliikoéz e pir, AcO, 0" crscooH HO O(")"e OH (.1 M H,S0,
- -—
ore-n24n th_o o (51% :é:fléh ésre) OH OH 60°C.24n
201 (74%) 200 oreriep 31
1. CH,Cly, H,0
CH,Cly TEMPO, BAIB
70%-0s CFsCOOH Ho__OMe rt, 45 min
Q7 ~OAc
rt, 3 h (78%) OH OAc 2. THF, CH,N,

202 0 OC, 10 min
(62%) L-iduronsav

41. abra: Az uronsav ¢épitéelemek szintézise

Az igy eléallitott szarmazékokbol torténd glikozilezés soran a C-2-helyzetben nem-résztvevo
csoportot hordozo D-gliikopiranozid donor (195) és az L-iduronsav akceptor (98) kondenzacidja jo
sztereoszelektivitassal ment végbe, és nagyobb részt a vart a-kapcsolt diszacharidot eredményezte,
a reakcioban a diszacharid a : p = 3 : 1 aranyu keverékként képzodott (42. abra). Azonban a
képzddott diasztereomereket sajnos nem sikeriilt elvalasztani egymastol. Abban a reményben, hogy
a két izomer triszacharid szinten szétvalaszthatd lesz, a kovetkezO atalakitasokat a o/pf-anomer

keverékkel hajtottuk végre. Az anomer pozicid szelektiv dezacetilezése benzil-aminnal, majd az
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imidat kialakitasa triklor-acetonitrillel 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-én (DBU) jelenlétében
zokkenémentesen zajlott. Az anomer keverék donor (194) és a 24-es gliikkozid akceptor TMSOTf
jelenlétében sztereoszelektiv modon szolgéltatta a vart a-glikozidos kotést a G és H egységek
kozott. Szerencsére a korabbi anomer keverék oszlopkromatografidsan szétvalaszthato volt, a kivant
FGH a,a-kotést tartalmazo triszacharidot j6 hozammal tudtuk izolalni a reakcioelegybdl. Tovabba a
glikozilezés soran alkalmazott enyhén savas koriilmények kozott bekdvetkezd p-metoxi-benzil-
véddcesoport hasaddsanak kedvezd mellékreakcidja miatt a 192-es vegyiiletet kozvetleniil, tovabbi

glikozilezésre alkalmas, akceptorként tudtuk izolalni a kapcsolasi reakciobol.

0SO3Na
MeO
Meoéﬁ 0SO3Na
Vo0 COONa NaOOC 0SO;Na
N 3 s0 NaO3SOO sol
MeO NaOs NaOs!
03300 MeO
1. CH,Cly, TMSOTY, -10 °C - rt, 2 h (46%)
2. MeOH, NaOMe, rt, 24 h (77%)
3. DMF, Mel, Ag,0, rt, 4 nap (60%)
4. MeOH, 0.2 M NaOH, THF, rt, 36 h (57%)
5. EtOH, H, (10 bar), Pd/C (10%), rt, 24 h (80%)
oBn 6. DMF, SO5-EtsN, rt, 24 h (73%)
Meo-&o O’V'e
MeO COOMe , Bno MeOOC
MeOo 0 l—éoo
O n
MeomwoAc \CCls Bn0Y AcG
191 NH
0, 0,
1. CH,Cly, NIS, AgOTF, 45 °C, 1 h (72%) CHzClz, TMSOTF, -20 °C, 30 min (61%)
2. THF, BnNHo, rt, 5 h (92%)
3. CH,Cly, CCI5CN, DBU, 0 °C, 30 min (85%)
OMe
OBn oSO Me Bno— MeOOC o 0%, ho oBn
Meo‘é&/ + MeO PMBO + 'Bno
MeO SPh AcO Bn NH
MeO OAc BnO ‘o AcO BnOgme
193
99 D-gliikuronsav 194 24
e - .
(4 1épes) (5 16pés) (3 1épés)
1. CH,Cl,, NIS, TfOH, -40 °C, 1 h (68%)
2. THF, BnNHy, rt, 4 h (66%)
3. CH,Cl,, CCIsCN, DBU, 0 °C, 30 min (91%)
OBn OMe
PM%%o‘éo sph + MeOOCZ JOZ\OAC
OBn OH OAc
195 98
(7 1épés) L-iduronsav
(12 Iépés)

42. abra: Az idraparinux I. szintézise uronsav épitéelemek alkalmazasaval (PMB = 4-metoxibenzil)

Sajnos azonban az uronsav-metil észtert tartalmazé 191-es donor és a 192-es triszacharid
akceptor kapcsoldsa TMSOTT aktivalas mellett csak 46%-os kitermeléssel eredményezte a kivant
védett pentaszacharidot. Ezt kovetden ezt a teljesen védett szarmazékot Zemplén-dezacetilezésnek
vetettiik ala, hogy felszabaditsuk a metilezendé hidroxilokat. Az igy felszabaditott -OH-kat pedig
metileztiik, az uronsavak 4,5-eliminacidjat elkeriilendd, enyhe koriilmények kozott, AgoO és Mel
reagensek  jelenlétében. A  Kkarbonsav-észter-funkciok  metil-észter  véddcsoportjainak
elszappanositassal torténé eltavolitasa a pentaszacharid dinatriumséjat eredményezte, majd
katalitikus  hidrogénezéssel eltavolitottuk szulfatalandé hidroxil csoportokrol a  benzil
védécsoportokat. A felszabadult hét pozicidban egyidejii O-szulfatalast hajtottunk végre egy
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1épésben a mar korabban is latott SO3-EtsN reagens alkalmazasaval, végiil Dowex Na* ioncserélé
gyantaval végzett kezelés utan sikeresen eléallitottuk a 18-as célvegyiiletet, sajnos azonban csak
alacsony 0sszhozammal.

A szintézis soran problémat jelentett az uronsav-metilészterek haszndlata a glikozilezési
reakciokban a csokkent reaktivitasuk miatt, tovabbad a metilezési reakcidban, az uronsavak
lehetséges C-5 elimindcidja miatt. A teljes szintézis végiil ugyan, nem csekély, 44 Iépést vett
igénybe, de sikeresen szintetizaltuk az idraparinuxot, hogy referencia vegyiiletként tudjuk hasznalni

a biologiai és a szénhidrat-antitrombin kdlcsonhatas-vizsgalatok soran.5?

3.2.2. Az idraparinux szintézisének optimalizalasa I1.

Mivel azonban a felmertiild nehézségek miatt ezen az iton csak csekély mennyiségben sikertilt
szintetizalnunk a vart pentaszacharidot, kidolgoztunk egy 1jabb ¢és rovidebb reakcidutat.
Igyekeztiink kikiiszobolni az el6z6 szintézis kritikus 1€épéseit, igy a védett di- és triszacharidokat
uronsav prekurzor egységek (96, 206) hasznalataval allitottuk eld. Mindkét prekurzort irodalmi

példak alapjan épitettiik fel (43. abra).121.133.136

CH3CN, p-TSA
OH 2-NpCH(OCH3) Np—<0O o pir, A0 Np—<O o CH,Cly, Et3SiH, BF3-Et,0
HO O R o SPh ——m (¢) SPh
HO SPh HO Acok/
OH 60 °C, 30 min OH rt, 24 h (91%) OAc 0°C, 4 h (82%)
93 (87%) 203 94
A
| 3 1épes
OMe OAc OMe _,OH OMe _O_ CCl3
7 1épes 0 THF, BnNH, o CH,Cly, CIsCCN, DBU 0
D-glikoéz) - ----- > o) B —— 0 0 NH
-0 OAc ", 5h(70%) (O OAc 0°C, 1 h (94%) F0  OAc
Ph
204 Ph 205 Ph 206
(L-id6z, 9 Iépés)

43. abra: Az 0j uronsav prekurzor épitdelemek szintézise

Ebben az esetben tehat az idraparinux (18) el6allitasahoz sziikséges védett pentaszacharid
[2+3]-as blokk szintézisét az L-iduronsav nem oxidalt prekurzorat (206) tartalmazé6 FGH
triszacharid akceptor (29) és a D-glikuronsav nem oxidalt prekurzorat (96) tartalmazdé DE
diszacharid donor (30) kapcsolasaval terveztiik megvalositani. Tovabba az FGH triszacharidot is
mas kapcsolasi sorrenddel terveztiik felépiteni. Az alkalmazott véddécsoport-Stratégia, mely
biztositotta szamunkra a sziikséges sztereokontrollt a glikozilezési 1épésekben, az el6z6 szintézis
soran is hasznalt mintat kovette.

Az FGH triszacharid egység szintéziséhez hasznalt L-idopiranozil donort (206) irodalmi
példak alapjan allitottuk eld (44. abra).t?1136 A 24-es akceptor 206-0os donorral torténd
glikozilezése TMSOTTf promoter jelenlétében, majd a benzilidén-acetal savas hidrolizise jo

kitermeléssel (73% két 1épésre) szolgaltatta a vart diszacharid-diolt. Az L-idoz rész, pentaszacharid
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szinten, oxidalni kivant primer hidroxil csoportjanak védelmére egy szilil-étert valasztottunk, mert
ortogonalisan eltavolithaté mind az acetil-, mind a benzil-védécsoportok mell81.2%3 Ehhez a primer
pozicioba terc-butil-dimetil-szilil-csoportot (TBDMS) alakitottunk ki, kivald, 96%-0s hozammal
(211).

18

1. MeOH, NaOMe, rt, 24 h (79%)
2. DMF, NaH, Mel, 0 °C - rt, 3 h (85%)
3. CH,Cly, H,0, DDQ, rt, 30 min (71%)
4. THF, BuyNF, rt, 72 h (96%)

OBn

MeO O
MeO ONAP_ TBDPSOQ OMe 0Bn
MeO BnO 0 0
0 O o 0 O-/ BnO
AcO BnO,
oAc BOTES OMe
90 Aco
209

5. CH,Cly, H,0, TEMPO, BAIB, 0 °C - rt, 24 h (94%)
6. EtOH, AcOH, 10% Pd(C), 10 atm, Hy, rt, 24 h (91%)
7. DMF, SO3-Et;N, 50 °C, 24 h (78%)

CH,Cly, NIS | -40-+5°C, 3 h
AgOTf (R = TBDMS: 58%, R = TBDPS: 76%)

OBn
OMe OBn
MeO o) RO,
N?eoéﬁ ONAP BnO\ OBE&'E\
MeO + HO Q BnO,
o] O BnO NOome
AcO SPh BnOy Aco
OAc
103 207 R = TBDMS
(7 1épés) 208 R = TBDPS

1.210 + 211 a) CH,Cl,, NIS, TFOH, -40 - 10 °C, 2 h (9%)
b) CH,Cl,, NIS, AgOTF, szim-kollidin, -40 - 10 °C, 3 h (71%)
2.210 + 212 CH,Cl,, NIS, AgOTF, -40 - 10 °C, 2 h (77%)

3. CH,Cly, H,0, DDQ, t, 30 min, (208: 47%, 209: 74%)

OBn ONAP OBn OMe O8n
MeO~-0 NAPO -0 RO/<L0 - BnO
Me&é@/SPh * E(%éN/SPh Bnc?%?sph * 5o n
n

CH,Cl,, NIS, AgOTF
-75°C, 30 min (71%)

0
BnO
Me OAc AcG OMe
99 2 210 211 R = TBDMS
(3 Iépés) (3 Iépés) (7 1épes) 212 R = TBDPS

1. CH,Cl,, TMSOTF, -40 - 10 °C, 2 h

2. H,0, TFA, 0°C to rt, 3 h (73% két lépére)
3. a) pir., TBDMSCI, 24 h (96%) vagy

b) pir., TBDPSCI, 24 h (92%)

OMe OBn
o_ ccl
0 5 HO 0
Ph/<8 Y *+ BnO
AcO NH g:oOMe
206
(9 1épés) (3 1épés)

44, abra: Az idraparinux szintézise uronsav-prekurzorok pentaszacharid-szinten végzett
oxidacidjaval (NAP = 2-naftilmetil)

A teljesen védett 210-es tiogliikkozidot, amely glikozil-donorként szolgalt az FGH triszacharid
akceptor szintézisé¢hez, 7 1épésben szintetizaltuk D-gliikdzbol kiindulva. Meglepé médon a TBDMS
csoportot tartalmazo akceptor (211) glikozilezése a 210-es donorral NIS/TfOH promoter egyiittes
jelenlétében (44. abra, 1. a) reakcid) rengeteg melléktermék képzddését eredményezte. A vart
védett triszacharidot csak 9%-0s hozammal tudtuk izolalni a kapcsolasi reakciobol. A glikozilezési
reakcié mellett az L-ido6z egység TBDMS csoportjanak hasadasa és tovabbi mellékreakciok is
lejatszodtak. A kapcsolasi reakcio savas katalizatora altal kdzvetitett TBDMS-csoport elvesztésének
elkeriilése érdekében ezt a glikozilezést ismét elvégeztiik szim-kollidin jelenlétében is (44. abra, 1.
b) reakcid). A gatolt bazis pufferhatdsa miatt a mellékreakciok visszaszorultak, €s a glikozilezési

reakcid 71%-0s hozammal szolgaltatta a teljesen védett triszacharidot. A fentebb emlitett
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glikozilezési reakcio sikere ellenére ugy dontdttink, hogy az FGH triszacharid épitdelem
szintézisét tigy is végrehajtjuk, hogy a TBDMS részt terc-butil-difenilszilil (TBDPS) védécsoportra
cseréljik. A TBDPS két nagysagrenddel nagyobb stabilitdsi savas koriilmények kozott, mint a
TBDMS,'® igy arra szamitottunk, hogy ez a nagyobb stabilitis magasabb glikozilezési
hatékonysagot eredményezhet a szintézise soran. Ehhez a mar korabban eléallitott diszacharid-diolt
piridinben TBDPS-kloriddal kezeltiik, eldallitva igy a 212-es akceptort TBDPS csoporttal védve.
Ezt az akceptort hasznalva a glikozilezés sordan a vart védett triszacharid 77%-os kitermeléssel
képzodott (44. abra, 2. reakcio). Ezt kovetden a védett triszacharidokrol oxidativ koriilmények
kozott eltavolitva a NAP étert alakitottuk glikozilezésre alkalmas akceptorokka (207, 208). Ezutan a
csoportunkban mar korabban eldallitott 103-as'® tiogliikozid diszacharid donorral glikozileztiik a
207-es és a 208-es triszacharid akceptorokat NIS/AgOTf aktivalas mellett. Ahogyan azt vartuk,
szignifikdnsan magasabb hozamot értiink el a TBDPS-védett 208-es triszachariddal (76%), mint a
207-as TBDMS-védett szarmazékkal (58%).

Az idraparinux tovabbi szintézisét a TBDPS védett pentaszachariddal folytattuk (209), mivel
ebbdl a szarmazekbol volt elegendd mennyiségben a keziinkben a hatralévd atalakulasokhoz.
Elészor Zemplén-dezacetilezéssel eltavolitottuk az acetil véddcsoportokat az uronsav-prekurzor
egysegekrol, eldallitva igy egy triolt. Az igy felszabaduld hidroxil csoportok metilezését mar a
standard alkilezési koriilmények kozott tudtuk elvégezni Mel és NaH reagensek alkalmazasaval, a
reakcidban 85%-os hozammal képz6dott a vart metilezett szarmazék. Erdemes megemliteni, hogy
az idraparinux korabban bemutatott szintézisében a pentaszacharid szinten torténd metilezési 1€pést
uronsavak jelenlétében hajtottuk végre és ebben az esetben a bazisérzékeny uronsavak jelenléte
miatt eziist(I)-oxiddal segitett metilezést végeztiink, amely hosszl, két napos reakci6idét igényelt,
és kozepes hatékonysaggal, csak 51%-os hozammal tudtuk eldallitani a kivant terméket. Ehhez
képest, ezen az uj Utvonalon, az uronsav prekurzorokat tartalmazd pentaszacharid esetében a
reakcid joval gyorsabb (24 ora) és sokkal jobb hozamu volt. Ezt kovetden az oxidadlandd primer
hidroxil csoportokat két 1épésben szabaditottuk fel, els6ként a NAP-étert tavolitottuk el oxidativ
koriilmények kozott DDQ-val, majd a TBDPS-étert hasitottuk tetrabutil-ammonium-fluorid (TBAF)
reagens hasznalataval. Mindkét véddcsoport-eltavolitasi reakcid jo szelektivitast mutatott, igy a vart
diolt 68%-0s Osszhozammal tudtuk elGallitani. A két karboxil csoportot (2,2,6,6-tetrametil-
piperidin-1-il)oxil (TEMPQO)-alapti oxidacioval alakitottuk ki [bisz(acetoxi)jod]-benzol (BAIB)
kooxidanst!>1% hasznélva, eljutva igy a dinatriumsohoz. A szulfatalni kivant hét hidroxil csoport
benzil védécsoportjait katalitikus hidrogénezéssel tavolitottuk el. Ezt kovetéen a felszabadulo
hidroxil csoportokat a mar kordbban bemutatott koriilmények kozott szulfatiltuk, végil az igy
kapott molekula Dowex Na* ioncserélé gyantaval végzett kezelésével jutottunk el az

idraparinuxig.%
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Ezen stratégianak koszonhetden sikeriilt aktivabb donorokkal kivitelezniink a glikozilezési
reakciokat, hatékonyabba téve az oligoszacharidok eldallitasat. A [2+3]-as blokkszintézis stratégiat
ebben az esetben is nagyon jol lehetett alkalmazni. Az uronsav prekurzorok tovabbi elénye volt,
hogy a metilezési 1épést az uronsav funkcid kiépitése eldtt végrehajtva el tudtuk keriilni a nem
kivant C-5 eliminaciot. Végiil pentaszacharid szinten kialakitva az uronsav részeket 39 1épésben

sikeresen szintetizaltuk az idraparinuxot 100 mg-os tételben.

3.2.3. Az idraparinux szintézisének optimalizalasa I11.

Az eddigi eredményekbdl kitlint szdmunkra, hogy az L-id6z egység szintézise jelenti a
legnagyobb kihivast az épitdelemek koziil. Ezt orvosolandd sikeresen tovabbfejlesztettiink egy
irodalomban mar régebben leirt C-5 epimerizaciés modszert (5,6-telitetlen O-glikozidok
hidroboralasa/oxidacioja),!*11? melyet els6ként mi alkalmaztunk tiogliikozidokon. A modszer
lényege, hogy a-D-gliikkozidbol kell inditani a szintézist, mert csak ebben az esetben biztositott a
hidroboralasi 1épésben a jo L-ido szelektivitdas. A mi Ujitasunk az volt, hogy a-tiogliikozid
szarmazékokat hasznaltunk kiindulasi vegyiiletként (45. abra, 214, 218, 222, 226) és igy a harom-
Iépéses  (eliminacid-hidroboralas-oxidacio) C-5 epimerizacid eredményeként kozvetleniil
megkaptuk az aktivalhaté anomer csoporttal rendelkezé (vagyis glikozil donorként alkalmazhato) L-

idoz szarmazékokat (217, 221, 224, 228).

toluol

OH PPh, I DMF 1.THF, BH3 THF oR
|m|dazol NaH o 0°C, 1.5h 2
HO 3 Iepes RO E(r?o HO 07~SEt
BnO BnO BnO
H 75 °c SEt  2.30% H,0, OR; OR,
213 min 2M NaOH 217 R; = NAP, R, = Bn
214R = NAP 215 R = NAP (98%) 216 R =NAP (78%) oc _ 1 50 min (653’/0 Két Iépészre)
- 219 R = PMB (79% 220 R = PMB (759 '
218 R = PMB (79%) (75%) 221 R, = PMB, R, = Bn
(75% két l1épésre)
1. pir, TrCl, DMAP
0°C-rt, 24 h
2. DMF, NaH, BnBr oH 1. toluol, PPhj, I 1.THF, BHy THF
09C -1t 24 h imidazol, 75 °C, 30 min (76%) gno 0 0°C,15h OBn
’ BnO O BnO _ > Q SEt
BnO BnO
3. CH,Cly, 90% TFA BnOSEt 2. DMF, NaH, 0 °C - rt SEt 2. 30% H,0, OBn OBn
rt, 30 min 222 24 h (78%) 223 2M NaOH 224
(70% harom Iépésre) 0°C - rt, 50 min (65% két lépésre)
1. toluol, PPhg, I,
1. THF, (Me3)sNBH3 AICI; oH imidazol 1.THF, BH3THF
2 6pés Np/\g o rt, 30 min (64%) o 75°C.30min(99%) o o 0°C,1.5h
O BnO TBDMSOO —— > BnO —_—
n
BNOgp, 2. CH,Cl,, 2,6-lutidin BnOl_, 2 DMF, NaH BrOLer 2.30% H,0,
225 TBDMSOTf 226 ', 24 h (36%) 227 2M NaOH
0°C -1t, 2.5 h (75%) 0°C-rt, 50 min | (37% két lépésre)

3. CH,Cl,, H,0, DDQ
rt, 30 min (87%)

45. abra: Az L-1d6z tiogliikozidok 0j szintézise

Vizsgalatainkat a benzil védett a-tiogliikkozidokkal kezdtiik (45. abra). Ehhez a 213-as etil-1-
tiogliikozidot kizardlagos a-szelektivitassal allitottuk ¢elé a peracetilezett 2-hidroxi-glikal

fotoindukalt hidrotiolalasaval,’>” amint azt mar korabban publikaltuk. Ezt kovetden 213-as vegyiilet
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szelektiv 6-O-tritilezésével, majd benzilezésével és ezt kdvetd detritilezésével jutottunk el a 222-es
vegyiilethez. Ezt a szarmazékot primer helyzetben jodoztuk, hogy a hidroxil csoportot jo tavozd
jodidda alakitsuk, lehetdvé téve igy az eliminacids reakcid kivitelezését. A reakciout egyik kulcs
1épését, az 5,6-telitetlen szarmazék eldallitasat a 6-1 szarmazékbol NaH reagens haszndlataval
hajtottuk végre, atalakitva a molekulat 5-enopiranozidda (223). Szintézisiink masik kulcs reakcidja
a C-5 epimerizacios lépés volt. Ehhez a 223-as vegyliletet egy két-lépéses, de ,.egy-edény”
hidroboralasi/oxidaciés reakcidban vittiik. A reakcioban jo hozammal (65%) kapta a kivant L-id6z
tisztanak, mint amilyennek vartuk, néhany polaris bomlasterméket és kis mennyiségli apolaris
melléktermékeket is azonositottunk a reakcioelegybdl.

Ezutan az ortogonalisan védett, glikozilezésre is alkalmazhatd, idozil-tioglikozidok
szintézisére Osszpontositottunk (45. abra). Ehhez szintetizaltuk a C-4-helyzetben 2-naftil-metil-
csoportot tartalmazé 214-es'®’ vegyiiletet, amit a 215-6s 6-1 szdrmazékon at a 216-0s
enopiranozidda alakitottuk NaH kivaltotta eliminacioval. A 216-os vegyiilet kétlépcsés C-5
izomerizacidja jo hozammal (65%) adta a vart L-idoz-tioglikozidot (217). A C-6 jodozasi (219) és
az azt kovetd eliminacios reakciot (220) a 4-O-p-metoxi-benzil-étert védécsoportot tartalmazo 218-
as3® vegyiilettel is elvégeztik. Orodmmel tapasztaltuk, hogy a kapott 220-as enopirandz
hidroboralasi/oxidacios reakcidja, jo, 75%-0s Kitermeléssel eredményezte a kivant 221-es L-idoz
javithato-e 4-OH szarmazék alkalmazasaval a hidroboralasi 1épésben (45. abra). Ehhez a 225-6s%
vegyliletet a 226-0S szdrmazékka alakitottuk 3 1épésben. Elsoként a 4,6-O-acetalgylrii reduktiv
nyitasaval felszabaditottuk a C-4-es -OH csoportot,'%31%° majd a felszabadul6 hidroxilt atmenetileg
szilil csoporttal védtik. Az igy kapott szarmazék C-6-O-NAP-éter véddcsoportjat oxidativ
hasitassal eltavolitottuk, atalakitva a molekuldt a 226-0s 6-OH szarmazékka. A 226-0s vegyiilet
jodozasa, majd NaH kivaltotta I-eliminacidja azonban csak alacsony, 36%-0s hozammal adta a 227-
es 5,6-telitetlen deszililezett terméket. Sajnos a C-4-helyzetben szabad hidroxil csoportot tartalmazo
227-es vegyiilet C-5 epimerizacios reakcioja csak csekély hatékonysaggal ment végbe, igy a kivant
L-id6z szarmazékot csak 37%-0s hozammal tudtuk izolalni. Ebbdl is lathato, hogy a C-4-es pozicio
megfeleld védelmével jelentdsen tudjuk befolyasolni az epimerizacios reakcid kimenetelét.

Az elozbéekben eldallitott 217-es, 221-es és 228-as L-idozil-tioglikozidok felhasznalasaval
megkiséreltiik heparinoid diszacharidok sztereoszelektiv szintézisét Kivitelezni (46. abra). Ehhez
elsoként a 217-es vegyiiletet acetileztilk, és a kapott 229-es, teljesen védett szarmazékkal
glikozileztiik a 41-es'® amino-glikozid akceptort. Sajnos a kapcsolasi reakcid csak alacsony o-
sztereoszelektivitassal ment végbe, ami az o- és [-glikozidos kotésti diszacharid (231)

kromatografiasan elvalaszthatatlan, 2:1 aranyu keverékét eredményezte kozepes (51%) hozammal.
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A kapcsolas mérsékelt hozama az N-acetil-glikézamin C-4-OH csoportjanak alacsony
reaktivitasaval volt magyarazhat6. Tovabb vizsgilva a glikozilezési reakcidkat, megprobaltuk
befolyasolni a kialakuld glikozidos kotés sztereokémiajat. Crich és munkatarsai munkéibdl jol
ismert, hogy a donor 4,6-benzilidén-acetalja a glikozilezési reakciokban iranyitd hatast fejthet ki,
amely lehetévé teszi a sztereoszelektiv 1,2-cisz-f-glikozidos kotések kialakulasat mannopirandz
szarmazékoknal*®:162 &g 1,2-cisz-a-glikozidos kotések kialakulasat glikko- és galaktopiranoz
szarmazékok esetében.83166 [egjobb tudomasunk szerint azonban a 4,6-O-acetalcsoport iranyito
hatasat eddig még nem hasznaltak ki sztereoszelektiv 1,2-transz-a-glikozilezésre C-2 résztvevd
csoport hianyaban. Mivel az altalunk eléallitott vegyiiletek a C-4 helyzetben aril-éter
véddcsoportokat (NAP, PMB) tartalmaztak, kézenfekvé volt, hogy alakitsuk vissza ezeket 4,6-O-
acetal csoportta, védve igy egyszerre mindkét hidroxilt. Ehhez a 217-es vegyiiletet a megfelel6 4,6-
O-(2-naftil)metilén-szarmazékka alakitottuk at DDQ-val végzett oxidativ — gylirizarasi
reakciovall®”168 (46, abra), majd az igy kapott teljesen védett szarmazékkal (232) glikozileztiik a
mar korabban is alkalmazott gliikozamin akceptort (230). Nagy oromiinkre a 230-as vegyiilet
reakcidja a 232-es donorral a 235-6s diszacharid képzodését eredményezte kizardlagos a vart a-

interglikozidos kotéssel.

piridin szaraz CH,Cly, NIS OBn
Ho.__ ©Bn A0 Aco_ OBn szim-kollidin, AOTF o 0
QfF SEt Q7 SEt AO OBn ¢~ Bno
0°C-rt,24h 0 . © ) AcNHl
NAPO  OBn N NAPO  OBn -10°C - 1t, 3 h (51%) e
(61%) + NAPO  OBn
217 229 OBn 231
0
Ego (a:Barany=2:1)
AcNH
230 OMe
OR; Ho OBn
HO
Q7 ~SEt Q7 skt
OR; OR, OH OBn
217 Ry = NAP, Ry =Bhn 228

221 R4 = PMB, R, =Bn
DMF, PhCH(OMe),
CH,Cl,, DDQ A

it 2h \ p-TSA, 50 °C, 1 h
OBn OBn
o fo) szaraz CH,Cl,, NIS OR, szaraz CH,Cl,, NIS o o

OR; | BnO AgOTf () SEt szim-kollidin, AgOTf OBn | BnO
W ACNHOM o AcNH
e ﬂ\?
o)

0 %0 OR, 0 5 OMe
éoo g, -10 C+- i, 3h ém -10 C—rt,+3h (51%) Lo den
Ry OBn 232 R; = Np, R, = Bn (61%) 0Bn PMP 237
235R, = Np, R, = Bn (52%) HO O 233 Ry =PMP, R, =Bn (77%) HO O
236 R = Ph, R, = Bn (53%) B”% 234 Ry = Ph, Ry = Bn (80%) B”%
230 OMe 230 OMe

46. abra: Az L-idoz tioglikozid donorok eldallitasa és a glikozilezési probareakciok

Hasonlo glikozilezési stratégiat kovettiink a 221-es és a 228-as idozil-tioglikozidok esetében
is. A 221-es vegyiilet oxidativ ciklizalasaval jutottunk el a 233-as vegylilethez. A 230-as
akceptornak a 233-as donorral valo glikozilezése szintén teljes a-sztereoszelektivitast mutatott, igy

a 236-0s heparinoid-diszacharidot elfogadhaté hozammal tudtuk eléallitani. Végiil pedig a 228-as
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diolt benzilidéneztiik, és a kapott 234-es 4,6-O-acetal-szarmazékot a 230-as vegyiilettel kapcsoltuk,
a kivant 237-es diszacharidot ebben az esetben is kizardlagos a-sztereoszelektivitassal tudtuk
izolalni a reakcidelegybdl. 169

Az 0j metoédus hatékonysagat bizonyitando, a tovabbfejlesztett modszerrel eléallitottunk egy
uj tioidozid donort (243, 47. abra), majd ennek felhasznalasaval sikeresen szintetizaltuk, az eddigi
legrévidebb uton, az idraparinuxot (18).17° Ehhez az el6zdekben bemutatott Gtvonalat kovetve, a
243-as szarmazék eldallitasat D-gliikozbdl kiindulva valositottuk meg. A 238-as a-tiogliikozidot 6
lépésben allitottuk el korabbi munkdink alapjan,'3715717% ezt kovetden pedig kialakitottuk a
végtermék metil-éter funkcids csoportjait is a szintézis eme korai szakaszaban a C-2-es és C-3-as
poziciokban, igy kivalo, 92%-0s hozammal kaptuk a 239-es vegyiiletet. Ezt kdvet6en a 4,6-O-(2-
naftil)-metilidén-acetal regiszelektiv gylirlinyitdsa LiAIH4/AICIz reagens kombinacioval®’?
eredményezte a C-6-OH szarmazékot kivalo, 90%-o0s Kitermeléssel, majd a C-6-OH csoportot ezt
kovetd jodra cseréltiik egy nukleofil reakcioban (240), felkészitve igy a molekulat az eliminacios
reakciora. Erdemes megemliteni, hogy az eddig bemutatott reakciosornak minden vegyiiletét

kristalyos formaban tudtuk eldallitani (47. abra).

1. széraz CH,Cl,, szaraz Et,0

szaraz DMF LiAIHg4, AlCI5 I
6 16p5s NF S0\ 0 NaH, Mel  Np “9-\_o t, 1 h (90%) NAPO~0
D-gliikoz —— HO —>  MeO MeO
HOgL, 0°C - rt, 24h MeOg_. 2. toluol, PPhy, Iy, imidazol MO oet
238 (92%) 239 75 °C, 30 min (84%) 240
A utvonal B atvonal
szdraz DMF NaH | szaraz piridin, AgF
OMe széraz CHyClp 2. a) THF, BH3 THF 0°C-rt,24h , 24 h
07 ~SEt DDQ 0°C,15h NAPO O
[¢] -~ SEt| —m™M8¥™ ™M MeO
éO OMe i, 2h Y MeO
N 67o0) b) 30% H,0, SEt
P s 67% 2M NaOH 24
A atvonal: 41% 0°C - rt, 50 min

B utvonal: 66%
(két l1épésre)

47. abra: Az 0j L-id6z donor (243) szintézise az idraparinux eléallitasahoz

A 241-es vegyiilet 242-es L-idozid szarmazékka torténd atalakitdsat a mar jol bevalt C-5-
epimerizaciés modszerrel végeztiikk el, melyhez els6ként a NaH-kivaltotta eliminacids reakciot
hajtottuk végre (47. abra, A reakciout). Mig ez a reakci6 a korabban bemutatott 2,3-di-O-benzil-a-
tiogliikozidokbdl kiindulva mind kivalé hozammal, mind kival6 sztereoszelektivitassal ment végbe,
a 2,3-di-O-metilezett szarmazék NaH-del torténé dehidrohalogénezése soran szamos melléktermék
képzodését figyeltiik meg, ami a hidroboralasi/oxidacios reakcid lejatszodasa utan a vart L-idozid
szarmazék alacsony (41%) kitermelését okozta. fgy az 5,6-telitetlen szarmazékot (241) egy masik
modszerrel, eziist-fluoriddal, szaraz piridinben is megprobaltuk eléallitani (47. abra, B reakciéut).
Nagy megelégedésiinkre az AgF altal kivaltott eliminaci6 sokkal tisztabban szolgaltatta a 6-dezoxi-

a-D-xilo-hex-5-enopiranozidot (241), amelyet kdzvetleniil hidroboralasi/oxidacios reakcioba vittiink
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"o

¢s a vart L-idoz szarmazékot (242) jo, 66%-0s hozammal tudtuk elballitani. Ezutan a 242-es
vegyliletet a megfeleld 4,6-O-(2-naftil)-metilidén-acetal szarmazékka alakitottuk at oxidativ
gylriizarassal DDQ reagens hasznalataval.

Az L-tioidozid donor (243) eldallitasat kovetéen kovetkezett a szintézis kulcslépése, a 24-es
monoszacharid akceptor glikozilezése az 1j, C-2-es helyzetben nem-résztvevé csoportot (-OMe)
tartalmaz6 0j L-tioidozil donorral (48. abra). Korabban mar bizonyitottuk, hogy a 2,3-di-O-benzil-

idozid szarmazékokkal glikozilezve egy GIcNAc akceptort (230) a kapcsolas ugyan csak kozepes

hozammal ment végbe, de teljes a-szelektivitast mutatott.6°

18

1. széraz CH,Cly, NIS, TOH, -20 - +5 °C, 4 h (70%)
2. MeOH, NaOMe, rt, 24 h (78%)

3. szaraz DMF, NaH, Mel, 0 °C - rt, 24 h (80%)

4. CH,Cly, H,0, DDQ, tt, 30 min (71%)

5. CH,Cly, H,0, TEMPO, BAIB, 0 °C - rt, 24 h (94%)
6. EtOH, AcOH, 10% Pd(C), 10 atm, Hy, rt, 24 h (91%)
7. DMF, SO3-Et;N, 50 °C, 24 h (78%)

MeO OBn
MeO ONAP BnO OMe 0
' &ﬁ oo
BnO
O BnO ;

MeO
103 245

7 o
(7 1épés) 1 1. szaraz CH,Cly, NIS, AgOTF, -40 - -20 °C, 4 h (80%)

2. szaraz THF, (Me3)sN-BHg, AICI3, tt, 1 h (70%)
OBn
/70 o 0
P o O spp . OMe]| BnO
BnO NAPO 0 BnO
OBn OMe
95 OH OMe
(5 Iépés) 244

1. szaraz CH,Cly, NIS, AgOTT, -40 - -20 °C, 4 h (72%)
2. szaraz THF, (Mes)sN-BH3, AICI5, 1t, 1 h (80%)

OMe OB
O@QZ\SB HO e}
+

¢o  ome BnO b

N OMe
P 243 24
(12 1épés) (3 lepes)

48. abra: Az idraparinux (18) legrovidebb szintézise 11, a-szelektiv L-idoz glikozil donor

alkalmazasaval

Azonban kérdéses volt, hogy az ujonnan elballitott 243-as donor képes lesz-e teljes
sztereoszelektivitast biztositani, amikor egy amino-cukornal joval nagyobb reaktivitasi akceptorral
reagal. Nagy oromiinkre a 24-es akceptor és a 243-as donor kapcsolasa jodoniumion-aktivalassal a
kivant a-kapcsolt GH-diszacharidot eredményezte teljes sztereoszelektivitassal és kivalo hozammal
(72%), tovabbi megelégedettséggel toltott el minket, hogy a képz6dé szarmazékot Kkristalyos
formaban tudtuk izolalni. A teljesen védett diszacharid akceptorra torténd atalakitasat regioszelektiv
gylriinyitasi reakcioval valositottuk meg MesN-BH3/AICI; reagens kombinacié hasznalataval
szaraz THF-ban, igy a vart 4’-OH/6’-O-éter szarmazékot (244) kivalo, 80%-os kitermeléssel
allitottuk eld.

A 244-es diszacharid glikozilezése a 65-0s!” tioglikozid donorral NIS/AgOTf aktivalas

58



Dr. Herczeg Mihaly: D- és L-hex6zokbol felépiild oligoszacharidok szintézise és biologiai jellemzése

mellett 80%-o0s kitermeléssel szolgaltatta a vart a-interglikozidos kotést tartalmazo FGH
triszacharidot, melyet a 245-6s akceptorra alakitottuk egy 0jabb regioszelektiv gytiriinyitasi
reakcioban, szintén MesN-BH3/AICIl3 reagens kombinacié hasznalataval. A kovetkezd 1épés a
[2+3]-as kapcsolasi reakcid volt, melyben a védett pentaszacharidot allitottuk elé a 103-as
diszacharid donor és a 245-0s triszacharid akceptor kapcsolasaval NIS/TfOH aktivalast alkalmazva.
A [2+3] kapcsolasi reakcid jo hozammal ment végbe, a vart védett pentaszacharidot teljes B-
sztereoszelektivitassal, 70%-0S hozammal tudtuk izolalni a reakcidelegybdl. A szintézist a védett
pentaszacharid atalakitasaval folytattuk, mely még tovabbi 7 1épést vett igénybe. Els6ként Zemplén-
féle dezacetilezéssel eldallitottuk a diolt. A kivant metil-étereket a felszabaduld hidroxil csoportokra
a mar korabban is alkalmazott standard alkilezési moddszerrel vittiikk be Mel és NaH reagensek
hasznélataval. Ezutdn az E és a G egységekben oxidalanddé primer hidroxil csoportokat egy
1épésben, a NAP-csoportok DDQ-nal végzett oxidativ hasitasaval'’# felszabaditottuk és az -OH-kat
TEMPO/BAIB reagens egyiittes altal kivaltott oxidacios reakcioban karboxil funkciova alakitottuk,
a benzil-éterek katalitikus hidrogénezéssel torténé eltavolitasat és az O-szulfatalast a mar korabban
is alkalmazott modszerekkel végeztiik el ' elballitva igy, az eddigi legrovidebb ismert tton, 38

lépében az idraparinuxot.’®

3.3. 6-Dezoxi-L-taloz tartalmu idraparinux analég pentaszacharidok szintézise

A heparin szarmazékok szintézisének legproblematikusabb része az L-iduronsav egység,
ugyanis ez a kiilonleges cukor szabad allapotban nem fordul eld, eldallitasa hosszadalmas, tobb
mint 10 1épést igényel ¢és altalaban elég alacsony a reakcidutak Osszhozama. Ezért ennek a
szerkezeti elemnek az egyszerlsitésével igazi attorést lehetne elérni a szintetikus véralvadasgatlok
szintézisének terliletén. Feltételezésiink szerint az L-iduronsav helyettesitése 6-dezoxi-L-
talopiranoziddal, amely rendelkezik az iduronsavra jellemzO6, ¢és a biologiai hatashoz
nélkiilozhetetlen szerkezeti flexibilitassal, €és szintézise egyszerii €s hatékony, megoldhatja ezt a
problémat. Ezért célul tiiztik ki harom (permetilezett, acetil csoportokat vagy szabad -OH-kat
tartalmazo) 6-dezoxi-L-talopiranozid tartalmi pentaszacharid eléallitasat, hogy vizsgalni tudjuk,
hogy az L-iduronsav rész helyettesithet6-e ilyen szerkezeti elemmel.

Ehhez a mar korabban is alkalmazott monoszacharid épitéelemeket hasznaltuk fel (49. abra,
24, 210), valamint kovettiik az eddig alkalmazott szintézisstratégiak legjobb elemeit. Az els6 6-
dezoxi-L-talopiranozid donort (248) 7 1épésben fel tudtuk épiteni, ami valoban joval egyszertibbnek
€s jobb hozamunak mutatkozott, mint az L-idoz egység eldallitasa.

Az ortogonalisan védett 6-dezoxi-L-talopiranozil-glikozil donor (249) eldallitasat a

kereskedelmi forgalomban is kaphatdo €s olcsé 6-dezoxi-L-hexdzbdl, L-ramnozbol kiindulva
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végeztiik (49. abra, A). A kiindulasi L-ramnéz peracetilezése és tioglikozilezése utan kaptuk a 74-
es szarmazékot, melyet tovabbi két 1épésben alakitottunk tovabb a 246-0s C-4-OH szarmazékka.
Ezt a vegyiiletet a jol bevalt C-4 epimerizaciés mddszerrel, oxidacioval, majd a megfeleld 2,3-O-
acetal-ramnoz szarmazék sztereoszelektiv redukcidjaval alakitottunk at az L-talo-konfiguracioju
247-es vegyiiletté. 113175176 Ezt kovetden a C-4-OH-t (2-naftil)metil-éter csoporttal védtiik (248).
Végiil az izopropilidén védGcsoport savas hidrolizisével, majd a szabad -OH-k acetilezésével
jutottunk el a tervezett 6-dezoxi-L-talopiranozil donorhoz (249), amelynek C-2-es pozicioju részt

vevO csoportja képes biztositani a kivant 1,2-transz-szelektivitast a glikozilezés soran.

A
1. acetilezés O LAt 1Ana
2. tioglikozid képzés l (93% ket lépésre)
1. Zemplén SPh 1. oxidacio Sph Szaraz DMF sph 1- CH2CI290% TFA -
elszappanositas 0 2. redukcio fo) NaH, NAPBr o) 2. pir, Ac,0 o
AcO . S (0] o Lo 0 o
AcO 1, 2-izopopilidén HOXO (70% 4 Iépésre) HOXO 0°C-rt, NAPO XO 1.1t, 1.5 h (76%) NAPOCACOAC
képzés 24 h (93% 2.0°C-rt, 24 h
74 246 247 (93%) 248 -0°C-1t, 249
(6-dezoxi-L-taléz) (99%)
B
o8B CHCly OBn  CH,Cly, H,0 OBn
SPh n NIS, TfOH o 0 DDQ 0 0
O + HO [¢] - = BnO - o BnO =
n n
OAc B0 --15°C Q me t, 30 min OMe
NAPO~"*OAc QoMe e
249 3 h(96%) NAPOCACOAC HOCACOAC
24
250 251
CH,Cl, oo
NIS, TMSOTF | napoCo gpn
OBn OBn -50°C--15°C,3h 2180
(40% két lépésre)
BnO &/
OAc

OAc CH,Cly, H,0 OBn

OBn
253 (31%)
oB > NAPO)&N\% ‘éﬂ
n
oB ‘éﬁ o O/ﬁ/ ove
n
oozAc\/

n
254 (23%)

252 (a:p 1:1)

49. abra: A 6-dezoxi-L-taloz és az L-ramndz épitéelemek elballitasa (A) és az elsé FHG

triszacharid akceptor elsé szintézise (B)

Ezt kévetéen, a mar korabban is hasznalt 24-es akceptor glikozilezése a 249-es donorral
NIS/TfOH promoter egyiittes hasznalataval a vart 1,2-transz-a-kotésti 250-es diszacharid
képzddéséhez vezetett 96%-0s hozammal (49. abra, B). A C-4’-O-(2-naftil)metil-(NAP)-csoport
oxidativ hasitasa DDQ alkalmazasaval a 251-es C-4’-OH tartalmt diszacharid akceptort
eredményezte. Ezt a diszacharidot azonban csak kis mennyiségii 2°,4’-di-O-acetil melléktermékkel
egyiitt tudtuk izoldlni, mivel az oszlopkromatografias tisztitas soran nemkivanatos acetil-vandorlas
tortént a két pozicid kozott, igy a tovabbiakban ezzel a keverékkel dolgoztunk tovabb (a 49. abran
csak a foéterméket tiintettem fel). A 251-es akceptor NIS/TMSOTT jelenlétében torténd kapcsolasa a

210-es'® donorral azonban csak mérsékelt hozammal eredményezte a vart szarmazékot, mivel a
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252-es triszacharid a- és B-kotésti 1:1 aranyt keverékként képz6dott, melyeket sajnos nem tudtunk
elvalasztani egymastol. A kapcsolasi reakcid sztereoszelektivitasanak teljes hianya meglepd volt,
mivel a 210-es donor analdg reakcioi, korabbi munkaink soran, mind L-id6z,'*® mind L-iduronat*3®
akceptorral kizarolagos a-szelektivitassal mentek végbe. Az elvalasztas sikerességének hidnyaban a
kovetkezd reakciot a keverékbdl kiindulva hajtottuk végre. A 252-es szarmazék ideiglenes NAP-
védéesoportjanak DDQ-val torténé oxidativ hasitdsa utan a kivant 253-as triszacharid akceptort
végiil sikeresen izolaltuk, tiszta formaban, bar csak alacsony hozammal.

A mellékreakciok elkertilése és a hozam novelése érdekében az FGH triszacharid szintézisét
az izopropilidénezett 6-dezoxi-L-talopiranozid-szarmazék (248) donorként valo alkalmazasaval is
megvaldsitottuk (50. 4bra, A reakeiéut). Ordémiinkre szolgalt, hogy a C-2-es pozicidban nem
résztvevé csoporttal ellatott 248-as donorral torténd glikozilezés is kizardlag 1,2-transz-

szelektivitassal ment végbe, igy a reakcioban a vart a-kotésti diszacharid (255) képz6dott egyetlen

£1.1. 2
termékként.
A reakcidut B reakciout
OBn OBn
-<«——— | L-ramnéz
BnOpMe  a) szaraz CH,Cly, NIS 0OBn BnO
TMSOTT, szim-kollidin o o C
24 -50°C - 1t, 4 h, (50%) oo )BT -~ 246 (L-ramnoz)
+ 3 n“oMe 1. széraz CH,Cl,, NIS, TfOH
SPh b) szaraz CH,Cl,, NIS (¢]

H3C 720

AgOTf, szim-kollidin

-40°C - 1t, 3 h, (87%)

NAPO)<O 255

-50°C- -10 °C, 3 h, (98%)
2. MeOH, NaOMe, rt, 24 h, (96%)

0 3. DMF, TsOH, 2,2-dimetoxi-propan
NAPO)<O CH,Cly, H,0, DDQ | rt, 30 min, (79%) rt, 24 h, (94%)

248

e Og” 1. CH,Cly, PCC OB”
(6-dezoxi-L-tal6z) %m0 i, 24 h, (82%
- HsC7>0 BnO,
7 1épés OMe <~
i 2. MeOH, NaBH,
A 0
L-ramno6z )< 256 rt, 30 min, (96%) )< 259

OBn

é o
+ NAECS SPh

BnO
210

szaraz CH,Cly, NIS
AgOTf, szim-kollidin,
-40°C - rt, 3 h, (71%)

257-bol kiindulva
1. CH,Clp, 90% TFA
rt, 20 min,(93%)

Bn

OBn o
SN
BnO BnO, @ Bn

OOMe

OBn OBn
OH3C
BnO ¢ fBno
BnOy” OAc

OAc

2. szaraz piridin, Ac,0
rt, 48 h, (97%)
CH,Cl, H;0, DDQ 3- CH2Cl. H20. DDQ

tt, 30 min, (63%) "t 30 min, (77%)

257 R= NAP
258 R=H

50. abra: Az FGH triszacharid akceptor szintézisének optimalizalasa

Az elso reakcidban, NIS/TMSOTTf promotor rendszer hasznalataval, a 255-6S szarmazék
hozama csak mérsékelt volt, azonban jelentésen megn6tt, ha a promoter rendszerben a Lewis-savat
eziist-triflatra (AgOTY) cseréltikk. A gatolt bazis, szim-kollidin szerepe a kapcsolasi reakciokban a
savérzékeny izopropilidén csoport védelme volt a glikozilezés savas koriilményei miatt. Ezt
kovetden, a 255-0s vegyiilet C-4’-OH-jat felszabaditottuk a NAP-csoport DDQ-val torténd oxidativ

hasitasaval és a kapott 256-0s diszacharid akceptort NIS/AgOTf promoter rendszer hasznalataval
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glikozileztiik a 210-es monoszacharid donorral. Orémteli moédon a kapcsolasi reakci6 itt mar teljes
a-szelektivitassal ment végbe, igy a vart 257-es FGH triszacharidot jo hozammal tudtuk kinyerni a
reakcioelegybol. Végiil a C-47-O-NAP-éter eltavolitasa a terminalis gliikozegységrol jo hozammal
eredményezte a 258-as FGH triszacharid akceptort.

Bar az FGH triszacharid akceptor elsé eldallitasanak legtobb nehézségét a masodik uton a 6-
dezoxi-L-talopiranozil épitéelem cseréjével sikeriilt lekiizdeni, az utobbi eljaras 6sszhozamaval nem
voltunk teljesen elégedettek. Ezért egy harmadik utvonalat is kidolgoztunk a FGH triszacharid
eloallitasara, amelyben a feniltio-a-L-ramnopiranozid szarmazékot (246) hasznaltuk tal6z-prekurzor
épitéelemként, €s ennek az egységnek a C-4 epimerizacidjat diszacharid szinten valositottuk meg
(50. abra, B reakciéut). Az L-ramn6z donor (246) és a mar korabban is alkalmazott akceptor (24)
kapcsolasa a vart a-kotésti diszacharid kizarolagos képzddésével ment végbe kivaldo (98%-0S)
hozammal. A Zemplén-dezacetilezés és az azt kdvetd izopropilidénezés (259) utan a kétlépéses C-4
epimerizacid, amely piridinium-klorkromattal (PCC) torténd oxidaciot, majd NaBHas-del torténd
sztereoszelektiv redukciot foglalt magaban, kivald hatékonysaggal ment végbe, igy a 6-dezoxi-L-
talozt tartalmazd 256-0s diszacharidot kivalo, 71%-os 6sszhozammal kaptuk a 259-es vegyiiletbol
kiindulva. Ezt kdvetéen a 256-0s diszacharidot a 210-es monoszacharid donorral glikozileztiik az
el6z6 utvonalon leirtak szerint. Végiil a 257-es vegylilet 2°,3°-O-izopropilidén-acetal részét észter
csoportokkd alakitottuk, ehhez elséként savas hidrolizissel eltavolitottuk az acetal véddcsoport,
majd a kapott szabad -OH-kat acetileztiik. Az igy kapott szarmazékrol pedig a C-4”-O-NAP-éter
oxidativ eltavolitasa eredményezte a kivant 253-as FGH triszacharid akceptort.

A védett pentaszacharidok szintézisét a 258-as és a 253-as triszacharid akceptorok és a nem-
gliikuronid tipusu DE diszacharid donor (103)!3 kapcsolasaval végeztiik (51. abra), ugyanis a
korabban kidolgozott stratégiank szerint a gliikoz prekurzor (E-egység) oxidaciojat D-
gliikkuronsavva itt is pentaszacharid szinten terveztik megvaldsitani. Az izopropilidén csoportot
tartalmazo triszacharid akceptor (258) és a diszacharid donor (103) kapcsolasa NIS/TMSOTf
aktivalas mellett szolgaltatta a tervezett 260-as védett pentaszacharidot. Ezt kdvet6en eltavolitottuk
a 260-o0s szarmazék izopropilidén csoportjat és az igy kapott diolt acetileztiink, eljutva igy az
acetil/benzil védett 261-es pentaszacharidhoz. Ennek a véddcsoport-mintazatnak az volt az elénye,
hogy a végtermékekben metilezendé vagy felszabaditandd Osszes hidroxil csoportot ugyanazon
acetat-észter-csoportok maszkiroztak, mig a szulfatdland6 hidroxil csoportokat benzil-éterek
formajaban védtik. A 2°,3’-di-O-acetilezett triszacharid akceptor (253) és a DE diszacharid donor
(103) kondenzacidja kozvetleniil adta a 261-es megfeleléen védett pentaszacharidot. Mig az elso
kapcsolas csak mérsékelt hatékonysagot mutatott NIS/TMSOTf aktivalo rendszer hasznalata
mellett, a promoter rendszert NIS/TfOH-ra cserélve kivalo, 90%-os izolalt hozammal kaptuk a 261-

es szarmazékot.
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A 262-es ¢és 263-as pentaszacharid szintézisét kozos utvonalon valdsitottuk meg. Ehhez az
elsé 1épés az E-egység ideiglenes NAP-csoportjanak eltavolitasa volt, majd az igy kapott szabad
primer -OH-t oxidaltuk TEMPO/BAIB oxidalé reagensek felhasznalasaval'®*1%® karbonsavig,
eljutva igy a gliikkuronsav egységet tartalmaz6 pentaszacharidhoz (51. abra). Ezutan katalitikus
hidrogénezéssel eltavolitottuk a benzil-éter csoportokat, majd a felszabadult hidroxilokat
szulfataltuk feleslegben vett SOz EtsN komplex alkalmazasaval DMF-ben, végiill Dowex Na*
ioncseréld gyantaval torténd kezelés utan a részlegesen acetilezett idraparinux-analdog végterméket
(262) oktanatriums6 formaban tudtuk izolalni. Azt kovetden, az acetil csoportok 3 M vizes NaOH-
oldattal torténé hasitasa eredményezte a masodik (263), 6-dezoxi-L-talopizanozid tartalmu,

idraparinux-analog szarmazékot, amely szabad hidroxil csoportokat tartalmaz az E- és G-

egységeken.
OBn OBn OBn
MeO o
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)YO o Q- PP g, o) MeO 0
260 BnOO OAc AOO SPh
1. CH,Cl, 90% TFA OAc wr €

rt, 30 min (53% 2 Iépésre)

2. szaraz piridin, Ac,0 j ° o o,
t, 24 h (44%) a) szaraz CH,Cly, NIS, TMSOTf, -40 °C - +10 °C, 5 h, (52%)

b) szaraz CH,Cl,, NIS, TfOH, -20 °C - +15 °C, 3.5 h (90%)
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51. abra: A 6-dezoxi-L-talopiranozid tartalmu védett pentaszacharidok szintézise €s atalakitasa

A 261-es vegyiilet teljesen O-metilezett és O-szulfatalt végtermékké torténd atalakitasat egy

eltérd utvonalon valdsitottuk meg (51. abra). Az irodalombdl és korabbi munkainkbol ismert volt,
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hogy az uronsav-egységek hajlamosak a B-eliminaciora az éteresitési reakcid bazikus koriilményei
kozott. 133177 Ebbo] kifolydlag a gliikuronsav rész oxidativ kialakitasa elétt a 261-es vegyiiletet
Zemplén-koriilmények kozott dezacetileztiik, és a kapott tetraolt (264) metil-jodid és natrium-hidrid
jelenlétében metileztiik. Ezt kovette a NAP-véddcsoport-eltavolitasaval, majd az E-egységen
felszabadult hidroxil csoport TEMPO/BAIB kivaltotta oxidacidjaval, kialakitottuk a molekula
glikuronsav egységét. A szulfatalandé hidroxil csoportokat Kkatalitikus hidrogénezéssel
debenzileztiik, végiil a hét szabadda valt hidroxil csoport egyidejii O-szulfatalasat valdsitottuk meg
SOs3-Et3N alkalmazasaval, majd a tisztitas és Dowex Na* ioncseréld gyantaval torténd kezelés utan
kaptuk a 265-6s, O-metilezett és O-szulfatalt pentaszacharidot.

A végleges csoportok kialakitdsaval végiil sikeresen eldallitottuk mind a harom tervezett 6-
dezoxi-L-talopiranozid tartalma pentaszacharidot 32-34 1épésben.’’® Elvégezve a véralvadasgatlasi
vizsgalatokat sajnos azonban kideriilt, hogy az altalunk eszk6zolt valtoztatasok a gatlo hatas szinte
teljes elvesztéséhez vezettek (6. tablazat). Ez valdszinileg a kotddéshez esszencialis karboxil
csoport hidnyaval magyarazhato a G-egységen, valamint azzal hogy a bioaktiv ?So konformer,
méréseink alapjan, kisebb aranyban van jelen a konformacids egyensulyban, vélhetdéen az L-tal6z

rész kevésbé flexibilis, mint az eredeti L-iduronsav egység.*’®

Anti-Xa aktivitas (U/mg)
Heparin (6) 1
Idraparinux (18) 1911
Permetilezett pentaszacharid (262) 0.3
Részlegesen acetilezett pentaszacharid (263) 0.3
Részlegesen metilezett pentasaccharide (265) 0.5

6. tablazat: A heparin, a referencia vegyiilet idraparinux (18) és az eldallitott 6-dezoxi-L-

talopiranozid tartalmu pentaszacharidok (262, 263 és 265) Xa faktor gatlo aktivitasa

3.4. Uj szintetikus 1t kidolgozasa L-hex6z tioglikozid donorok gazdasagos eléallitasra

Az eddigi eredményeinkbdl jol lathatd, hogy a meglehetésen ritka, de ennek ellenére
biologiailag igen széles korben elterjedt L-hex6zok, valamint ezeknek megfelelé 6-dezoxi parjai
fontos szerepet toltenek be a bioldgiailag aktiv molekuldk felépitésében. Az L-cukrok egy része
ugyan megtalalhatd szamos természetes forrasban, de kozvetleniil nem, vagy csak nagyon

koltségesen izolalhatok. Szinte mindegyik tipusa kereskedelmi tton elérhetd, viszont a legtobbjiik
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nagyon draga. Ezért kiemelkedd jelentdségli ezen szdrmazékok gazdasagos eldallitdsanak kutatdsa,
amely a szénhidratkémia torténete soran mindig nagy kihivast jelentett a kémikusok szamara.
Kutatdsaim ezen részének célja az volt, hogy kidolgozzunk és optimalizaljunk egy 0j, az
eddigieknél hatékonyabb reakcidoutat mind a 8 L-hexo6z eldallitasara. Terveink szerint a teljes
szintézis megvalosithatdo két kereskedelmileg konnyen hozzaférhetd és olcsd D-cukorbol, D-

gliik6zbdl és D-mann6zbol kiindulva.

crer

szintézise

Ezen kutatason belill, vizsgaltuk az éter- és észter-védécsoportoknak az L-hexozok
eloallitasara gyakorolt hatasat is, ennek érdekében harom kiilonb6z6 szubsztiticiés mintazatot
épitettiink ki a fenil-1-tio-a-D-mannopiranozidon. Ehhez mindegyik esetben (2-naftil)metil-étert
(NAP) vittiink be a C-4 pozicioba. A C-2-, és 3-as hidroxil csoportokat ezzel szemben kiilonb6z6
modon maszkiroztuk, eldallitottunk di-O-benzil-, di-O-benzoil- és 2-O-benzoil-3-O-benzil-

véddcsoporttal ellatott szarmazékokat (52. abra) is.

l 41épés Csak_ a_D'BL_J' indu'kélta L-gulo
eliminacié soran szarmazékok
HO 2 vagy R'O 1 N I 1. széraz THF, BHyTHF (G5 ep'me;'zac'o)
Np"S-0 3 Iépes [ eliminécios N =N R'O 0°C,1.5h OR
0 O ———» NAPO O —— > NAPO 0 + - s HO 07 -Skh
HO R?0 reakciok R?O NAPO 0 o OR
SPh SPh (NaH, DBU SPh R°0 2.30% H,0, NAPO
266 AGF s SPh satd. NaHCO3
267R'=8Bn,R2=Bn A9F) 270 R'=R2=Bn (91%) 273 R' = R? = Bn (38%) 0°C-rt 2h 276 R'=R?=Bn (65%)
268 R' =Bz, R?=Bz 271 R" = R? = Bz (66%) 274R"'=R?=Bz (31%) 277 R' = R? = Bz (74%)
269 R"=Bz,R?=Bn 272 R' = Bz, R? = Bn (87%)| 275 R' = Bz, R? = Bn (29%)| 278 R = Bz, R? = Bn (84%)
szaraz CH,Cly, DDQ | g9°C, 2 h
) szaraz CH,Cl, OR? szég; TI\I—/:FY S'Cb OR?
OR 3'Meg SPh
NAPO sph < CC  NAPO SPhe - CFQZ‘OW
OR! oR t1h €O
o i, 5h HO , N
285 R' = R2 = Bn (67%) - . 270 R‘j R B (77
286 R' = R? = Bz (73%) 262R =R =Bn (80%) O o o o)
287 R = Bz, R = Bn (58%) 283 R’ =R" =Bz (86%) RO=R =Bz (83%)
284 R" = Bz, R? = Bn (87%) 281 R" =Bz, R?=Bn (67%)

L-allo szarmazékok
(C-4 epimerizacio)
LiBH(sBu)s 2

OR
NAPO SPh
0
78-20°C, 2 No—ZIQ7 5
288 R' = R? = Bn (98%)

289 R' = R? = Bz (+ 283, 81%, ratio: L-gulo : L-allo = 8 : 2)
290 R' = Bz, R? = Bn (89%)

szaraz THF

crer

Ehhez elséként a fenil-1-tio-a-D-mannozid’®*8 4,6-O-(2-naftil)metilén-szarmazékat (266)
allitottuk eld D-manndzbol kiindulva, négy lIépésben, irodalmi példak alapjan. A 266-0s vegyiilet
tovabbi funkcionalizalaséval épitettiik ki a kivalasztott véddcsoportokat (benzil és benzoil), majd az
acetal-gylr(it nyitva szabaditottuk fel a primer hidroxil csoportokat. Ezt kovetéen a primer

alkoholokat trifenilfoszfin, jod ¢s imidazol reagensek hasznalataval alakitottuk at a tervezett 6-jo6d
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szarmazékokka (267, 268, 269). A szintézis egyik kulcs 1épése az 5,6-telitetlen szarmazékok
eléallitasa volt. Ezen vegyiiletek eldallitasanak optimalizalasara a munka soran vizsgalni kivantuk
az eliminacios reakciokat a harom leggyakoribb dehidrohalogénezd reagenssel, NaH-del, DBU-nel
¢és AgF-dal.

A teljesen éterrel védett 267-es mannozid szarmazék NaH altal indukalt eliminacioja hozta a
legjobb eredményt, a reakcidoban a vart 5,6-telitetlen 270-es vegyiilet kivalo, 91%-0s hozammal
képzddott. A 267-es vegyiilet DBU-val torténd kezelése a kivant 270-es alkén-szarmazék és a 273-
as 6-amidinium melléktermék egyidejii képzddéséhez vezetett, kdzel 1:1 aranyban. Az AgF-dal
végzett HI eliminaci6 is nagy hatékonysaggal eredményezte az exociklusos alkén-szarmazékot,
azonban kis mennyiségii 6-dezoxi-6-fluor-szarmazékot is kaptunk a 267-es vegyiileten lejatsz6do
egyidejii nukleofil szubsztiticios reakcid miatt.

A kovetkezd tesztelt vegylilet a 2,3-di-O-benzoil-szarmazék (268). A NaH-kozvetitette
reakcioban a teljesen védett exociklusos alkén (271) helyett a telitetlen 2,3-diol képzd6dott, mivel az
¢észter csoportok a felhasznalt erdsen bazikus koriilmények kozott lehasadtak. Sajnos azonban ezen
szarmazék hozama is minddsszesen csak 17% volt, és a 3,6-anhidro szarmazék képzodott 6
termékként. Ez vélhetden azzal magyarazhatd, hogy az észter hasitdsa megeldzi az eliminacids
reakciot, és a képzodott 6-j6d-2,3-diol koztitermék inkabb intramolekularis nukleofil szubsztiticiot
szenvedett el a 3-OH altal, mint E2 elimindcios reakciét a NaH altal. A DBU altal kivaltott
eliminacios reakcid a vart 5,6-telitetlen 271-es vegyliletet eredményezte j6 hozammal (66%). Ebben
az esetben is megfigyeltiik a DBU altal kivaltott nukleofil szubsztiticids reakcidt, bar valamivel
kisebb mértékben, mint a teljesen éterrel védett szarmazék esetében, igy a kvaterner amidinium sot
(274) csak 31%-0s hozammal tudtuk izolalni. Az AgF-fel t6rténé dehidrojodozas a vart 271-es
vegyliletet eredményezte mérsékelt, 55%-o0s hozammal, és melléktermékként egy kétszeresen
eliminalt szarmazékot is izolaltunk.

A 2-0-benzoil-3-O-benzil-védett (269) vegyiilet esetében a NaH-es eliminacié soran csak egy
2,6-anhidro szarmazék keletkezett, viszont az kivald hozammal (99%). DBU eliminaci6s agens
alkalmazasaval a vart telitetlen vegyiiletet (272) csak mérsékelt hozammal tudtuk izolalni, azonban
az amidinium melléktermék (275) itt is képzodott egy kompetitiv nukleofil szubsztiticios
reakcioban. Ennél a szarmazéknal (269) az AgF altal kivaltott eliminacios reakcid adta a legjobb
eredményt, a vart 272-es exociklusos alként 87%-0s hozammal kaptuk, és ebben az esetben egyéb
melléktermék-képzddést nem figyeltiink meg.

Az 5,6-telitetlen szdrmazékok sikeres eldallitasa utan mindharom D-mannéz szarmazékbol
szarmazo exociklusos alkénen elvégeztik a C-5 epimerizacidés reakciokat (52. abra). Az
epimerizacids folyamat elsé 1épése a hidroboralds, melyet BH3- THF komplexszel hajtottunk végre

szaraz THF-ben, majd ezt kdvette a 30%-0s H202-dal kivaltott oxidacio, végiil az igy kapott borsav-
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¢észter hidrolizisét lagos korilmények kozott telitett NaHCOs-oldattal oldottuk meg. Az L-
végbe, igy a fenil-1-tio-L-gulopiranozidok jo vagy kivaldé hozamokkal képzddtek a reakcioban. Az
alkalmazott véddcsoport-mintazatok észrevehetéen befolyasoltdk mind a C-5 epimerizacio
hozamat, mind a sztereoszelektivitasat. Mig a teljesen éterrel védett 270-es vegyiilettel csak 5,4 : 1
L-gulo : D-manno aranyt kaptunk, a 270-es vegyiilet 2,3-benzil-csoportjainak benzoil-csoportokka
torténd cseréjével az L-gulo arany 9,3 : 1l-re nott. A legnagyobb hozamot és a legjobb L-gulo
szelektivitast a C-2 helyzetben benzoil csoportot tartalmazo 272-es vegyiilettel értiik el. Ennek oka
vélhetden a C-2 észter csoportjanak a karbonil csoportjadhoz torténd boran koordinacio lehet,
melyen keresztiil juthat a bordn a molekula felsd feliiletre, és ez segitheti elé a hidrid donacidt a
fels6 oldalrol a C-5 szénatomra. A kis mennyiségben képz0dd, megfelelé D-manno-szarmazékokat
szintén izolaltuk a reakcidelegyekbdl, ezek ugyanis Gjrahasznosithatok és harom 1épésben (jodozas,

A tovabbiakban az L-gulo-szarmazékokat (276, 277, 278) egy oxidacios/redukcids reakcid
kombinacioval (C-4 epimerizacio) alakitottuk at a megfeleld L-allopiranozidokka (52. abra). Ehhez
elészor a (2-naftil)metil-csoportot a C-4-es poziciobol a C-6-os pozicidba helyeztikk at, melyhez
els6ként DDQ-val kivaltott oxidativ acetdl gytirtizarassal kialakitottuk a 4,6-O-acetal csoportot
(279, 280, 281), majd reduktiv gytrii-nyitast végeztiink BH3-MesN/AICl3 reagens kombinacioval,
eljutva igy a C-4-OH tartalmt vegyiiletekhez (282, 283, 284). A szabad hidroxil csoportok
piridinium-klor-kromattal (PCC) torténd oxidacidja szaraz CH2Clo-ban jo hozammal eredményezte
a vart 4-keto-szarmazékokat (285, 286, 287). A végso reduktiv atalakitast L-szelektriddel végeztiik
el, ugyanis irodalmi példak alapjan az ulozidok L-szelektriddel8! torténd redukcidja alacsony
hémérsékleten nagy szelektivitassal eredményezi a cisz vicinalis diolokat.!3182 A 285-5s és 287-es
vegylletek L-szelektriddel torténd redukcidja valoban nagy sztereoszelektivitast mutatott, a vart
ekvatorialis C-4-OH tartalma L-allopiranozidok (288 és 290) kivaldé hozammal képzddtek a
reakcioban. Azonban a 2,3-di-O-benzoil-szarmazék (286) redukcidja az L-gulo (283) és L-allo (289)
az 'H NMR spektrum alapjan tudtuk meghatarozni. A 285-6s és 287-es vegyiiletek redukciojaban
tapasztalt magas allo-szelektivitas a Cram-féle kelatmodellel magyarazhato.'®* Jelen esetben az L-
szelektridben talalhatdo Li* koordinalédik a cukormolekula C-4-es karboniljahoz és a C-3-as
oxigénhez, megakadalyozva igy a reagens tamadasat a molekula fels6 oldalardl, igy a hidrid csak az
als6 feliletr6l tud tamadni, szelektiven allo-epimereket eredményezve. A 286-0S vegyiilet
redukciojaban megfigyelt alacsony és ellentétes sztereoszelektivitas azonban meglepé volt, de az
irodalmi attekintés hasonld példakat tart fel, amikor a szomszédos észter csoport jelenlétében

végzett redukcid sordn nem figyelték meg az el6bb emlitett kelat képzOdését.t13185186 A
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legval6sziniibb ok az lehetett, hogy az észter csoporttal védett C-3-as oxigén nem rendelkezik
kelatképz6 képességgel az észter csoport elektronszivo tulajdonsagai miatt. Viszont ebben az
esetben létrejohet a fém C-6-O-hoz vald koordinacidja, ami viszont csak a molekula alsé oldalan

lehetséges, lehetdvé téve a hidrid tAmadasat a felsé oldalrol.

3.4.2. D-manndzbdl kiindulo szintézisek I1. Az L-gliiko és L-galakto konfigurdcioju tioglikozid
donorok szintézise D-altrozon keresztiil

Miutan a valtozatosan funcionalizalt D-mannozidokat sikeresen atalakitottuk L-gulopiranozil-
¢és L-allopiranozil-donorokka, figyelmiink az L-galakto- és L-gliiko-szarmazékok szintézise felé
fordult.’®3 Ezt az atalakitast D-manndzbdl kiindulva D-altrézon keresztiil lehetséges megcsinalni.
Ehhez els6ként a 266-0S mannozid szarmazékot atalakitottuk a benzil- és benzoil funkcionalizalt
293-as és 294-es 6-jod-D-altroz-tioglikozidokka, amelyek mar készen allnak az eliminacids proba
reakciok kivitelezésére (53. abra). Ehhez a 266-o0s diol C-2 hidroxil csoportjat szelektiven védtiik
egy benzoil csoporttal. A C-3-as epimerizaciohoz oxidacios/sztereoszelektiv redukcios reakcid
kombinaciot alkalmaztunk, kihasznalva a C-2 benzoil csoport kelatképzési hianyat, ezaltal
eldsegitve a hidrid tamadast a sztérikusan kevésbé zsufolt B-oldalrdl, és biztositva a sziikséges
transz-diolt. A 291-es szarmazék szabad hidroxil csoportjanak PCC-vel tortén6 oxidacidja, majd a
keto szarmazék NaBHg-del torténd redukcidja valoban tilnyomorészt invertalta a C-3-as csoport
Ezt a vegyiiletet két 1épésben alakitottuk at a 2,3-di-O-benzilezett szarmazékka. A 292-es
vegyliletbdl egy dibenzoilezett szarmazékot is eldallitottunk BzCl-lal torténd észteresitéssel szaraz
piridinben, igy jo hozammal kaptuk a vart 2,3-di-O-benzoil szarmazékot. Az igy teljesen védett
vegyiiletek C-6-OH csoportjat regioszelektiv reduktiv gylirlinyitasi reakciokkal szabaditottuk fel és
a kapott vegyiiletek primer hidroxil csoportjat jol tavozo-csoportta alakitottuk, igy kivaldo hozammal
kaptuk a 293-as és 294-es C-6-jodid szarmazékokat.

A mannozidokhoz hasonléan az altropiranozidok (293 és 294) dehidrojodozasat is
megvizsgaltuk harom kiilonb6zo reagenssel: NaH, DBU és AgF (53. abra). A teljesen éterrel védett
293-as szarmazék NaH-dal torténd eliminacids reakciojaban a vart 5,6-telitetlen vegyiilet (295)
kivalé hozammal képz6dott. Ezt az exociklusos alként kaptuk, elfogadhaté hozammal, a DBU-val
indukalt reakcidban is, azonban a DBU-val konjugélt 297-es amidiniumsoét szintén izolaltuk a
reakcioelegybdl 41%-0s hozammal. A molekula AgF-dal torténd dehidrohalogénezése sokkal

cre

utan is a telitetlen 295-6s vegyiiletet csak mérsékelt 52%-o0s hozammal tudtuk kinyerni a reakciobol.
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Csak DBU kivaltotta

eliminaciobdl
N .
S @ I
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C-3 epimerizacio o
" 1. széraz CH3CN 297 R = Bn(41%)
4 |épés i 298 R = Bz (42%)
PhC(OEt)3 D-manno 1. szaraz CH,Cl, D-altro L + —
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~ , ~ ) o~ eliminacios
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SPh “ ’ SPh HO  SPh RO  SPh (NaH DBU RO SPh
0°C, 15 min NaBH, (NaH,
266 57%) 291 t, 1 h (58%) 292 203R = Bn AGF)  295R = Bn (85%)
° 294 R =Bz 296 R = Bz (53%)
1. szaraz THF 2.30% H,0,
BH3 THF sat. NaHCO3
0°C,2h 0°C-rt,2h
L-gliiko szarmazékok B ; .
(C-4 epimerizacio) szaraz toluol szaraz THF L sgé/_e'zskéopisni:ir;gz%l;ok
PhsP, DIAD AlCly o sPh széraz CH,Cl,
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z o OR m, 15h OH mih N, 0°C,2h  NAPO
305 R = Bn (60%) 303 R = Bn (68%) 301 R =Bn (80%) 299 R = Bn (68%)
306 R = Bz (51%) 304 R = Bz (64%) 302 R =Bz (78%) 300 R =Bz (76%)

53. abra: Az L-galakto és L-gliiko konfiguracidji szarmazékok szintézise D-altroz szarmazékokon

keresztiil D-mann6zbol kiindulva

A 2,3-di-O-benzoilezett 294-es szarmazék NaH-dal torténd kezelése — hasonléan a D-manndz
esetében tapasztaltakhoz — dezacilezést, majd hidrogénjodid eliminaciot és ezzel egyidejiileg egy
2,6-anhidro-altrozid képzodését eredményezte a 6-jodid intramolekularis helyettesitésével. A DBU
altal kivaltott reakcioban a vart 296-0s alkén képz6dését (50%), az el6z6 reakciokhoz hasonldan,
egy nukleofil szubsztiticios reakcid is kisérte, amely a 298-as kvaterner amidinium sé
képzddéséhez vezetett. A legjobb hozamu reakci6 az AgF éltal kozvetitett eliminacié volt, de a vart
5,6-telitetlen 296-0s vegyiilet igy is csak mérsékelt hozammal (53%) képzdodott.

Az 5,6-telitetlen 295-0s és 296-0s szarmazekok sikeres szintézise utan mindkét szarmazékon
C-5 epimerizaciot végeztiink a korabban leirt hidroboralasi/oxidacios reakcioval (53. abra). A vart
D-altro epimereket nem detektaltak a reakcioelegyekben. A D-mannozid alkénekhez hasonloan a C-
5 epimerizacios reakcio hatékonyabb volt az észter-védett vegyiiletek esetében. A korabban az L-
gulozid szarmazékokra kidolgozott epimerizacios sémat kovetve a kapott L-galakto szarmazékokat
(299, 300) harom 1épésben a megfeleld L-gliiko epimerekké (305, 306) alakitottuk at (53. abra).

Elészor is, mint kordbban, egy DDQ-kozvetitett oxidativ acetal ciklizacio (301, 302) és egy
regioszelektiv reduktiv gylirinyitas kombindciojaban a C-4-es pozicioban 1évé NAP-csoportot a C-
6-os pozicioba helyeztiik at, felszabaditva igy a C-4-OH csoportot (303, 304). A 4,6-O-acetal
csoportot tartalmazo, benzil védett, L-galakto szarmazék (301) kristalyos formaban keletkezett,

szerkezetét rontgendiffrakcios vizsgalattal is igazoltuk (54. abra).
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54. abra: A 301-es vegyiilet ORTEP nézete 40%-os valoszinliségi szinten

A 303-as szarmazék oxidacioja soran keletkez6 C-4-es keto csoport, a szomszédos C-3-O-
benzil-csoport jelenlétében, ami kelatképzé tulajdonsagu, redukcioja a galakto-epimer tjra
képzddését eredményezné. Ebbol kifolyolag az L-szelektridet nem tudtuk volna hatékonyan
hasznalni a redukcié soran. Ezért figyelmiink a Mitsunobu-izomerizéciora, mint megfeleld
modszerre iranyult a kivant transz-diol szerkezeti rész kialakitisara.!'®* A C-4-OH Mitsunobu
epimerizacidjat p-nitrobenzoesavval, trifenilfoszfinnal (PhsP) és diizopropil-azodikarboxilattal

(DIAD) végeztiik el szaraz toluolban. Az éterrel védett szarmazék (303) esetében jo hozammal

crer

crer

egy eliminacids reakcio is lezajlott, melléktermékként a 4-dezoxi-4,5-telitetlen szarmazékot
eredményezve.

Ezen fejlesztésének koszonhetden, sikeresen kidolgoztunk egy hatékony szintetikus utat négy
ritka L-hexdz (L-guldz, L-galaktdz, L-alloz és L-glikoz) eléallitasara ortogonalisan védett
tioglikozidok forméjaban, az olcs6 D-mann6zbol kiindulva, a legkonnyebben elérhetd vegyszereket

¢s a leheto legkoltséghatékonyabb atalakitasokat alkalmazva.

«rer

szintézise

A D-manno6zbol kiindul6 szintézisekkel parhuzamosan a D-gliikozbdl eldallithatd L-hexdzok
szintézisének lehet8ségét is megvizsgaltuk.'®’ Elméletileg D-gliikozbdl is négy L-hexdz (L-iddz, L-
altréz, L-taloz és L-manndz) allithatd el6 az elézéekben mar bemutatott, C-3, C-4 és C-5
epimerizacids reakcidkat tartalmazo utvonalon. Elsdként a kozvetleniil a gliikozbol eldallithatd
epimereknek, az L-ido és az L-altro konfiguracioju tioglikozidoknak a szintézisével foglalkoztunk.
Anomer véddcsoportként az o-SEt csoportot valasztottunk, mivel konnyen aktivalhatd, ami

elengedhetetlen az oligoszacharid szintéziséhez és kordbban mar kidolgoztunk egy hatékony
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szintézist tisztan az a-anomer szintézisére.’®’” A 4,6-O-Np acetallal védett a-etiltio-gliikozidot (238)
irodalmi példak alapjan 6 1épésben Aallitottak eld D-gliikozbdl kiindulva.3170 Ezt kdvetden, mint
ahogyan a D-manndz szarmazékok esetében is, harom kiilonb6z6 véddcsoport-mintazatot
alakitottunk ki a C-2-es és C-3-as pozicioban (55. abra). Ehhez a 238-as acetal szarmazékot eldszor
BnBr-dal reagaltattuk fazistranszfer reakcioban ligos korilmények kozott. fgy a C-2-OH-t
szelektiven tudtuk benzilezni, majd az igy kapott szarmazékot (307) BzCl-lal benzoileztiik szaraz
piridinben, kialakitva igy a C-3-as pozicidoban egy észter csoportot. Ezt kovetden a védett
szarmazék (308) C-6-OH-jat egy szelektiv gylriinyitasi reakcioban felszabaditottuk
BH3- THF/TMSOTTf reagens kombinaciét alkalmazva (311). A teljesen éterrel védett szarmazék

(214) szintézisét a 225-6s vegyiileten keresztiil mar ismertettiik korabbi munkankban.6°

Csak a DBU indukalta
eliminacié soran
6 Iépésl CH,Cly, BnBr N/\®> .
BusNHSO, szaraz pir. =N
Np 2 0 5% NaOH Np™~2 o BzCl  Np L o NAPO 0
HO — o ——> B0 R,0 .
HO St 45°c, 48 h BnOggt 0°C-rt, BnO gt 1~ SEt
(55%) 307 24 h (93%) 308 316 Ry = R, = Bn (55%)
o 317 Ry = R, = Bz (8%)
0°C -1t 215-b3| 318 Ry = Bn, R, = Bz (22%)
) szaraz CH,Cl, ; ,
a) szaraz DMF BH~-THF 2.5h szaraz toluol szaraz DMF | " ]
5
NaH, BnBr TMSOTf OH PPhg, I, I NaH
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0°C-rt,24h 309 R =Bz (91%) 310 R, = Ry = Bz (96%) 312 Ry = R, = Bz (94%) DBU 314 R, = R, = Bz (73%)
311 Ry = Bn, R, = Bz (94%) 313 R, =Bn, R, =Bz (87%) 70°C 315 R, = Bn, Ry = Bz (67%)
24 h
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OBz OBz
Ac,0 NAPOWSE vagy NAPOWSB , 324 (53%)
65°C, 2.5 h o szaraz MeOH "o 326 (29%)
T OBn OBn
327R,=R,=Bn (89%)  NaBHs 330 R, =R, = Bn (17%)
328 R = R, = Bz (0%) rt, 1h 331 R, = Bn, R, = Bz (35%)

329 R, = Bn, R, = Bz (78%)

55. abra: Az L-ido ¢és L-altro konfiguracidju szarmazékok szintézise D-gliikkozbol kiindulva

Az észter-védett szarmazék eldallitasahoz a 238-as diol szabad hidroxiljait BzCl-dal benzoileztiik
(309), melyet egy regioszelektiv reduktiv gytirlinyitasi reakcioval felszabaditottuk a molekula
primer -OH-jat (310). Végiil a kapott primer alkoholokat nukleofil szubsztitcios reakciokkal kivalo
hozammal 6-jodszarmazékokka (215, 312, 313) alakitottuk. Az eliminacios reakciokat itt is
szisztematikusan vizsgaltuk minden szarmazékon, mindharom, mar korabban is bemutatott (NaH,

DBU, AgF), reagens felhasznalasaval. Vizsgalatainkat elséként a 2,3-di-O-benzoil-szarmazékkal
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(310) végeztiikk el. A NaH-kozvetitette eliminacios reakcioban 3,6-anhidro-szarmazékok keveréke
képzodott, a vart terméket (314) nem sikeriilt izolalni a reakcidelegybdl. A DBU indukalta
eliminacids reakcid optimalizalasa sordn azt tapasztaltuk, hogy a reagens mennyiségének
csOkkentésével a vart 5,6-telitetlen termék (314) hozama noétt, és a legjobb hozamot 2,5 ekvivalens
DBU alkalmazasaval értiik el (73%). A mar korabban is megjelend, kvaterner amidinium sé
mellékterméket (317) minden reakciobol tudtuk izolalni. Ezutan az eliminaciot AgF-dal is végre
hajtottuk, a reakcioban a vart 5,6-telitetlen szarmazék (317) csak mérsékelt hozammal képzodott.
Az eredményekbdl jol lathato, hogy a 2,3-di-O-benzoil-szarmazék (312) esetében a DBU a
leghatékonyabb reagens a HI eliminéciojanak kivaltasdban. Az ortogondlisan védett 6-jodszarmazék
(311) esetében a vart 5,6-telitetlen vegyiilet (315) szintén nem keletkezett a NaH reagenssel
kivaltott eliminacios reakciobol. A DBU-val inicialta elimindcids reakcid esetében itt is a 2,5 ekv.
DBU alkalmazasa THF-ben bizonyult a leghatékonyabbnak az 5,6-telitetlen szarmazék (315)
szintézisére, akarcsak az el6bbi esetben. Tovabba a DBU-val konjugalt kvaterner amidinium sot
(318) is tudtuk izolalni ezekbdl a reakciokbol. Az AgF altal kivaltott reakcioban a vart 5,6-telitetlen
szarmazékot (315) csak mérsékelt hozammal tudtuk izolalni. A teljesen éterrel védett szarmazék
(214) esetében a NaH-del és AgF-fel kivaltott eliminacidos reakciok kivaldé hozammal
eredményezték a vart 5,6-telitetlen szarmazékot (216), és melléktermékek képzodését nem figyeltiik
meg. Erdekes médon azonban a DBU-kozvetitette eliminaciés reakcié csak alacsony hozammal
eredményezte a vart telitetlen vegyiiletet (216), és a DBU-val konjugalt kvaterner amidinium sé
(316) jelent meg fétermékként 55%-os hozammal. Ez feltehetéen a benzil csoportok aktivalo
hatasanak volt kdszonhetd.

Az 5,6-telitetlen szdrmazékok (216, 314, 315) kulcsfontossagu C-5 epimerizacidjat a kettds
kotés hidroboraldsaval és az azt kovetd oxidacids reakcioval végeztiik el.!11112169 Mindharom
vegylilet esetében a hidroboralas és az azt kovetd oxidacid jo6 hozammal €s sztereoszelektivitassal
eredményezte a vart L-ido szarmazékokat (217, 319 és 320), és csak nagyon kis mennyiségli D-
gliiko izomer képz6dott a reakciokban. A legjobb hozamot a teljesen éterrel védett vegyiilet
esetében (217) figyeltik meg, mig az észter-véddcsoportok jelenléte kismértékben csokkentette a
reakcid hatékonysagat. Erdemes megjegyezni, hogy a képzédott D-gliko szarmazékok
ujrahasznosithatok, ¢és ismét alavethetdk a jodozas/eliminacid/hidroboralas/oxidacié reakcid
sorozatnak az L-ido szarmazékok el6allitasa céljabol.

Annak érdekében, hogy az igy eldallitott L-idopiranozidok (217, 319 és 320) alkalmasak
legyenek oligoszacharidok szintézisére, valamint a tovabbi atalakitasokhoz (L-ido — L-altro
konverzid), a szabad 6-OH csoportot védeni kellett. Esetiinkben a legkézenfekvobb megoldas itt is a
4-ONAP éter csoport oxidativ koriilmények kozott torténd 4,6-O-acetalld torténd atalakitasa volt.

Ezt, a korabbiakhoz hasonléan DDQ reagenssel szaraz CH2Clo-ban végzett gytirlizarasi reakcioval
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oldottuk meg. A reakcidkban a teljesen védett tioglikozid-szarmazékok (321, 322 és 323) jo
hozammal képzodtek. Ezt kovetbéen az igy képz6dott 4,6-O-acetal gylriit regioszelektiven
felnyitottuk egy reduktiv gylrinyitasi reakcioban BHsz-Me3sN/AICIz reagens kombinacio
hasznalataval szaraz THF-ben, felszabaditva igy a C-4-OH csoportot. A gytriinyitasi reakciok jo
hozammal mentek végbe, és a kapott szarmazékok (324, 325 és 326) igy mar alkalmasak voltak L-
altro szarmazékok szintézisére C-4 epimerizacios reakcioval.

A C-4 epimerizaciot (L-ido — L-altro atalakitas) egymast kovetd oxidacios/redukcios
1épésekkel terveztiik végrehajtani. Elsdként a csak éter-véddcsoportokat tartalmazé (324) vegyiilet

1,188 ¢és a reakcidban a vart

oxidaciojat hajtottuk végre DMSO/Ac20 oxidald agens felhasznalasava
4-uloz (327) képzodott kivalo hozammal (89%). A 2,3-di-O-benzoilezett szarmazék (325) esetén
azonban sem a DMSO/Ac0 reagenssel, sem a PCC-vel végzett oxidacié nem eredményezte a vart
terméket, csak egy 3-O-eliminalt ketont sikeriilt izolalni a reakcidelegybdl. Az ortogonalisan védett
szarmazék (326) PCC-kivaltott oxidacidja komplex reakcidelegyet eredményezett. Ebben az
esetben a vart 4-keto terméket (329), csak nagyon alacsony hozammal tudtuk izolalni. A 326-0s
szarmazék oxidacioja, az enyhébb, DMSO/Ac20 reagens kombinacioval mar sokkal hatékonyabban
ment végbe, és jO hozammal (78%) eredményezte a vart 4-0x0 szarmazékot (329). A sikeresen
eléallitott 4-keto szarmazékokat (327 és 329) ezutan redukcios 1épésnek vetettiik ala. A reakciokban
kétféle reagenst is kiprobaltunk, NaBHs-et és L-szelektridet, igy vizsgalva a redukaloszer hatasat a
redukci6 sztereokémiai kimenetelére. Irodalmi példak!3181.182189 alapnian nagyobb szelektivitast
vartunk az L-szelektrid alkalmazasa soran, de emellett az olcsé és elterjedt NaBH4 redukaldszert is
leteszteltiik. Feltételezésiink szerint a nagy térkitoltésii L-szelektrid varhatoan a karbonil C-atomot,
eléonydsen a pirandzgytrii also felilete felol fogja tudni megtamadni, mivel a fels6 részen 1évo
axialis C-3-as véddcsoportnak gatld hatasa van. Varakozasunknak megfeleldéen az ortogonalisan
védett szarmazék (329) L-szelektriddel torténd redukcidja a vart L-altro szarmazékot (331)
eredményezte 6 termékként, bar a sztereoszelektivitds meglepden alacsony volt, mivel jelentOs
mennyiségii L-ido szarmazék (326) is keletkezett a reakcioban. A NaBHas-del végzett reakcioban
csak a kiinduldsi L-id6z szarmazékot nyertiik vissza kozepes hozammal, és mas terméket nem
tudtunk izolalni a reakcidelegybdl. A teljesen éterrel védett molekula (327) esetében azonban a
redukciok, meglepé modon, ellentétes eredményre vezetett. Ezt a szarmazékot (327) L-szelektriddel
kezelve kizarolag a kiinduldsi L-idoz szarmazékot kaptuk vissza jo hozammal. A kis térkitdltést
de sajnos csak alacsony (17%) hozammal, és a f6 termék itt is az L-ido szarmazék (324) volt. igy
végiil sikeriilt eldallitani mindkét L-hexdz-tioglikozid szarmazékot, ugyan csak alacsony hozammal,

de meg kell jegyezni, hogy a visszanyert L-ido szarmazékok (324 ¢és 326) jrahasznosithatok és két

cre

73



Dr. Herczeg Mihaly: D- és L-hex6zokbol felépiild oligoszacharidok szintézise és biologiai jellemzése

3.4.4. D-gliik6zbdl kiindulo szintézisek II. AZ L-talo és L-manno konfiguracioju tioglikozid donorok
szintézise D-allozon keresztiil

A maradék két L-hexdz, az L-taloz és az L-manndz szintézisét D-allozbdl kiindulva terveztiik
megvalositani (56. abra). Ehhez a D-allozt D-gliikozbdl kiindulva allitottuk elé négy 1épésben,
példak majd az 1,2-5,6-

irodalmi A D-gliikozt elészor  izopropilidéneztiik,'*

C-3-as

alapjan.

diizopropilidén-a-D-gliikofuran6z epimerizacidjat  oxidacios/redukcios  reakcio
kombinacidval'® végeztiik el, végiil az izopropilidén védScsoportokat savas koriilmények kozott
eltavolitottuk. A igy kapott szabad allopiranézt'®? tovabbi négy 1épésben (acetilezés,'®® bromozas,%*
eliminacio és gyokos tiol addicio'®) a sziikséges a-etiltio-allozidda (332) alakitottuk At.

OAc

4 1épés 4 lépés
Acoé,ol  — -~
AcO Cc-3
AcO" " ~SEt epimerizacio
332

1. MeOH | 2. széraz CH3CN

2-NAP-(OCH
'\:tagzﬁﬁ’ CSA (rt 1 h3)2 A 333-as szarmazék ORTEP nézete
00%) 0% (CCDC No. 2192673)
(60%) széraz CH,Cly SEt
Np~ S0 BH, THF _ _
Po 0 TMSOTH BnOL~/0gn Csak a DBU indukalta
eliminacié soran
Ho HO sEt HOL_~“/oNAP
333 a) széraz rt, 2 h (98%) N/j .
HO™ 336 ~ @
DMF ) N
334-b51
NaH, BnBr o
0°C -1t 24 h szaraz CH,Cl, NAPO
(93%) f.Z:‘”r_?z ifé? OH BnoB"OsEt
~
vagy N 20 1AM, Altls NAPO o 344 R, = R, = Bn (76%)
B ——
N . , ) 345 R, = R, = Bz (54%)
b) széraz pir. RO SEt] 0°C-rt,2h BnOB”OSEt szaraz toluol a) szaraz DMF | + 2
_ (77%) PPhs, I, NaH
BzCl 334R=8n 337 imidazol 0°C-rt, 24 h
0°C-rt, 24 h 335R=Bz NAPO o ’ NAPO O
—_—
99%
(08%) szaraz CH,Cl, 75 °C, 30 min Re ROg b) szaraz THF ro ROskt
335-b61| BHs THF OH DBU 341 R =Bn (71%)
TMSOTY 339R=Bn (88%) 7qoc 241 342 R = H (83%
L~ . NAPO 0 340 R = Bz (73%) et C = H (83%)
benzoilezés *~ 343 R = Bz (85%)
rgsz‘,/h Bz0570sEt
(95%) 338 L-talo
P szarmazékok
szaraz THF szaraz CH.Cl (C-5 epimerizacio)
NAPO SEt AlCl3 WSB oD 4 AiASZ 1. szaraz THF, BHy THF
W BH3-Me3N é)oOR 1 , HO OF{o SEt 0°C,1.5h
Ho R or th o Np 0°C,2h NAPO ' OR

2. 30% H,0,, satd. NaHCO3

348 R = Bn (81%) 0°C-rt,2h

349 R = Bz (90%)

NAPO\@Z\SB
—
OR

RO

346 R = Bn (38%)
347 R = Bz (75%)

350 R = Bn (49%)
351 R = Bz (33%)

szaraz toluol
Ph;P,DIAD
p-nitrobenzoesav

r,16 h

352 R = Bn (13% + 350: 57%)
353 R = Bz (75%)

56. abra: Az L-talo és L-manno konfiguracidju szarmazékok szintézise D-alloz szarmazékokon

keresztiil D-gliik6zbol kiindulva

Ezt kovetden a 332-es vegyiilet acetil csoportjait Zemplén-koriilmények kozott eltavolitottuk,
¢és a kapott vegyiilet 4-es és 6-os pozicidjaban 1év6 hidroxil csoportjait 2-naftilmetilidén-acetal

csoporttal védtiik. A kapott kristdlyos vegyiilet (333) szerkezetét rontgenkrisztallografiaval
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igazoltuk. A diol (333) szabad -OH csoportjait szairaz DMF-ban NaH és benzil-bromid reagensek
segitségével benzileztiik, igy kaptuk a teljesen éterrel védett (334) vegyiiletet. A 2,3-di-O-észter
szarmazékot (335) pedig a 333-as vegyiilet benzoilezésével allitottuk eld. A 4,6-O-acetal gytiri
regioszelektiv felnyitdsa, hasonléan a D-gliik6z szdrmazékokhoz, BHs- THF/TMSOTf reagens
kombinacioval tortént. Az éterrel védett vegyiilet (334) reakcidja azonban varatlan terméket
eredményezett. Az alkalmazott koriilmények kozott a cukorgylrti felnyilt, és a reakcioban kivalo
hozammal (98%) képzddott a nyilt szénlanch cukoralkohol (336). A piranozid gytiri ilyen
endociklusos hasitisa nagyon ritka, kordbban csak a-allozid'®® és o-halobenzilidénezett ao-
gliikozid'®® szarmazékokon, valamint konformaci6-gatolt piranozidokon figyelték meg.'®” Ebben az
esetben a glikozidos centrum hidrogenolizise feltehetGen az aktivalé hatasu éter csoportok
jelenlétéhez kapcsolodik. A gylirlinyitasi reakcid kivitelezése enyhébb koriilmények kozott,
LiAIH4/AICI; reagens kombinacidval végrehajtva a vart C-6-OH szarmazékot (337) eredményezte
kivaldo hozammal (77%). A 2,3-di-O-benzoil-szarmazék (335) esetében BH3z THF/TMSOTf
reagenseket hasznalva az acetal-nyitashoz, a tervezett 6-hidroxi-cukor (338) keletkezett, kivald
hozammal (95%). A kapott két primer alkoholt (337, 338) ezutan nukleofil reakcidéban, a korabban
leirt koriilmények kdzott 6-jod-szarmazékokka (339, 340) alakitottuk, igy elékészitve a molekulakat
az eliminacios reakcidkra.

A teljesen éterrel védett vegyiilet (339) eliminécios reakcidinak kimenetelét itt is vizsgaltuk a
leggyakoribb reagensekkel, NaH-del, DBU-nal és AgF-dal. A NaH-indukalta reakcioban a tervezett
5,6-telitetlen szarmazék (341) jo6 hozammal (71%) keletkezett. A DBU-kozvetitette elimindcios
reakcid soran azonban a vart termék (341) csak nagyon alacsony hozammal (10%) keletkezett,
mivel a reakcio tilnyomorészt a DBU-konjugalt amidinium so6 (344, 76%) képz6déséhez vezetett. A
DBU konjugadtum meglepden magas aranya a C-1 és C-3 szubsztituensek kombindlt sztérikus
arny€kold hatasaval magyarazhato. Ezen szubsztituensek miatt a piranozgytlri als6 feliiletén a nagy
térkitoltésit DBU nem fér hozza az also feliileten axidlisan elhelyezkedd C-5 hidrogénhez, igy nem
tudja elinditani az elimindcidés reakcidt. Az eliminacid helyett (mint a D-gliiko-szarmazékok
esetében) igy egy versengd nukleofil tamadas torténik, ami a DBU-konjugalt vegyiilet (344)
képzddéséhez vezet. Az AgF-dal végzett eliminaciés reakcid6 komplex reakcioelegyet
eredményezett, amelybdl a vart telitetlen vegyiiletet (341) minddssze 6%-0os hozammal sikeriilt
izolalni. Izolaltuk azonban a 6-fluor szarmazékot, és kis mennyiségli kiindulasi anyagot (339) is
visszanyertiink, de a reakcié foként bomlastermékeket tartalmazott, amelyeket nem sikeriilt
azonositani. Az eredményekbdl jol 1athato, ebben az esetben a NaH-del végzett eliminacios reakcio
bizonyult a legjobbnak.

crer

A D-gliik6znal kordbban megfigyelt mellékreakciok (benzoil-hasadas, anhidro szarmazékok vagy
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kettds eliminacios termékek képzddése) elkertilése érdekében a NaH feleslegét csokkentettiik. Bar a
benzoil-csoportok ugyantgy lehasadtak, mint korabban, sem anhidro szarmazék képzddése, sem
kettds eliminacid6 nem tortént. Az alkalmazott koriilmények kozott az 5,6-telitetlen diolt (342)
kozepes hozammal (48%) tudtuk eldallitani. A NaH mennyiségének ndvelésével novelni tudtuk a
telitetlen diol (342) hozamat (83%), majd a sziikséges, védett szarmazékot (343) sikeresen
elballitottuk a szabad hidroxilok BzCl-lal torténé benzoilezésével szaraz piridinben. A DBU-val
indukalt reakcioban, a korabban is alkalmazott koriilmények kozott, a vart terméket (343) csak
alacsony hozammal (26%) tudtuk eléallitani, és a korabbiakhoz hasonloan a kvaterner amidinium
sO (345) képzodott fotermékként. Sajnos sem a DBU mennyiségének ndvelése, sem az oldoszer
megvaltoztatisa nem novelte szignifikdnsan a vart termék (343) kitermelését. A DBU-nel torténd
eliminacios reakciok alacsony hatékonysaga feltehetden sztérikus hatasoknak (D-allo konfiguracio)
tudhaté be. Az AgF éltal kivaltott elimindcios reakcidoban a kétszeresen elimindlt szarmazék
képzddése szintén sztérikus hatasoknak volt kdszonhetd, mivel a 3-OBz csoport axialis helyzete
elésegiti a molekulabol vald eliminacidt. A kétszeresen eliminalt vegyiilet mellett csak a 6-dezoxXi-
6-fluor szarmazékot izolaltuk, és a vart terméket (343) nem tudtuk Kkimutatni a komplex
reakcidelegyben.

A D-allo szarmazékok (341 és 343) C-5 epimerizacidjat hidroboralasi/oxidacios reakcid
kombinacioval végeztik el a korabbiakban leirtaknak megfeleléen. A 2,3-di-O-benzilezett
szarmazék (341) esetében az el6z6 reakciokkal ellentétben a vart L-talo-tioglikozid (346) csak
alacsony hozammal (38%) keletkezett, és az -SEt csoport oxidacidja miatt egy szulfoxid
az -OBn csoportok aktivalo hatasaval hozhato Osszefiiggésbe. Szerencsére a hidroboralasi reakcid
sztereoszelektivitasa teljes volt, ugyanis a reakcioelegyben nem talaltunk D-allo izomert. A 2,3-di-
sztereoszelektivitassal képzodott. A kordbbiakhoz hasonldan, itt is elvégeztiik a 4-ONAP csoport
oxidativ gylirlizarasat egy 4,6-O-acetdlld, teljesen védetté téve igy a molekulat. Ezt mindkét
vegytilettel (346 és 347) szaraz CH2Cl>-ben DDQ-val végeztiik el, eljutva igy a vart, teljesen védett
4,6-O-acetal szarmazékokhoz (348 és 349), melyek mar alkalmasak lehetnek glikozilezési reakciok
kivitelezésére. Ezt kovetden, egy regioszelektiv reduktiv gytiriinyitasi reakcidban nyitottuk a 4,6-O-
acetal csoportot, felszabaditva igy a molekulak C-4-es -OH-jat (350, 351). A reakcidk azonban csak
kozepes €s alacsony hozammal eredményezték a vart szarmazékokat. A C-4 epimerizaciot, mely az
L-manno konfiguraciét eredményezte volna, az L-galakto szarmazékokhoz hasonléan Mitsunobu-
reakcioval probaltuk megoldani. A 350-es és 351-es vegyiiletek C-4-OH-janak Mitsunobu
epimerizacidjat p-nitrobenzoesavval, PhsP és DIAD reagensek hasznalataval végeztiik el szaraz

ey

toluolban. Sajnos azonban a vart L-manno konfiguracioji termékek egyik esetben sem keletkeztek a
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reakciok soran. Mindkét reakciobol csak a 4-dezoxi-4,5-telitetlen szarmazékot tudtuk izolalni (352
¢és 353). Az észter védett szarmazék esetén fotermékként (353: 75%), a benzil védett szarmazék
esetében csak alacsonyabb 13%-0s (352) hozammal képz6dott a telitetlen szarmazék. Ennek oka
feltételezheten az, hogy a Mitsunobu-reakcioval parhuzamosan egy eliminacids reakcio is lezajlott,
mely esetiinkben a molekuldk konfiguracidja miatt el6térbe keriil az epimerizacioval szemben,
melléktermékként a 4-dezoxi-4,5-telitetlen szarmazékokat eredményezve. Igy sajnos az L-manno
szarmazékokat nem sikeriilt eléallitanunk ezen az itvonalon.

fgy, az L-mannéz szarmazékok kivételével, a harom legdragibb L-hexozt sikeriilt
eldallitottuk, glikozilezésre alkalmas, tioglikozidok formdjaban, amelyek hasznalhatok
oligoszacharid szintézisre, 11-16 1épéses utvonalon (L-id6z: 11-12 1épés, L-altrdz: 15-16 1épés és L-

taloz: 15 1épés). 8’

3.4.5. A DBU-¢ tartalmazo kvaterner iminium sok vizsgalata

D-gliiko szarmazékok

| szaraz THF Q\l | szaraz THF N/\>
DBU o \;j DBU  napo—\ 0 Qtﬁ .
BnO o — > Bé‘?o&ﬁ + N NAPO O — > R + N
BzO - R20

I NAPO 0
820 L 70°C BzOGMme BnO 0 1 70°C R'OsEt R20
OMe BzO R'0gg, 210
354 n 355 (71%) B200Me  y15Rt-Re- on " 16 R! = R2< OBn (31% S
356 (26%) LonTen [ SR,Z7OBNG1%) 346 R1 = R2 = -0Bn (55%)
312R'=R%?=-0Bz 314R"=R?=-0Bz (73%) L., 01 - r2= Opy (10%)
313 R"=-0Bn, R? = -0B; 1= 2. -Res °
OB, OBz 315R O;;,R OBz 418 R - OBn. R2 < -OBz
(67%) (22%)
D-manno szarmazékok
| széraz THF 1 N/\®\JH'
R DBU OR QN oR!
R30 0 NG R30 O .
R?0 o R?0 R%0 0
spn 10°C SPh RO
24 h SPh
357 R' = R%=-OBn, R? = NAP 358 R'= R%=-0Bn, R = NAP (53%) 359 R'=R®=-0Bn, R? = NAP (28%)
267 R' = R2=-OBn, R® = NAP 270 R' = R?=-0OBn, R® = NAP (48%) 273 R'=R?=-0Bn, R® = NAP (38%)
268 R' = R? = -0Bz, R® = NAP 271 R'=R2=-0Bz, R®=NAP (66%) 274 R'=R?=-OBz, R®= NAP (31%)
269 R' = -OBz, R? = -OBn, R® = NAP 272 R'=-0OBz, R2=-OBn,R3=NAP  275R'=-OBz, R?=-0Bn, R® = NAP
(54%) (29%)
D-allo szarmazékok
szaraz THF N/\@> dry THF
I <& | N
DBU  NAPO 0 N DABCO IS
NAPO QO —» + NAPO 0 NAPO O — % T
R'O NAPO
R20R1OSEt 70°C R20 © “SEt , R'O BZOBzO E 70°C, 24 h
24 h RO SEt (86%) B oBZOSEt
339 R' = R? = -OBn 341 R'=R?=-0OBn (10%) 344 R'=R?2=-OBn (76%) 340 3Zeo
- - 1-R2 = 0, 1-_p2=
340 R' = R2 = -OBz 343R'=R“=-0Bz (17%) 345R'=R?=-0Bz (63%)
D-altro szarmazékok
| széraz THF . N & -
OR! DBU Og =N-_ OR'
NAPO o —— NAPO + NAPO 0
70°C )
R20  SPh 24h R20  SPh RZ0 SPh
293 R"' = R?=-0Bn 295R'=R?=-0Bn (58%) 297 R'=R?=-OBn (41%)
294 R'=R%=-0Bz 296 R' = R?=-0Bz (50%) 298 R'=R?=-0Bz (42%)

57. abra: A DBU-val (356, 316-318, 359, 273-275, 344, 345, 297, 298) és a DABCO-val konjugalt

(360) szarmazékok szintézise.
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A D-hex6zok C-5 epimerizacidjan (D — L atalakitas) alapuld L-hex6z szintézisiink soran 5,6-
telitetlen hexopiranozidokat hasznaltunk kulcs-intermedierekként.'83187 Ezeket az 5,6-telitetlen
szarmazékokat a 6-jo6d-hexopiranozid-szarmazékokbol allitottuk eld kiilonbozé bazisok (NaH,
DBU, AgF) felhasznalasaval. Amikor a DBU amidin bazist hasznaltuk reagensként (57. abra), a
kivant eliminacios reakcidé mellett/helyett a DBU nukleofil viselkedése miatt bizonyos mértékig
nukleofil szubsztiticids reakcid is lezajlott,198-290
A valtozatosan védett szénhidratok, koztik D-gliiko, D-manno, D-allo és D-altro

c sy

hogy az eliminacié/szubsztitiuci6 arany erdsen fliggott a cukor konfiguraciojatol, valamint a D-gliiko
szarmazékok esetében a védOcsoport mintazatatol is. A D-manno ¢és D-altro konfiguracioju
szarmazékok esetében az amidinium sok mérsékelt hozammal képzdédtek (359, 273, 274, 275; 297,
termékeket (344, 345) kiilonésen magas (63-76%) hozammal kaptuk. A benzoil csoportokat
tartalmazé D-allo szarmazék (340) esetében, 1,4-diazabiciklo[2.2.2]oktan (DABCO) reagens
alkalmazasaval is kiprobaltuk a reakciot. Itt kizardlag csak a kvaterner ammoniumso (360)
képzodott (86%-0s hozam), ami a DABCO DBU-hoz képest nagyobb nukleofilitasaval
magyarazhato.

A teljesen éter csoportokkal védett 215-6s D-glitkozid szarmazék elfogadhaté hozammal adta
a DBU-val konjugalt molekulat, de észter-véddcsoportok (354, 312, 313) jelenlétében az amidinium
sOk hozama nagyon alacsony volt. Ezért megprobaltuk novelni a 356-0s DBU-cukor konjugatum
hozamat az észterrel védett 354-es'®’ szarmazék DBU-kozvetitett reakcidjanak a nukleofil
szubsztitiicio felé torténd eltolasaval (7. tablazat). Korabbi munkankban a reakciokat THF-ban
végeztiik, amely az eliminacidhoz elényds olddszer.*®” Az optimalizalas elsd 1épéseként a THF-et
acetonitrilre cseréltiik, amely az irodalom szerint a nukleofil szubsztitucionak sokkal kedvezd
oldoszer.?91292 A reakcidt szobahdémérsékleten, 1 ekv. DBU jelenlétében végezve (2. reakeid), a
reakcié nagyon lassi volt, a reakcidelegy még két hét elteltével is nyomokban tartalmazta a
kiindulasi anyagot (9%). A f6 termék azonban az 5,6-telitetlen szarmazék volt (355,87 63%), és a
vart amidinium s6 356 csak nagyon alacsony hozammal (11%) képz6dott. A DBU mennyiségének
novelésével (1,5 ekv., 3. reakeid) a reakcioidé ugyan 4 napra csokkent, azonban a vart termék
hozama csak kismértékben nétt (356, 14%). Ezt kovetden a DBU bazikussagat jégecet vagy p-
toluolszulfonsav (p-TSA) hozzaadasaval probaltuk csokkenteni, 3 ekv. DBU és 3 ekv. jégecet (4.
reakcid) alkalmazasaval a reakcié meglepd eredménnyel zarult. A 361-es 6-OAc-szarmazékot
kiilondsen jo hozammal (87%) izolaltuk a reakcidbdl, az 5,6-telitetlen vegyiilet (355) azonban csak
alacsony hozammal (10%) képzddott, és a vart DBU-konjugalt szarmazék kialakuldsat nem

figyeltiikk meg. Ehhez képest p-TSA alkalmazéasaval nem figyeltiink meg semmilyen mellékreakciot
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(5. reakcid), de a vart termék itt sem képzddott, a kiindulasi anyag pedig gyakorlatilag nem reagalt
el a reakcidban. Ezutan a DBU mennyiségét 6 ekv.-re novelve (6. reakcid) ¢és elhagyva a savat, az
5,6-telitetlen szarmazékot (355) izolaltuk fotermékként a reakcidelegybdl, a vart termék (356) csak
18%-0s hozammal képzdédott. A DBU-t oldoszerként alkalmazva (7. reakeid) szamos bomlési
melléktermék képzOodott, amiket nem tudtunk azonositani, a vart vegyiiletet (356) pedig csak
alacsony hozammal nyertiik ki a reakcidelegybdl. A legjobb eredményt végiil magas hdmérsékleten,
DMF-ben, 3 ekv. DBU felhasznalasaval értiik el (8. reakcid), de a vart termék még ekkor is csak

33%-0s hozammal képzddott.

cre

N
! reakcio |- VIl g o Q ® OAc

BnO ) —> BzO + N— _ 4+ BnO O

o0 BzOoMme B200me  BIOTN2 | © BzOoMme
354 355 BzOome 361
356 (csak a 3. reakcioban)

Reakcio Oldoszer Reagens Hoémérséklet (°C) 1d6 Hozam
1.1 THF  DBU (2.5 ekv.) 70 24 355: 71%
' ' ' 356: 26%
354: 9%
2. CH3CN DBU (1.0 ekv.) rt 16 nap 355: 63%
356: 11%
355: 72%
3. CH3:CN DBU (1.5¢ekv.) rt 4 nap 356 14%
355: 10%

4. CHiCN ?,BU (f'(g gkg’&; ft 3nap  356: 0%
cgecet (90 BV 361: 87%

DBU (6.0 ekv.) + eco o . ano
5. CHsCN 0-TSA (6.0 ekv.) rt- 85 °C 21 hrt, 5 h 85°C 354: 84%
355: 70%
6. CHsCN DBU (6.0 ekv.) rt 6 nap 356 18%
355: 32%

7. - DBU (31.25 ekv.) rt 24 h 356:

11%:2

354: 2%
8. DMF  DBU (3.0 ekv.) 145 45 min 355: 58%
356: 33%

1 Az 57. abraban szerepld eredeti reakciokoriilmények, lasd a 190-es hivatkozasban.
2 Mas, nem izolalt bomlastermékek is képzddtek.

Az els6 kords bioldgiai vizsgalatokban a D-gliiko és D-manno szarmazékok tlintek aktivnak.
Ezek alapjan bizonyos véddcsoportokat eltavolitottunk az igéretesnek tiind védett szarmazékokrol,
hogy ilyen moddon ndvelni tudjuk vegyiileteink vizoldhatdsagat, és vizsgalhassuk az egyes

csoportok hatdsat a biologiai aktivitésra.

crer
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312-es vegyiiletekb6l Zemplén-koriilmények kozott eltavolitottuk a  benzoil-csoportokat,
felszabaditva igy a 2-es és 3-as helyzetben 1évé hidroxil csoportokat (362, 363). A 215-6s és 363-as
szarmazékokrol pedig a 4-O-NAP csoportot hasitottuk le DDQ reagens hasznalataval, eljutva igy a
364-es ¢s 365-0s vegyiiletekhez. A D-manno szarmazékokat hasonld mdédon modositottuk (58.
abra), a 359-es, 273-as és 275-6s szarmazékokrol a 2-NAP-csoportot oxidativ koriilmények kozott
tavolitottuk el (366, 367, 369). Tovabba a 274-es és 275-6s vegyiiletekrdl pedig a benzoil csoportok

eltavolitasaval, jutottunk el az 368-es és 370-es szarmazékokhoz.

D-gliiko szarmazékok

r MeOH NB
=N NaOMe =N_ CI

BnO (0] BnO (0]
nos ", 23 h 10
ool (73%) -
OMe OMe
356 362
- MeOH N/Q CH,Cly, Hy0 N/\> cr
aC  NaOMe =N7_CF DDQ Q e
NAPO NAPO -0 — Ho o
Bz0 r(tsnzf}o;1 HO (r;’szo/h) HO
BzOggy HO §g¢ o HO ey
312 363 264

/\> CH,Cly, Hy0 N/\>
DD 9®cr
Clr "8 O
NAPO- 0 HO 0
ré72°/h Bno%
BnOgg, (67%) BnOgg,

215 365

D-manno szarmazékok
N/\> I CH,Cly, H,0 N cr
BnO bba BnO

—_ =
BnO 0 t2h BnO (¢}
NAPO ’ HO I
(60%) N/\>

cr
SPh SPh CH,Cly, H;0

359 366 Q’? 820 2l Ha <820
—_—

NAPO 0 HO 0
N’\y CH,Cly, H,0 /\> cr Bnoég . 2h Bnogﬁ
Q BnO DDQ Q BnO 275 SPh (76%) 369 SPh
—_—
NAPO 0 HO 0
BnO ?3’820/“) Bnogﬁ N CH,COO
SPh ° SPh MeOH _®
273 367 NaOMs ® Ho
r cr , 24 h A X
N/\> MeOH N/\> : no
N, BzO NaOMe =N, HO (85%) SPh
NAPO§ NAPO§ 0 e
1, 24 h
BzO (84%) HO
274 SPh 363 SPh

crey

Ezt kovetden megvizsgaltdk a szintetizalt szarmazékok gombaellenes ¢és antibakterialis
aktivitasat, valamint meghataroztuk az egyes vegyiiletek citotoxicitasat is. Az eléallitott huszonkét
kationos hexopiranozid-amidinium so6 (356, 316, 317, 318, 359, 273, 274, 275, 344, 345, 360, 297,
298, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369 ¢és 370) antimikrobialis aktivitasat elsdként
érzékenységi tesztekben hasonlitottuk 0Ossze (8. tablazat). A vegyiiletek hatékonysagat
Staphylococcus aureus ssp. aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739) ¢és Candida
albicans (ATCC 10231) torzseken teszteltik és az  aktivitast 6,25-100 ug/ml
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koncentraciotartomanyban vizsgaltuk. A vizsgalatok alapjan a 316-0s, 318-as és a 273-as
vegyitiletek erés novekedésgatld hatast mutattak a Gram-pozitiv Staphylococcus aureus ssp. aureus
baktériummal szemben, ezen vegyiiletek MIC-értékeik kisebbek voltak, mint 6,25 pg/ml (8.
tablazat). A 356-0s, 359-es, 275-6s, 344-es, 345-6s, 360-as, 297-es, 365-0s, 367-es, 368-as és a
370-es vegyiiletek szintén aktivitdst mutattak a S. aureus torzzsel szemben, 6,25-50 pg/ml MIC-
értékekkel. Ugyanakkor a 317-es, 274-es, 298-as, 362-es, 363-as, 364-es, 366-0s és az 369-es
vegyiiletek még 100 pg/ml koncentracioban sem mutattak Gram-pozitiv baktériumok elleni hatést.
A 316-0s, 273-as és a 344-es vegyiiletek gatlo hatast fejtettek ki az élesztégombara, a Candida
albicansra, a MIC-értékek 6,25 pg/ml alatt voltak (8. tablazat). A 356-0s, 318-as, 359-es, 275-0s,
345-6s, 365-0s, 367-es, 368-as ¢s a 370-es vegyiiletek MIC-értékei 6,25-50 pg/ml kozott voltak
Candida albicansra nézve, mig a 317-es, 274-es, 360-as, 297-es, 298-as, 362-es, 363-as, 364-€s,
366-0s ¢és a 369-es vegyiiletek 100 pg/ml-nél nagyobb koncentracidban voltak csak hatékonyak. A
vizsgalt Gram-negativ baktérium, az Escherichia coli, kevésbé volt érzékeny ezekre a kationos
szénhidrat-szarmazékokra. A vizsgalt vegyiiletek egyike sem befolyasolta az Escherichia coli

novekedését a legmagasabb alkalmazott koncentracioban, 100 pg/mL-ben sem.

MIC (ug/mL) clogP

Vegyulet Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans

(ATCC 8739) (ATCC6538)  (ATCC 10231)

356 >100 >6,25 >50 7.413
316 >100 6.25 <6.25 9.672
317 >100 >100 >100 9.542
318 >100 6.25 >50 9.547
359 >100 >6,25 >50 10.683
273 >100 6.25 <6.25 10.683
274 >100 >100 >100 10.618
275 >100 >6,25 >50 10.635
344 >100 <12,5 <6,25 9.673
345 >100 >25 >25 9.542
360 >100 >6,25 >100 6.373
297 >100 >50 >100 10.683
298 >100 >100 >100 10.618
362 >100 >100 >100 2.661
363 >100 >100 >100 4.790
364 >100 >100 >100 1.826
365 >100 >25 >50 6.052
366 >100 >100 >100 7.070
367 >100 >50 >25 7.715
368 >100 >12,5 >50 5.800
369 >100 >100 >100 7.667
370 >100 >6,25 >6,25 8.240

8. tablazat: A szintetizalt vegyiiletek antibakterialis és gombaellenes aktivitasa.

(MIC-értékek pg/mL-ben megadva, > nagyobb, < kisebb, mint)

81



Dr. Herczeg Mihaly: D- és L-hex6zokbol felépiild oligoszacharidok szintézise és biologiai jellemzése

A harom leghatékonyabb gombaellenes vegylilet aktivitdsat alacsonyabb koncentraciokban
(10-szeres higitasban) is meghataroztuk (9. tablazat). A vegyiiletek C. albicans elleni aktivitasat
0,625-10,0 pg/ml koncentracidtartomanyban tesztelve azt talaltuk, hogy a 273-as és a 344-es
vegyiiletek kivaldo gombaellenes aktivitdssal rendelkeznek, 2,5 pg/ml MIC értékekkel, a 316-0s

szarmazek pedig 5 pg/ml koncentracioban mar hatékony.

MIC (ug/mL)
Vegyiilet Candida albicans
(ATCC 10231)
316 5.0
273 2.5
344 2.5

9. tablazat: A 316-0s, 273-as és a 344-es vegyiiletek gombaellenes aktivitasa alacsonyabb

koncentracidkban

Ezt kovetden hat kivalasztott, igéretes antimikrobidlis aktivitas vegytilet (356, 316, 318, 359,
273 és 344) citotoxikus hatasat is megvizsgaltuk HaCaT (humén keratinocita) sejtvonalon. MTT-
teszttel meghataroztuk a sejtek életképességét (59. abra), a vegyliletek ICso értékeit a 10.
tablazatban foglaltuk Ossze. A tesztek id6tartama 24 oOra volt; a vizsgalt koncentraciok: 50-25-
12,5-6,25-3,125 pg/mL. A tesztelt DBU-cukor konjugatumok koziil a 356-0s vegyiilet mutatta a
legerésebb citotoxikus hatast HaCaT sejtvonalon (59. abra, A), az 1Cso értéke minddssze 0,13
ug/mL volt. A 318-as és 359-es vegyiilet is jelentds toxikus hatast mutatott (59. abra, B és C), 1Cso
értékiik 4,26, illetve 1,02 ug/mL volt.

356 (A) 318 (B) 359 (C)
1 HaCaT 3 HaCaT 3 HaCaT
2 2 2
= 504 = 504 = 504
3 a a ]
S S S ]
> ﬂ > > i H
Jl e . O
T T T T T v T T T T T o T T T T T
3.1256.25 125 25 50 3.1256.25 125 25 50 3.1256.25 125 25 50
Concentration (ug/ml) Concentration (ug/ml) Concentration (ug/ml)
316 (D) 273 (E) 344 (F)
3 HaCaT 3 HaCaT 1 3 HaCaT
100 100 100
2> 2> >
ﬂ 50 g 50 g 50
> ﬂ > ﬂ > | ﬂ
0 T T T T ’_-IL‘ 0 T T T [_-!L| ’JI-_| 0 T T T T ,T|
3.1256.25 125 25 50 3.1256.25 125 25 50 3.1256.25 125 25 50
Concentration (ug/ml) Concentration (ug/ml) Concentration (ng/ml)

59. abra: A 356-0s, 316-0s, 318-as, 359-es, 273-as és 344-es vegyiiletek hatasa a HaCaT sejtvonal

¢letképessegére.
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A 316-0s, 273-as és 344-es vegyliletek csak enyhe citotoxicitast mutattak (59. abra, D-F).
ICso értékeik is egy nagysagrenddel magasabbak voltak, mint a 318-as és 359-es vegylileteké, és két
nagysagrenddel magasabbak, mint a 356-as vegyiileté. A legfontosabb, hogy a 316-0s és 273-as
vegyliletek antibakteridlis és gombaellenes hatasti koncentracidikban, <6,25 pg/mL-nél alig

befolyasoltak a sejtek életképességét (59. abra, D és E).203

.. HaCaT ICs

Vegyiilet (ng/mL)

356 0.13+0.06

316

318 4.26+0.16

359 1.02+0.06

273

344

10. tablazat: A 356-0s, 316-0s, 318-as, 359-es, 273-as ¢és 344-es vegyiiletek 1Cso értékei

3.5. Az els6 L-guluronsav tartalmi véralvadasgatlé pentaszacharid szintézise

Az L-iduronsav a heparin és a heparan-szulfat poliszacharidok kulcsfontossagu alkotoéeleme,
egyedi konformdciés plaszticitdsa miatt, amely eldsegiti a poliszacharidok fehérjékhez vald
konnyebb kotédését. Ugyanakkor ez a heparinoid oligoszacharidok szintetikusan legnagyobb
kihivast jelentd egysége is, ezért nagy lenne az igény a konnyebben hozzaférhet6 cukor-egységgel
val6 helyettesitésére. Mint kordbban is lattuk, az idraparinux j6 modellvegyiilet lehet egy iduronsav
— 0lcsobb épitéelem csere kiprobalasra. Amint mar korabban lathattuk, az olcsdé D-manndzbol
kiindulva egy megfeleléen funkcionalizalt feniltio-mannozidon keresztiil C-5 epimerizacioval, 10
1épésben, kivald hozammal allitottunk elé L-guldz donorokat. Ezek egyikének a felhasznalasaval
pedig eldallitottunk egy olyan pentaszacharidot, melyben az L-iduronsav egységet a hasonldan
flexibilis L-guluronsavra cseréltiik le.2%4

A célmolekula felépitéséhez az L-guluronsav egységet (G egység) ugy terveztikk, hogy a
pentaszacharidba nem oxidalt prekurzorként épitsiik be, hasonléan a korabbi idraparinux
szintéziseinkhez.1%170 Az oligoszacharid szintézisnek és a késébbi funcionalizalasnak megfeleld
védett L-gulopiranozid donort (377), a konnyen hozzaférheté és relative olcsd D-manndzbol
kiindulva szintetizaltunk a 60. abran lathatd modon. Ehhez elséként a 371-es a-feniltio-
szdrmazékot allitottuk el harom 1épésben, irodalmi példak alapjan D-mann6zbo6l.?® A 371-es
vegyiilet tio-aglikon csoportja alkalmassa teszi a molekulat a glikozilezésre, tovabba, mint korabban
mar lattuk, az a-anomer konfiguracié kulcsfontossagi az L-szelektivitas biztositasdhoz a C-5
epimerizacids reakcidoban. 23111112169 Bzt kovetden, a 371-es vegyiiletet a megfelels 4,6-O-(2-
naftil)metilidén-acetalla alakitottuk,?® majd a C-2-es és C-3-as pozicidba a metil-éter funkciods

csoportokat vittiink be eljutva igy a 372-es szarmazékhoz. A 372-es vegyiilet primer hidroxil
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csoportjat teljes regioszelektivitassal szabaditottuk fel egy reduktiv gylrlinyitasi reakcidoban
BH3; THF/TMSOTT reagensek hasznalataval.?’®’ Az igy kapott 373-as szarmazékot joddal és
trifenilfoszfinnal kezeltiik (374), atalakitva a C-6-OH-t egy jol tavozo csoportta.

1. szadraz MeCN

Np(OMe),
nCZS/; h szaraz CH,Cl, SZ:'E; tolluol
o BH3 THF 3 2
3lepes  HO—HO (82%) P TMSOTF Ho-MeQ imidazol 1-MeO
— xR — NP Moo §i°; — WO —— NAPO% 0
. e e MeO
(75%) sph 2 széraz DMF sph " 25h sph 75°C, 30 min ° SPh
371 NaH, Mel 372 (97%) 373 (86%) 374
0°C-rt,24h
(86%)
a) szaraz THF
szaraz CH,Cly, DDQ BHj3 THF OMe
4AMS Ho MeO 0°C,15h széraz DMF, NaH
- 07=SPh NAPO 0
OMe MeO
0°C,2h NAPO b) 30% H,0, Lo, 0°C-m24n
(80%) 376 satd. NaHCO3 375 (90%)
0°C-rt,2h

(74%)

60. abra: Az L-guloz épitdelem szintézise az 11j modszer alapjan

Az eliminacids reakciot NaH-del torténd kezeléssel inicialtuk, igy kivaldo hozammal jutottunk
el az 5,6-telitetlen 375-6s szarmazékhoz.?® A kulcsfontossagi C-5 epimerizacios 1épést itt is
BH3 ' THF komplex alkalmazasaval végzett hidroboralassal és azt kovetdé H2O2-del torténd
eléallitani.'®® Az L-gulopiranozil-szarmazék C-6-OH csoportjat egy oxidativ gylirtizarasi reakcidban
kialakitott 4,6-O-(2-naftil)metilén-acetallal védtik (377), kialakitva igy a teljesen védett
donorunkat. Ezen L-gulozid donor (377) szintézise D-mann6zbol Kiindulva 10 1épést vett igénybe, a
reakciosor 6sszhozama 25% volt. Osszehasonlitas képpen, egy azonos szubsztitliciés mintdzata L-
idozid donor szintézise D-gliikkozbol, amit korabban mar eléallitottunk, 12 1épést igényelt 14%-0s
osszhozammal.1"®

A 377-es L-gulozid donor sikeres eléallitasa utan elkezdtiik a védett pentaszacharid felépitését
a 378-as védett GH diszacharid szintézisével (61. abra). Ehhez, a mar korabbi munkaink soran is
hasznalt, 24-es akceptort’®® glikozileztiik a 377-es tiogulozid donorral. A kapcsolast NIS/AgOTf
promoter egylittes hasznalataval hajtottuk végre, €s a reakcidban kivalo a-sztereoszelektivitassal
képzodott a kivant 1,2-cisz-a-kotéstt GH diszacharid (378), kivalo 85%-0s hozammal. A 378-as
vegyitiletet reduktiv gyiiriinyitasi reakcionak vetettiik ala BH3-MesN/AICIs reagens kombinacioval
szaraz THF-ben, hogy felszabaditsuk a C-4’-OH csoportot (379). Az igy kapott 379-es diszacharid
akceptort NIS/AgOTTf promoter kombinacié hasznalataval glikozileztik a mar jol bevalt 95-6s
monoszacharid donorral, eljutva igy a védett, a-interglikozidos kotést, L-gulopiranozil-tartalma
FGH triszacharidhoz, melyet szintén gytlriinyitasi reakcioval alakitottunk tovabb a 380-as
triszacharid akceptorra.

A védett pentaszacharid vazat az FGH triszacharid akceptor (380) glikozilezésével allitottuk
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elé a DE diszacharid donorral (103)%¢ val6 kapcsolasa soran, melyet NIS/TfOH aktivator rendszer
segitségével szaraz CH2Cl2-ben hajtottunk végre. A [2+3] blokk szintézis kivalé hozammal és teljes

sztereoszelektivitassal eredményezte a védett pentaszacharidot (381).
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3. CH,Cly, H,0, DDQ, tt, 30 min (72%)
4. CH;CN, H,0, TEMPO, BAIB, 0 °C - t, 16h (67%)
5.96% EtOH, AcOH, Pd(C), Hy, rt, 24h (87%)
6. szaraz DMF, SO3-EtsN, 50 °C, 24h (81%)
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61. abra: Az L-guluronsav tartalmt védett pentaszacharid szintézise és atalakitasa

A védett pentaszacharid sikeres eldallitasa utan megkezdtiik a végleges csoportok kialakitasat,
mely még tovabbi hat 1épést vett igénybe. Ehhez el6szor az acetil védécsoportokat tavolitottuk el az
E egység C-2-es és C-3-as pozicidjabol Zemplén-koriilmények kozott, majd a felszabadult hidroxil
csoportokat NaH és Mel reagensekkel metileztiik. Ezt kovetéen a C-6-O-NAP csoportokat oxidativ
kt')rl'ilmények kozott hasitottuk DDQ-Val, felszabaditva igy az E és G egységek primer hidroxil
polarisabb kdzegben, acetonitril és viz 3:1 aranyu elegyében végeztiik el, és mindkét hidroxil
csoportot sikeresen karboxil csoportta alakitottuk egyetlen 1épésben. Végiil a benzil csoportokat
katalitikus hidrogénezéssel eltavolitottuk, és az igy kapott heptaol hidroxil csoportjait szaraz DMF-
ban 50 °C-on SOs3-EtsN komplex alkalmazasaval szulfataltuk, eljutva igy a tervezett idraparinux
analog pentaszacharidhoz (382), amely L-iduronsav helyett L-guluronsavat tartalmaz.

Az L-guluronsavat tartalmaz6 382-es szarmazék és a 18-as referencia vegyiilet (idraparinux)
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Xa faktor gatld aktivitasat in vitro funkcionalis kromogén anti-Xa assay-vel hataroztuk meg,

fondaparinuxra torténd kalibralas mellett, normal humaén plazma felhasznalasaval (11. tablazat).'?

Anti-Xa aktivitas (ug/mL)
fondaparinux (9) 1
idraparinux (18) 1.36
L-guluronsav tartalmu pentaszacharid (382) 0.67

11. tablazat. A fondaparinux, az idraparinux és az L-guluronsav tartalmu pentaszacharid anti-Xa

aktivitasa

Az adatok azt mutattak, hogy az uj pentaszacharid (382) az idraparinux Xa faktor gatld
aktivitasanak 50%-at megtartja, ami arra utal, hogy a 382-es vegylilet kivalo antikoagulans hatassal
rendelkezik, amely kozel megegyezik a forgalomban 1évé fondaparinux (9) antikoagulans
gyogyszer hatasaval. Tovabba annak érdekében, hogy kideritsiik, vajon az L-IdoA L-GulA csere
megvaltoztatja-e a pentaszacharid toxicitasi profiljat, és hogy megallapitsuk a GulA-tartalmu
szarmazék biokompatibilitasat, a 18-as és 382-es vegyliletek potencialis citotoxikus hatasat HaCaT
keratinocita sejtvonalon és WM35 melandma sejteken teszteltiik MTT assay segitségével. 100 uM-
ig alkalmazva egyik vegylilet sem csokkentette a sejtvonalak életképességét 72 oran beliil, ami azt
jelzi szamunkra, hogy a vegyliletek nem toxikusok a vizsgalt sejtvonalakra nézve.

Ezen molekula szintézise volt az elsé bizonyiték arra nézve, hogy az L-iduronsav nem
feltétleniil potolhatatlan szerkezeti eleme a heparinoid antikoagulansoknak, mivel az antitrombin
hatékonyan aktivalhatd egy olyan pentaszachariddal is, amely egy masik, konformacidjaban
flexibilis piranuronsavat tartalmaz G egységként.?®* Ugyanakkor a 382-es vegyiilet idraparinuxhoz
képest csokkent aktivitdsa ravilagit arra, hogy a konforméacios plaszticitas mellett mas tényezok is

fontos szerepet jatszanak a biologiai hatasban.
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4. A lektinek és az L-ramnéz tartalmu oligoszacharidok kapcsolata - Irodalmi
hattér

A Pseudomonas aeruginosa egy olyan opportunista Gram-negativ baktérium, mely a korhazi
tarsult fertézések egyik vezetd kivaltd oka pl.: a kronikus tiidékarosodas, vagy cisztas fibrozis
esetében. A gyakran vizsgalt bakterialis korokozok koziil a P. aeruginosanak van a legnagyobb
genomkddolasi kapacitasa €s szabalyozasi halozat stirlisége, ez lehetdve teszi a korokozo szdmara,
hogy igen valtozatos kornyezeti koriilmények kozott is fenn tudjon maradni. Ezen tényezOk egésze
€s az utdbbi évek igen agressziv antibiotikum-hasznalata komoly gydgyszer-rezisztencia
kialakulasahoz vezetett a vizsgalt baktérium esetében. EbboOl kifolydlag csak korlatozott
lehet6ségek allnak rendelkezésiinkre a P. aeruginosa fert6zések kezelésére. Ennek folyomanyaként
id6szerli uj megkozelitéseket keresni/alkalmazni ezen fertdzések megeldzésére és/vagy kezelésére.
Tajvani kutatok megfigyelték, hogy a vizsgalatuk kdzéppontjaban allo térfarku rak rekombinans
plazma lektinje (rHPL, ramndz ko6t6 lektin) gatolni képes ezt a baktériumot a védekezésre hasznalt
biofilm réteg kiépitésében, abbol kifolyolag, hogy ennek a kialakulé biofilmnek tobb oligoszacharid
komponense is tartalmaz ramnoz egységeket (pl.: lipopoliszacharidok, diramnolipidek vagy Psl
poliszacharid).?®® Kutatasaim ezen részében, ezzel a tajvani orvos-biologus kutatocsoporttal
egylittmiikodve, ezen lektin miikddésének pontosabb feltérképezéséhez szintetizaltunk multivalens
ramnobiozid szarmazékokat, diramnolipid szarmazékokat ¢és egy L-ramndz tartalmu
pentaszacharidot is. Ertekezésem kovetkezé részében ezen a teriileten elért eredményeimet mutatom
be.

4.1. A lektinek altalanos jellemzése

Olyan tipusu fehérjék, amelyek nemkovalens kolcsonhatasba 1épnek/léphetnek az €16
szervezetekben talalhato szénhidratokkal, széles korben eléfordulnak a természetben. Kiemelkedo
példak ezekre a makromolekuldkra a szénhidrat-specifikus enzimek és antitestek. Ezen feliil, az
elmult évtizedekben e fehérjéknek egy tovabbi nagy csoportja is felfedezésre keriilt. A lektinek
olyan specialis szénhidrat-koto fehérjék, amelyek specifikus glikan egységeket képesek felismerni.
Ezen a vegyiiletek mono- és oligoszacharidokhoz is tudnak ko6tddni reverzibilisen és igen nagy
affinitassal, ezzel szemben azonban nincs katalitikus aktivitasuk és az antitestekkel ellentétben nem
valtanak ki immunvalaszt sem. Ezek a molekuldk jellemzden kettd vagy tobb szénhidratkoto részt
tartalmaznak, igy ezeket di- vagy polivalenseknek tekinthetjiik. Ennek a tulajdonsdguknak
koszonhetden, amikor kdlcsonhatasba 1épnek a sejtekkel, példaul az eritrocitdkkal, nemcsak a

felszinlikon levd szénhidratokkal hoznak létre kapcsolatot, hanem a sejtek kozott is képesek

87



Dr. Herczeg Mihaly: D- és L-hex6zokbol felépiild oligoszacharidok szintézise és biologiai jellemzése

kialakitani Osszekottetést. Ez a jelenség nagy mértékben hasonlit az agglutinacidhoz.?*? A lektinek
mar oldatban is képesek keresztkotéseket kialakitani poliszacharidokkal vagy glikoproteinekkel, igy
precipitaciot okoznak. Azonban, mind az agglutinacio, mind a precipitacié meggatolhaté azokkal a
szénhidrat ligandumokkal, amelyekre az adott lektin specifikus. A szénhidrat-felismer6 domének
strukturalis és szekvencia azonossdgat alapul véve az éallati lektineket kiilonb6zé csaladokba
sorolhatjuk, igy megkiilonboztetiink M-, P- C-, |- és S-tipusu lektindoméneket. Ezek a molekuldk
kiilonbozé  szerepet jatszanak a  fiziologiai folyamatokban, sejtfelszini  receptorként
funkcionalhatnak, interakciot medidlhatnak sejtek kozott a fejlodés és differenciacié alatt, illetve
kiilonbozd idegen molekulakat képesek felismerni. Fontos szerepiik van a behatold patogének
felismerésében, immobilizalasaban és eliminaciojaban is.

A patogének elleni védelemben létezik velesziiletett és szerzett immunitas. Mig a magasabb
rendli, gerinces ¢él6lényekben mindkettd megtaldlhaté, addig az alacsonyabb rendi,
gerincteleneknek csak velesziiletett immunitasa van. A természetes immunrendszer fehérjéi a
kiilonb6zé patogének azonos részleteit ismerik fel, igy azok szénhidrat és lipid molekuldinak
molekularis mintazata (Pathogen Associated Molecular Pattern — PAMP) az adott patogénre
jellemzo. Fontos megemliteni, hogy ezek a molekularis mintazatok nem fordulnak el6 a magasabb
rendiiek szervezetében, de a patogén tuléléséhez nélkiilozhetetlenek, ezért szigoruan megdrzddtek
az evollcid soran. Ilyen jellegzetes, megkiilonboztetd mintdzat pl. a Gram-negativ baktériumok
falaban jelenlevo lipopoliszacharidok (LPS), vagy a Gram-negativ és a Gram-pozitiv baktériumokra

egyarant jellemzd teikolsav.

4.2. A torfarka rak

A torfarka rak egy Osi (reliktum) tengeri izeltlaba, vagyis csak velesziiletett immunrendszerrel
rendelkezik. Rendszertani felosztasukat tekintve a csaladba 3 ma is €16 nem tartozik 4 fajjal.
e Carcinoscorpius nem, 1 faj
« mangrove térfarka rak (Carcinoscorpius rotundicauda), Délkelet-Azsiaban
e Limulus nem, 1 faj
* atlanti térfarka rak (Limulus polyphemus), az Atlanti-6cean északnyugati partvidékén
¢s a Mexiko6i-6bol partvidékén
e Tachypleus nem, 2 faj
« parti térfarka rak (Tachypleus gigas), Dél-és Délkelet-Azsia partvidékén
« japan torfarkG rak (Tachypleus tridentatus, 62. abra), Kelet-Azsia partjainal. (A
tajvani partnereink ezzel a fajjal foglalkoznak.)
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62. abra: A Tachypleus tridentatus (Japan térfarkt rak)

A torfarka rak vérplazmaja szamos vizoldékony molekulat tartalmaz, mint pl. hemocianin, C-
reaktiv protein, ap-makroglobulin és a lektinek, melyek védelmi szerepet toltenek be.?! A
hemocianin oxigénszallité proteinként funkcional. A C-reaktiv protein egy akut fazis fehérje, ami a
majban termelddik. Elhalt vagy sériilt sejtek membranjdhoz, foszfolipid vagy glikdn egységekhez
vagy egyéb sejtalkotokhoz tud kapcsolodni, ezaltal aktivalja a szervezet nem specifikus
immunrendszerét. Az az-makroglobulin pedig proteaz inhibitorként funkcional. Mindezek mellett
mas egyéb lektineket is meghataroztak, melyek széles specifitassal rendelkeznek. Ezen lektinek
feladata, hogy megvédjék a torfarka rakokat a korokozd patogénektdl. A japan térfarka rak
vérplazmajaban 6 fajta lektin talalhat6. Ezek: Tachylectin-1 (TL-1), TL-2, TL-3, TL-4, amik a vér
sejtes komponenseibdl szarmaznak, TL-5A és TL-5B pedig a vérplazmabol. A tajvani kutatoknak a
torfarka rakbol a Tachypleus plazma lektin 1-et (TPL-1) és a Tachypleus plazma lektin 2-t (TPL-2)

is sikertilt izolalni és karakterizalni, mint (ijszerli vérnyirok proteint, ami a plazmaba szekretalodik.

4.3. A torfarka rak plazma lektin (nHPL) és rekombinans valtozata (rHPL)

A tajvani kutatok altal vizsgalt térfarkt rak plazma lektin (nHPL) 128 aminosavbdl épiil fel,
szekvenciaja 80%-ban megegyezik a TL-3 lektinnel. Glikozil-rész nélkiil 14 kDa, mig glikozil-
résszel 17 kDa tomegii lipopoliszacharid-ko6to fehérje. A pontos 3D szerkezete még nem volt ismert
(63. abra). Ez a lektin harom fajta baktériumhoz is tud kotédni, méghozza dozisfiiggd modon: 1.
Streptococcus pneumoniae R36A (Gram-pozitiv), Vibrio parahaemolyticus (Gram-negativ) ¢és
Escheria coli Bos-12 (Gram-negativ).2%® Ennek a tulajdonsaganak kdszonhetden azonositani képes
a baktérium-sejtfal szénhidrat komponenseit, ez pedig egy alternativ modot jelent a szervezetbe
bekeriild patogének detektalasara, gatlasara valamint szelektiv eltavolitdsara. Tovabbi jelentOsége,

hogy a PAMP alapjan felismeri az Escherichia coli fajt. Ezt alapul véve a tajvani kutatocsoportnak
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sikeriilt egy vizoldhaté és aktiv rekombinans térfarka rdak plazma lektint (rHPL, recombinant

horseshoe crab plasma lectin) expresszaltatni Escherichia coli tenyészetekkel (64. abra).

nHPL p,
(69 - 128)

63. abra: Az nHPL feltételezett szerkezete

Ezt kovetden pedig kimutattak, hogy ez a rHPL lektin szelektiven kotddni képes klinikai torzsekbol
izolalt Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ¢és Streptococcus pneumonia
szerotipusokhoz a baktériumok felszinén 1évé molekularis mintdzat ramnobidz alegységével
kialakul6 specifikus molekularis kdlcsonhatés révén. Megfigyelték tovabba, hogy ez a rekombinans
lektin koncentraciotol fiiggd modon képes volt gatolni a P. aeruginosa PAO1 novekedését is.

SEP HPL 6xHis

Expresszalas E. coli BL21 Rosetta (DE3) -bol

{

Tisztitas mkkel atfinitas kromatografiaval

Mukodést analizis

Antimikrobialis aktivitas:
IC50: Pseudomonas aeruginosa
PAOIL: 43 pM

64. abra: A rekombindns térfark( rak plazma lektin eldallitasa

Az rHPL ¢és a patogén baktériumok kozotti ezen kolcsonhatas diagnosztikai és terapias

célokra is hasznosithato lehet. Ezért volt nagy jelentdségli az rHPL lektin glikan-kotodési
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specificitasanak pontosabb jellemzése. El6zetes gatlo ELISA vizsgalatokban o-(1,2)- és a-(1,3)-
glikozidos kotésti ramnobiozidokkal és magasabb rendii ramno-oligoszacharidokkal azt allapitottak
meg, hogy az a-(1,3)-kdtésti ramnobiozid volt képes a legnagyobb hatékonysaggal gatolni az rHPL
¢és a baktériumok kozotti kolesonhatas kialakulasat. Ezért mi is ezt az a-(1,3)-kotésti diszacharid
egységet valasztottuk a tobbértéki (multivalens) szarmazékok és a diramnolipidek szintéziséhez.
Ismert ugyanis, hogy a multivalencia noveli a szénhidrat-ligandumok affinitasat a lektinek felé egy
Gn. klaszterhatiason keresztiil,?12213 ehhez a hatékony tobbértékli kolcsonhatas létrehozasahoz
paraméter, beleértve a vegyérték, a tobbértékli vaz szerkezete, valamint a linkerkar mérete és jellege

is befolyasolhatja a kotédési folyamatot, 21421
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5. L-Ramnoz tartalmu oligoszacharidok szintézise és biologiai vizsgalata - Sajat

eredmények

5.1. Multivalens ramnobiozid szarmazékok szintézise és lektin-koto tulajdonsaga

A tervezett lektin-kotd vizsgalatokhoz els6ként multivalens ramnobiozid szarmazékokat
allitottunk elé. A tajvani kutatok altal elvégzett eldzetes biologiai vizsgalatok alapjan mar tudtuk
azt, hogy a lektinnek az a-(1,3)-kotésti diramnozidhoz van a legnagyobb affinitasa, ezért ezt a
szarmazékot allitottuk eld nagyobb mennyiségben a multivalens szarmazékok szintéziséhez. Ehhez
a 65. abran lathatd Uton szintetizdltuk a monoszacharid épitéelemeket. A hordozéhoz vald
kapcsolast klikk-reakcioval terveztiik kivitelezni, ezért az akceptort propargil aglikonnal lattuk el
(388). A konnyl eltavolithatosagot és a sztereokémiai iranyitd hatdsat szem el6tt tartva acetil
véddcsoportokat alkalmaztunk a szintézis soran. A donor és az akceptor épitdelemek szintézisét

tetra-O-acetil-L-ramnopirandzbol (383)%1¢ kiindulva valositottuk meg (65. abra).
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65. abra: A monoszacharid épitéelemek, a védett a-(1-3)-kotést diramnozid (389) és a

referenciaként hasznalt vegyiilet (390) szintézise

A 383-as szarmazék anomer dezacetilezése benzil-aminnal a 384-es hemiacetalt
eredményezte, amelyet két 1épésben alakitottak tovabb a 385-6s?%" triklor-acetimidat donorra. Ezzel
parhuzamosan, a 383-as vegyiiletet propargil-alkoholhoz kapcsoltak BF3-EtO jelenlétében, majd a
386-052'8 terméket Zemplén-koriilmények kozott dezacetileztiik, igy megkapva a 387-es2% triolt. A
387-es szarmazék szabad hidroxil csoportjainak differencialasa harom 1épésben tortént, beleértve a
ciklikus ortoacetat képzését a 2,3-cisz-diolon, a 4-OH csoport acetilezését és az ortoészter

regioszelektiv felnyitasat enyhe savas hidrolizissel, eljutva igy a 388-as akceptorhoz, amely mar
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csak egy szabad hidroxil csoportot tartalmazott a C-3 pozicidban. A 385-6s donor és a 388-as
akceptor kozotti kondenzacid trimetilszilil-triflat iniciacid mellett teljes konverzidval és
sztereoszelektivitassal ment végbe, igy 99%-0s hozammal keletkezett az o-kotésti 389-es
diszacharid. A glikozilezés sziikséges a-szelektivitasat a donor C-2 helyzeti acetil csoportja
biztositotta. A 389-es vegyiilet bioaktiv épitdegységként szolgalt a tobbértékli szarmazékok
szintézis€¢hez. A 389-es vegyiiletet Zemplén-féle dezacetilezéssel katalitikus mennyiségii NaOMe-
tal metanolban a 390-es ramnobiozidda alakitottuk, amelyet a lektin-kotési vizsgalatokban
referencia molekulaként hasznaltunk fel. Majd az igy kapott diszacharid szarmazékot Klikk-
reakcioval négy, geometriailag eltér6 tipusu hordozohoz (393, 394, 395, 396) kotottik két eltérd
hosszisagu linker (etilénglikol, 392 és tetractilénglikol, 391) felhasznalasaval (66. abra). Ezzel
tudtuk vizsgalni a kialakulé multivalens vegyiiletek térbeli elrendezddésének és a linker hosszdnak

hatasat a lektinhez vald kotodésben.
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66. abra: A felhasznalt linkerek (391, 392) és hordozok szerkezete (393, 394, 395, 396)

Mind az etilénglikolt, mind a tetraetilénglikol linkert Cu(l)-katalizalt azid-alkin cikloaddicios
reakcioval??%??! kapcsoltuk a cukor epitdphoz, majd ezeket a szarmazékokat a kiilonb6zd
hozdozokhoz is. A reakciokban réz(I)-jodidot hasznaltunk Cu(I) forrasként, trietil-amin bazis
jelenlétében. Az irodalombol ugyanis jol ismert, hogy a Cul és a CuBr reagensek legalabb egy amin
bazist igényelnek a Cu-acetilid komplexek kialakitasahoz. Ugyanis ezek a rézsok kezdetben stabil
komplex kialakulasahoz.??22?2 Hasonléan korabbi kisérleteinkhez,??32%4 itt is azt tapasztaltuk, hogy
a trietil-amin (TEA) hatékonyan alkalmazhat6é az azid-alkin klikk reakciokban. Ezt kdvetden, az
acetil védécsoportok Zemplén-koriilmények kozotti eltavolitasaval sikeresen allitottunk eld
monovalens (391, 393), bivalens (392), trivalens (394, 395) és tetravalens (396, 397) szarmazékokat
a rovid és a hossza linker felhasznalasaval is (67. abra), majd a tajvani partnereink elvégezték a
lektinhez valé kotédési vizsgalatokat (68. abra).??

A rekombinans tdrfarktl rdk plazma lektinrdl kordbban kimutattdk, hogy felismeri a P.
aeruginosa PAO1 baktériumot, és ez a kdlcsonhatas gatolhatd az L-ramndz jelenlétével, ami azt
jelzi, hogy az rHPL a baktériumok felszinén taldlhaté L-ramnéz rész révén ismeri fel a

baktériumokat.’®® A vizsgalatok soran az eldallitott, kiilonb6zé ramndz tartalma, multivalens
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ramnobiozidokat alkalmaztak 2 és 4 mM-os koncentracioban 0,5 uM koncentracioji rHPL és P.
aeruginosa PAOI1 kozotti kotédés gatlasara, az L-ramnoz-monoszacharid, mint standard

hasznalataval 6sszehasonlitva (68. abra).
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67. abra: Néhany multivalens ramnobiozid és a monovalens referencia vegyiiletek szerkezete
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68. abra: A multivalens ramnobiozidok gatl6 hatasa az rHPL-baktérium koélcsonhatasara.

A varakozasainknak megfeleléen 2 mM L-ramn6z hozzaadasakor az rHPL P. aeruginosa
PAO1-hez val6 kotddési aktivitasa csak 92,2+4,4%-ra, 10 mM L-ramnoz esetén pedig 78,7+8,8%-ra
csokkentette. A referencia vegyiilet, a ramnobioz (390) esetében, ahol mar két egymast kdvetd
terminalis ramnoz egység is van, az rHPL-baktérium kolcsonhatas gatlasa 68,4+8,5%-0s volt, ami
erdsebb hatast jelez, mint a monoszacharid esetében. A triazol-tartalmu linkert hordozé 391-es és

393-as ramnobiozid szarmazékok még erésebb gatld hatast mutattak, ami az rtHPL P. aeruginosa
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PAO1l-hez wval6 kotodésének 40,8£11,3%-at, illetve 42,0+11,8%-at eredményezte. A
tetraetilénglikol-linkert tartalmazé multivalens ramnobiozidok esetében a négy ramndz egységet
tartalmaz6 392-es, a hat ramnozt tartalmazo 394-es és a nyolc ramnozt tartalmazé 396-0s vegyiilet
az THPL és a P. aeruginosa PAOI1 kozotti kotodést rendre 43,5+5,7%-ra, 36,4+£15,3%-ra és
18,1£2,2%-ra csokkenthette, ami egyértelmiien arra utal, hogy tobb ramnoéz-egység erdsebb gatlo
hatast fejtett ki.

Az etilénglikol-linkert tartalmazé multivalens ramnobiozidok esetében a hat ramnéz egységet
tartalmazo 395-6s vegyiilet és a nyolc ramnozt tartalmazo 397-es vegyiilet 25,6+11,0%-ra, illetve
22,742,5%-ra csokkenthette az rtHPL és a PAO1 kozotti kotddést. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az Osszes szintetikus ramnobiozid-szarmazékunk képes volt gatolni az rHPL PAO1-hez valo
kotodését, és a ramnozidokban taldlhatdé magasabb ramnoz-tartalom erésebb gatld hatast
eredményezett az rHPL bakteridlis felismerd aktivitdsara. A haromértékii ramnobiozidok mutattak a
legerésebb gatld hatast az rHPL-baktérium kolcsdnhatésra.??®® Tovabba a tetraetilénglikol-, illetve
etilénglikol-linkert tartalmaz6 ramnobiozid szarmazékok er6sebb gatlo hatast mutattak, mint a 390-
es referenciavegyiilet, linker beépitése nélkiil, ami arra utal, hogy a linker régio is befolyasolhatja az
rHPL bakterialis felismerését, esetleg az rHPL-lel kialakitott nem kovalens kdlcsonhatasok révén

(valdsziniileg hidrogénkotés révén).

5.2. Diramnolipidek szintézise és biologia vizsgalata

A tajvani kutatocsoporttal vald egyiittmiikodés keretében, folytatva az L-ramnéz tartalmu
vegyitiletek szintézisét eléallitottunk egy a-(1,2)- és egy a-(1,3)- kotésti ramnolipid szarmazékot is
az rHPL lektin biofilm-képzodés gatld hatasanak pontosabb feltérképezéséhez, a hatasmechanizmus
megismeréséhez. A kutatds ezen részében a mi feladatunk a kereskedelmi forgalomban nem
kaphat6 ramnolipidek (69.4bra, 398, 399) hatékony szintézisének megtervezése és megvalositasa
volt. Az a-(1,2)-kotésti (398) szarmazék szintézisére két példa talalhatod a szakirodalomban,??6:2%7 de

az o-(1,3)-kotést diramnolipid (399) eldallitasat el6ttiink még nem kozolték le.

o 0 OH o) o OH
HHOSC‘H?O# o 0 H”g‘i?&(ﬂ o 0
ez iy
HO [, OH

398 399

69. abra: A tervezett diramnolipidek (398, 399) szerkezete

A tervezett végtermékek eldallitasat a lehetd legegyszerli szintetikus uton terveztiik

Kivitelezni. Ez ugyan eltért a szakirodalomban bemutatott modszerektél, de mindkét regioizomer
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eléallitasara alkalmasnak bizonyult. A tervezett a-(1,2)- (398) és o-(1,3)-kotéstt (399)
diramnolipidek szintéziséhez hasznalt szabad diszacharid donorok (404, 405) szintézisének
optimalizalasat egy kordbbi publikacionkban mar ismertettiik.??® Ehhez els6ként a megfeleléen
védett monoszacharid egységeket szintetizaltuk (70. abra), amihez fel tudtuk hasznalni a
multivalens szarmazékok szintéziséhez hasznalt épitéelemeket is. gy a diramnozid egységeket eld
tudtuk allitani harom védett ramnoz szarmazékbol (385, 400, 401). A molekulak szintézisét a
megfeleléen védett, akceptorként hasznalt, ramndz egységek (400, 401) eldallitdsaval kezdtiik.
Szabad ramnopiran6zbdl kiindulva ezeknek az egységnek a szintézise Osszesen 4-6 lépést vett
igénybe. Majd a védett tioglikozidbol (74) kiindulva eléallitottuk a donorként hasznalt
trikloracetimidat szarmazékot is két 1épésben (385). Ezen harom szarmazék kombinalasaval

allitottuk el a tervezett, a-(1,2)- (402) és a-(1,3)-kotési (403) védett diramnozid szarmazékokat.

OMe SPh SPh DMF

HaC~ IQ# 1. aceti HiC—~7~o NaH
o eltavolitas Ho—7 ‘f BnBr
o Ho' [

O —— >

MeO
e 2. acetal o

-rt
A?g‘im% eltavolitas |13°72Q 0 24C :
1. acetil eltavolitas OMe SPh AcO HO

2. acetl kialakitas HaC- o 4020A° 0 ‘?H (76%)

‘ o)

400
R HC7Q
1. acetil eltavolitas BnO
2 1épé SPh 2. ortoészter képzés SPh 0
épés -
P AHSCEOZ| HBCZO# e OBn
C AcO 3. acetilezés AcO HO BnO3 2

OAc 5 it
74 4. ortoészter nyitas OBn

407
1. -SPh eltavolitas AZ'SC_ZQZH
2. trikléracetimidat AcO

kialakitas

DMF, NaH, BnBr l 0°C -rt, 24 h (75%)
SPh

acetil HHSC;of
eltavolitas
o —_— ® oH
HiC 0
AcO HO HO
C OAc OBn
403 405

70. abra: A benzil-védett diszacharid épitéelemek (406, 407) elballitasa

A tovabbiakban az igy el6allitott diramnozid épitéelemeket (402, 403) atalakitottuk, és ezaltal
alkalmassa tettiik 6ket a zsirsavlancok beépitésére. Az altalunk tervezett legoptimalisabb Gtvonal
alapjan els6ként benzil csoportokra cseréltiik a diszacharidok véddcsoportjait mind a 402-es, mind a
403-as szarmazékokon, hogy szelektiven el tudjuk tavolitani a zsirsavészterek mell6l a szintézis
végén. Ehhez elsdként lehasitottuk a 402-es szarmazék BDA-acetdl véddcsoportjat savas
koriilmények kozott, majd Zemplén-koriilmények kozott, mindkét vegyiiletrdl, eltavolitottuk az
acetil csoportokat, eldallitva igy a 404-es és a 405-6s szabad szarmazékokat. Ezen vegyiiletek
szabad -OH-csoportjait pedig lagos koriilmények kozott benzileztiik, eljutva igy az éter védett
szarmazékokhoz (406, 407). Ezekkel a vegyiiletekkel, egymassal parhuzamosan, glikozileztiik az R-

3-hidroxidekansav metil-észter szarmazékat (71. abra, A és B reakciout).

96



Dr. Herczeg Mihaly: D- és L-hex6zokbol felépiild oligoszacharidok szintézise és biologiai jellemzése

A HsC o) M
o}
HsC
BnO

SPh

Hscmf metil-(R)-3-hidroxidekanoat 1. MeOH, THF
BNCano CH.Cly, THF, NIS, TfOH 408 (46%) 0.5 M NaOH
? rt, 24 h (92%)
HSW -50°C--20°C, 3 h OMe 2. metil-(R)-3-hidroxidekanoat
B0z 3 EZ‘# CH,Cly, DCC, DMAP C; 2
OBn BnO rt, 18 h (31%)
406
H3C 3. pir., Lil H3C
B“O 110 °C, 6 h (56%)
4. EtOH, H,, Pd(C)
409 (50%) rt, 24 h (75%)
1. MeOH, THF
B 0.5 M NaOH
rt, 24 h (77%)

4. EtOH, H,, Pd(C)
t, 24 h (90%)

SPh (0] OMe 2. metil-(R)-3-hidroxidekanoat
HiCreg  Meti-(R)-3-hidroxidekanoat HaC—~0o 5 CH,Cly, DCC, DMAP C‘M
BnO CHaCly, THF, NIS, TOH Bno—7 tt, 18 h (57%)
O OBn OBn
HiC—~0 ch
HsC—~o -50 °C - -40 °C BnO 3. pir,, Lil
BnOsho 5h (89%) BnO g, 110 °C, 6 h (63%)

71. abra: A zsirsavlancok beépitése ¢és a véddcsoportok eltavolitasa

Els6ként az a-(1,2)-kotésti szarmazékot allitottuk elé (71. abra, A). Ehhez a védett 406-0s
szarmazékkal glikozileztiik  metil-(R)-3-hidroxidekanoatot NIS/TfOH promoter rendszer
segitségével. A kapcsolasi reakciobol a vart a-kotésii 409-es szarmazék (50%) mellett a B-kotést
408-as sztereoizomert (46%) is izolaltuk. Ez feltehetéen annak koszonhetd, hogy a C-2 pozicidban
1év6 ramnozil-egység nem-résztvevd csoportként mitkddott, és nem fejtett ki arnyékold hatast az a-
vagy B-oldalakon. Ennek eredményeként a két anomer kozel 1:1 aranyban képzddott. Szerencsére a
két sztereoizomert sikeresen el tudtuk valasztani oszlopkromatografidval egymastdl, igy a tiszta a-
kotéstt 409-es diramnolipiddel tudtuk folytatni a szintézist. A teljesen védett diramno-dilipid
eldallitasahoz eldszor a 409-es szarmazék dekansav részének metil-észter-csoportjat lugos
hidrolizissel eltavolitottuk, majd az igy kapott vegyiilet masodik lipid-részét észteresitési reakcioval
vittik be, melyhez az aktiv karbonsav-szarmazékot in situ allitottuk el6 N,N’-diciklohexil-
karbodiimid (DCC) reagenssel 4-(dimetil-amino)piridin (DMAP) jelenlétében. A reakcidban csak
alacsony hozammal kaptuk a vart védett diramno-dilipid szarmazékot. Az o-(1,2)-kotésii
célvegyiiletet (398) végiil a metil-észter-csoport Lil reagenssel torténd szelektiv eltavolitasaval,
majd a diszacharid rész benzil csoportjainak katalitikus hidrogénezéssel torténé lehasitasaval kaptuk
meg. Ezek a reakciok jo hozammal eredményezték a vart ramnobiozil-dilipidet (398).

Ezzel parhuzamosan a 407-es diszacharidbdl eléallitottuk az a-(1,3)-kotésti szarmazékot (399)
(71. abra, B) is. Az a-(1,2)-kotésti szarmazék elballitasahoz hasonld tton, a benzil-védett

szarmazékot (407) kapcsoltuk a mar korabban is alkalmazott dekansav-metil észterrel, eljutva igy a
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vart a-kotésii 410-es vegylilethez, melyet kivalé hozammal és sztereoszelektivitassal tudtuk izolalni
a reakcidelegybdl. Ebben az esetben, vélhetéen a 3-as pozicidban 1évé nagy térkitoltésii ramnozil-
egység kizardlag az els6 ramnéz-egység glikozidos centrumanak B-oldalat (als6 oldalat) tudta
learnyékolni. Ez a sztérikus gatlas, az anomer effektus és a nem-résztvevd benzil-csoport jelenléte a
2-es pozicidban egyiittesen biztositotta a glikozilezési reakcid kizardlagos a-szelektivitasat. Ezt
kovetden a dekansav egység metil-észter-csoportjat 0,5 M-0s NaOH-oldattal eltavolitottuk, ami jo
hozammal eredményezte a szabad karbonsav-szarmazékot. Ennek a vegyiiletnek a masodik metil-
(R)-3-hidroxidekanoattal torténd észteresitése a korabban leirt DCC/DMAP reagens kombinacioval
elfogadhatd hozammal eredményezte a védett diramno-dilipidet, majd a metil-észter csoport
szelektiv eltavolitasa és a benzil csoportok katalitikus hidrogenolizise utan jo hozammal kaptuk

meg a szabad a-(1,3)-kotésii 399-es végterméket is.
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72. abra: Az rHPL lektin k6tédése a bakterialis €s a szintetikus (398, 399) diramnolipidekhez

Az rHPL lektin két szintetikus diramno-dilipid szarmazékhoz (398, 399) valo kotédését
baktériumokbdl kivont diramnolipidhez viszonyitva kozvetlen ELISA-val hataroztak meg a tajvani
partnereink (72. abra). Az rHPL koétédése az a-(1,3)-kotésti diramnolipidhez (399) szignifikansan
er6sebb volt, mint az a-(1,2)-kotéstt diramnolipidhez (398) vagy a bakterialis a-(1,2)-kotési
diramnolipidhez, relativ kotédésiik rendre 119,7 + 3,9%, 102,3 + 4,5% és 100 £ 6,3% volt. Az
rHPL A=590 nm értéke az a-(1,3)-kotésti diramnolipidhez, az a-(1,2)-kotésti diramnolipidhez és a
bakterialis a-(1,2)-ko6tésti diramnolipidhez rendre 0,98 + 0,03, 0,84 + 0,04 és 0,82 + 0,05 volt. Nem
volt szignifikans kiilonbség az rHPL bakterialis és szintetikus a-(1,2)-kotésti diramnolipidhez vald
kotodésének erdssége kozott. Ez az eredmény megerdsitette, hogy az rHPL az a-(1,3)-kotést
diramnozidot részesitette elényben az o-(1,2)-kdtésii diramnoziddal szemben (72. abra).??
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5.3. A Psl pentaszacharid szintézise és az rHPL lektinnel valo kolcsonhatasa

A munka folyatasaként a Pseudomonas aeruginosa Psl exopoliszacharid pentaszacharid
részének az rHPL lektinnel valé kolcsonhatasanak pontosabb feltérképezéséhez a tajvani kutatdkkal
egylttmiikodésben célul tiiztiik ki a Psl exopoliszacharid pentaszacharid egységének (411) hatékony
szintézisét és biologiai vizsgalatat. Ezen beliil a mi feladatunk a kereskedelmi forgalomban nem
kaphat6 pentaszacharid rész (73. abra, 411) hatékony szintézisének megtervezése €¢s megvalositasa
volt.17®

Hgg‘ga Hgoo’&;wopmp
OH HsC
411
73. abra: A Psl exopoliszacharid anomer centruméan modositott pentaszacharid részének (411)

szerkezete

A tervezett pentaszacharid (411) eléallitasahoz els6ként a megfeleléen védett monoszacharid
egységeket szintetizaltuk (74. abra). Az oligomer 6t egysége eldallithatd volt harom kiindulasi

szénhidratbol (L-ramnéz, D-gliikoz, D-mannéz).

A védett ramnopiranozil egység A védett gliikopiranozil egység
OH OH
HaC 70 6 lépés o0 sipss PN o2 o
HO —_— Ho OH — > HO OPMP
HO OH OH OBn
L-ramz6z D-gliik6z 412

A védett mannopiranozil egységek

Aco— OAC —~ OH Ph—~ OR
Ho— P 21epes 08 o 3lepss PNTUO g 52 |o
Hﬁo’% O, oH AcO ™ NAPO ~| NaPo

D-mannéz 413 SPh 414 SPh SPh
2 lénes 415R = TBS (1 lépés)
P 416 R = Bn (1 lépés)
AcO ogc
AcO’%
AcO O\H/CC|3
417 NH

74. abra: A védett monoszacharid egységek eldallitasa

A szintézist a megfelelden védett ramnoz egység (401) eldallitasaval kezdtiik, melyet el0szor
akceptorként terveziink hasznalni a kapcsolasi reakciokban. Szabad L-ramnopiran6zb6l kiindulva
ennek az egységnek a szintézise 6 I1épést vett igénybe,??>%2822% tovabba az akceptorként hasznalt
gliikoz épitdelemet (412) szintén 6 1épésben éllitottuk €l8, irodalmi példdk alapjan.?*023! Mivel ez

az egység lett a pentaszacharid kezdd egysége, az anomer centrumot a szintézis egyszerusitése
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érdekében 4-metoxifenil csoporttal rogzitettiik. Az a-mannozidos kotés kialakitasat a peracetilezett
trikloracetimidat donorral (417)?% valositottuk meg. Tovabba ezen molekula szintézisének
koztitermékébol (413) eld tudtuk allitani a masik két, specidlisan védett mannodz részt is a f3-
mannozidos kotések kialakitasahoz (415, 416).233-2%

A tovabbiakban, ezen egységek felhasznalasaval épitettiik fel a tervezett védett
pentaszacharidot. A munka soran kihivast jelentett a f-mannozidos kotés kialakitasa, valamint a

hasznalt tioglikozidok szelektiv aktivalasa (75. abra). A sztereoszelektiv [-mannozilezést in situ

triflat képzésen keresztiil Crich és munkatarsai fejlesztették ki.?36:237
1.+ 412
. ; 0
széraz CH,Cl, SPh szaraz CH,Cly, NIS, TfOH Ph o S é o
BSP, TTBP, Th,0 0Bn H.C -20°C, 3h (73%) 0 oPMP
416+401 ———————————> Ph/\‘w Q OBn HsC——¢ OBn
a8 DDQ HO OAc
1, 1.5 h (83%) 419

1. +415
szaraz CH,Cl,
BSP, TTBP, Tf,0
-60 °C, 3 h (79%)

0 Ph’\‘o
AO OAc Ph o/&o OPMP + 417 § :POQ _OPMP
Aco‘g; o % szaraz CH,Clp, TMSOTf

2. szaraz THF
TBAF
rt, 24 h (96%)

AcO OBnAH(%C o OBn 0Bn HsC
o P N2 ¢ 20°C,3h(73%)  PhTO0 w
P 2 o 0o O onc (73%)
0 NABO
NABO

1. MeOH, NaOMe

1, 24 h Hy, rt, 10 bar, 24 h

2. EtOH, AcOH, Pd(C)
(70% két Iépésre)

OH
HO HO
HOM[O ”%&&opmp
HO e o
o Ho— ¥ Héw
Hgo‘g O Hoﬁ/o OH
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75. abra: A védett pentaszacharid (421) szintézise és atalakitasa

Ezen példat kovetve kapcsoltuk a 416-0s mannozil donort és a 401-es ramnozil akceptort 1-
benzolszulfinil-piperidin (BSP), 2,4,6-tri-terc-butilpirimidin (TTBP) és trifluormetanszulfonsav-
anhidrid (Tf20) hasznalataval. A reakci6 optimalizalasa utan jo hozammal ¢s sztereoszelektivitassal
nyertiik a vart B-mannozidos kotésti terméket (418). Ezutan a 418-as diszacharid donorral
glikozileztik a 412-es gliikozil akceptort NIS/TfOH promoter rendszer alkalmazéasaval. A
reakcioban jo hozammal és sztereoszelektivitassal képz6dott a vart védett triszacharid, melyet
oxidativ uton (C-4""-NAP-eltavolitas) alakitottunk akceptorra (419), majd kialakitottuk a masodik
B-mannozidos kotést is, az el6z6hoz hasonld koriilmények kozott. A reakcidban a vart, védett
tetraszacharid teljes sztereoszelektivitassal és kivalo hozammal képzodott, melyet a C-2"-szilil
csoport eltavolitasaval alakitottuk akceptorra (420). Ezt kovetden az igy kapott tetraszacharid
akceptort glikozileztiik a mannozil imidat donorral (417) TMSOTT aktivalas mellett, a reakcioban

kivalé hozammal képz6dott a vart, védett pentaszacharid (421), melyet tovabbi 2 Iépésben
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(dezacetilezés ¢és katalitikus hidrogénezés) sikeresen alakitottunk 4t a bioldgia vizsgalatokra
alkalmas szabad formava (411).17°

Elmondhatjuk, hogy az egyes monoszacharid épitdelemek felhasznalasaval, j6 hozammal
sikeriilt el6allitani a tervezett pentaszacharidot 26 1épésben, linearis szintézis stratégiat kovetve. A
tajvani partnereink elvégezték a bioldgiai vizsgalatokat, melyek alapjan az altalunk eléallitott
pentaszacharid kival6 affinitast mutatott az rHPL lektin felé. Az eredményekbdl jol lathato, hogy a
Psl pentaszacharid 6,7-szer nagyobb gatld hatassal rendelkezik, mint a referenciaként hasznalt L-
ramnoz (76. abra).1’®

1204
1004
804
60

40+

Relative binding {%o)

201

0-

&w’é‘ &»5" ,ﬁ“ @é e§ 6@\‘\ & 6&“ e§
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76. abra: A Psl pentaszacharid gétlo hatasa az rHPLog — biofilm kolcsonhatas kialakulasara
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6. Az eredmények hasznosithatésaga

Kutatasi munkdm sordn egyrészt j modszereket fejlesztettiink ki heparin-analég oligoszacharidok
¢és L-ramndz tartalmt di- illetve pentaszacharid szarmazékok eléallitasara, valamint kidolgoztunk
egy Uj eljarast az L-idoz tioglikozid eléallitasara, amely kiterjeszthetd mas hexozokra, és altalanosan
alkalmazhat6 ritka L-hexdzok szintézisére. Masrészt az altalunk szintetizalt, biologiailag aktiv
szénhidrat-szarmazékok felhasznalasaval alaposabban megismerhettiik a kutatasinkhoz kapcsolodo
fehérjék (pl.: antitrombin, rHPL lektin) szénhidratokkal valdé kolcsonhatdsanak természetét.
Mindezek mellett az eléallitott vegyliletek szintézise soran kidolgozott modszerek hozzajarultak a
szénhidratkémiai szintézismddszerek (glikozilezési reakciok, véddcsoport manipuléciok, L-hexdzok
szintézise) fejlodéséhez. Az L-hex6zok felhaszndlasaval a késdbbiekben késziilhetnek bioldgiailag
hatasos molekuldk (pl. aminodezoxi-L-cukrok, aminoglikozid-antibiotikumok), melyek

gyogyszerkémiai fejlesztés alapjat képezhetik.
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7. Osszefoglalas

Doktori értekezésemben D-glilkuronsav és L-iduronsav tartalmi, nem-glilkézaminoglikan
tipusu, heparin €s heparan-szulfat analdg oligoszacharidok szintézisérdl, valamint L-ramnoz
tartalmu lektin koté aktivitassal rendelkezé oligoszacharidok elallitasarol, és ezen vegyliletek
biologiai vizsgalatainak eredményeirél szamoltam be. Az elvégzett munka legfontosabb

eredményeit az alabbiakban foglalom 6ssze.

7.1. Nem-GAG tipusu, heparin és heparan-szulfat analog triszacharidok és szulfonsav
tartalmu maltooligomer szarmazékok szintézise és bioldgiai aktivitasuk vizsgalata

Szintetizaltunk 12 idraparinux és 1 fondaparinux fragmens triszacharidot, melyeket mar a
korabbi kutatasaink soran is alkalmazott szulfonsav-tartalmu és szulfonsav nélkiili monoszacharid
épitéelemekbdl épitettiink fel. A 13 heparin-analog triszacharid teljes szintézise egyenként 22-25
1épést vett igénybe. Vizsgaltuk vegyiileteink sejtndvekedésre gyakorolt hatdsat egészséges és
tumoros sejtvonalakon, valamint néhany szarmazék esetén a gyulladas-csokkentd hatast is. Két
vegyliletrdl sikeresen kimutattuk, hogy dozis-fliggé modon gatoltak a human tumoros sejtvonalak
vizsgalatok alapjan a vegyiiletek kivalo szelektivitassal rendelkeznek. Néhany szarmazékrol
kimutattuk, hogy igéretes gyulladas-csokkentd aktivitassal rendelkeznek.

Ezek mellett, a C-6 pozicidban metilénszulfonsav csoportot tartalmazé monoszacharid
épitéelemekbdl oligomereket szintetizaltunk, melyek kozil a di- és triszacharid szarmazékokat
vizsgalhatd mennyiségben is eléallitottuk. A szintézisek soran elemeztiik a 1épésenkénti-, a blokk-
¢s a polimerizacios reakciok kivitelezésének lehetéségeit. A preparalt szarmazékoknak vizsgaltattuk
a sejtnovekedés-gatlo és gyulladas-csokkentd hatasat is. Ezek alapjan elmondhato, hogy a szulfatalt

szarmazékok diszkrét gyulladds-csokkentd hatassal rendelkeznek és nem citotoxikusak.

7.2. A véralvadasgatlo6 idraparinux szintézisének optimalizalasa

Az idraparinux pentaszacharid szintézisére tobb utat is kidolgoztunk. Az els6 reakciouton mar
monoszacharid szinten kialakitottuk a karboxil funkcidés csoportokat. A szintézis
legproblematikusabb része az iduronsav akceptor szintézise volt (D-gliikkozbol kiindulva 12 1épés,
Osszhozam kevesebb, mint 10%). Tovabba a végleges csoportok (metil és szulfatészter)
kialakitdsanal ismét az uronsav egységekkel volt gond, igy alternativ ton kellett kialakitanunk a
tervezett metil csoportokat. Végiil els6 korben sikeresen szintetizaltuk az idraparinuxot 44 1épésben.

A masodik reakciouton igyekeztiink kikiiszobdlni az el6zd szintézis kritikus 1épéseit, igy a

védett di- és triszacharidokat uronsav prekurzor egységek hasznalataval épitettik fel. igy,
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pentaszacharid szinten kialakitva az uronsav részeket 39 1épésben sikeresen szintetizaltuk az
idraparinuxot nagyobb tételben.

A korédbbi szintézisekbdl kitlint, hogy az L-idoz egység szintézise jelenti a legnagyobb
kihivast az épitéelemek koziil. Ezt orvosolva sikeresen tovabbfejlesztettiink egy irodalomban mar
régebben leirt C-5 epimerizacios modszert (5,6-telitetlen O-glikozidok hidroboralasa/oxidacidja),
melyet elséként mi alkalmaztunk tioglikozidokon. A mi ujitasunk az volt, hogy a-tiogliikozidokat
hasznaltunk kiindulasi vegyiiletekként, melyekbdl eldallitottuk az 5,6-exometilén szarmazékokat
majd a hidroboralas és az azt kovetd oxidacio eredményeként kozvetleniil megkaptuk az aktivalhato
anomer csoporttal rendelkez6 L-idoz szarmazékokat. Ennek a tioidozid donornak a felhasznalasaval,
a korabbiakban mar bevalt utvonalon (2+3-as blokk szintézis), pedig sikeresen szintetizaltuk az

idraparinuxot az eddigi legrovidebb uton, 38 1épésben.

7.3. L-Hexéz tioglikozid donorok eléallitasa

Az L-i1d6z tioglikozidok szintézisére kidolgozott eliminacids-hidroboralasi-oxidacids reakcid
kombinacio felhasznalasat Kiterjesztettik a tobbi L-hexdz eldallitasara is. A két legolcsobb
monoszacharidbol, D-gliikkozbol és D-manndzbol, kiindulva szintetizaltuk a megfeleléen védett L-

hex6z szarmazékokat. D-Glikozbol kiindulva, a C-3, C-4 és C-5 epimerizacids reakciokat

crer

T

eldallithatok. D-Manndzbdl kiindulva, az eldzdekkel megegyezd reakciouton viszont eld tudtuk
allitani mind a 4 hianyzo L-hexézt (L-gulo, L-allo, L-galakto és L-gliiko) glikozilezésre alkalmas,
védett tioglikozid formaban. Az epimerizacios reakciok vizsgalata kozben képz6dott, DBU-val
konjugélt kvaterner ammoniumsokrol pedig kideriilt, hogy kivald gombaellenes hatassal

rendelkeznek.

7.4. L-lduronsav egységében helyettesitett heparin analdég pentaszacharidok szintézise és
véralvadasgatlé hatasuk vizsgalata

Eléallitottunk harom (permetilezett, acetil csoportokat vagy szabad —OH-kat tartalmazo) 6-
dezoxi-L-talopiranozid tartalmu és egy L-guluronsavat tartalmazo pentaszacharidot, hogy vizsgalni
tudjuk, hogy a legbonyolultabban szintetizalhato, L-iduronsav rész helyettesithetd-e mas, hasonléan
flexibilis, szerkezeti elemmel. Ehhez, a mar kordbban is alkalmazott mono- és diszacharid
épitdelemeket hasznaltuk fel, valamint kovettiikk az eddig alkalmazott szintézis-stratégiak legjobb
elemeit. A harom 6-dezoxi-L-talopiranozid tartalmi pentaszacharidot 32-34 1épésben, az L-
guluronsavas molekuldt pedig 36 Iépésben Allitottuk eld. Elvégezve a véralvadasgatlasi

vizsgalatokat sajnos kideriilt, hogy az altalunk eszkozolt valtoztatasok a gatld hatds szinte teljes
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elvesztéséhez vezettek a 6-dezoxi-L-talopiranozid tartalmi pentaszacharidok esetében, azonban az

L-guluronsavas szdrmazék megdrizte az anyamolekula véralvadasgétld hatasanak ~50%-at.

7.5. L-Ramndz tartalmu oligoszacharidok szintézise és lektin-koté tulajdonsagaik vizsgalata
Egy tajvani orvos-biologus kutatocsoporttal egyiittmiikddésben a torfarka rak plazma lektin
(rHPL) kotodési vizsgalataihoz eldallitottunk tobb L-ramnodz tartalmu oligoszacharid szarmazékot.
Szintetizaltunk multivalens o-(1,3)-kotésti ramnobiozidokat, egy a-(1,2)- és egy a-(1,3)-kotési
ramnolipid szarmazékot és megvalositottuk a Pseudomonas aeruginosa Psl exopoliszacharid
pentaszacharid részének hatékony eldallitasat. A tajvani partnereink altal elvégzett biologiai
vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy a hosszabb linkert tartalmazo tetravalens vegyiilet gatolta
legnagyobb mértékben az rHPL-P. aeruginosa PAO1 kotédést, az a-(1,3)-kotéstit diramnolipid
szignifikansan erdsebben kotddott az rHPL lektinhez, mint akar a szintetikus, akar a bakterialis
eredetii a-(1,2)-kotésti szarmazék, a Psl pentaszacharid pedig 6,7-szer nagyobb affinitassal kotédott
a lektinhez, mint a referenciaként hasznalt L-ramnoz. Ezen szarmazékaink és az elvégzett

vizsgalatok hozzajarultak a lektin kdtohelyeinek pontosabb felderitéséhez.
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