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1. Bevezetés

A sejtfelszini oligoszacharidok kulcsszerepet jatszanak
a bioldgiai jelek tovabbitasaban, kiilonbozé normalis és
patologias felismerési folyamatokban, igy példaul a sejt-
sejt kommunikacioban, az immunvalasz kivaltasaban,
bakterialis és viralis fert6zésekben, kardiovaszkularis és
gyulladasos betegségekben, a rakos attétek kialakulasaban.
Ezeknek a folyamatoknak a molekularis részleteit azonban
sok esetben nem ismerjiik elég pontosan, a benniik résztvevd
oligo- ¢és poliszacharidok heterogenitasa ¢és lenyligdzd
mértéki szerkezeti valtozatossaga ugyanis olyan szintetikus
¢s analitikai problémakat vet fel, amelyek megoldasara még
mindig nem elégségesek az eszkozeink és modszereink.
Mig a nukleinsavak és peptidek automatizalt szekvenalasa
és szintézise rég megoldott, a glikokonjugatumok
szénhidrat részének szekvendldsa és a szilard fazisa
automatizalt oligoszacharid-szintézis csak az utobbi
évtizedre valt elérhetévé, és alkalmazhatéosaguk erésen
korlatozott. Ez az egyik oka annak, hogy a szénhidrat-
alapu gyogyszerkutatisban kevés a latvanyos eredmény.
A megfeleld hatékonysdgu és stabilitasi  szénhidrat
gyogyszerjeloltek kifejlesztésénél tovabbi problémat jelent
a glikozidos kotések savas és enzimatikus hidrolizissel
szembeni érzékenysége, valamint az, hogy a szénhidratok
jellemzden csak kis energiaju kolcsonhatasok kialakitasara
képesek. Mindezek alapjan érthetd, hogy az intenziv
kutatomunka ellenére csak nagyon kevés szénhidrat-tartalmt
hatbanyag van jelen a gydgyszerpiacon.'?

A szénhidratokban azonban vitathatatlanul  oriasi
diagnosztikai ¢és terapias lehet6ségek rejlenek, és ezek
mind teljesebb felderitése és kiaknazasa a glikokémikusok
és  glikobiologusok  egyik  legfontosabb  feladata.
Elsérendli cél a szintetikus és analitikai eszkdztar tovabbi
fejlesztése, pontosan ismert szerkezetli oligoszacharidok
szintézise, illetve biologiai kdrnyezetben stabil szénhidrat-
mimetikumok megtervezése ¢és eldallitasa, majd ezek
felhasznalasaval a szénhidratok bioldgiai szerepének tovabbi
vizsgalata, a hatasért felel0s szerkezetek pontos azonositasa
¢s Uj terapias célpontok meghatdrozasa.

A Debreceni Egyetemen Bognar Rezs6é és Liptak Andras
munkassdga nyoman nagy hagyomanyai vannak a
szénhidrat- és oligoszacharidkémiai kutatasoknak. Ezen
hagyomanyokbol taplalkozva Tanszékiink egyik kiemelt
kutatasi teriilete a gydgyhatdsu szénhidrat-mimetikumok

szintézise. Célunk a természetes szarmazékoknal stabilabb
és erésebb kolcsonhatasokra képes mimetikumok eldallitasa.
Errél a teriiletrdl az antikoagulans hatasi heparinoid
pentaszacharidok  szintézise, multivalens szénhidrat-
ligandumok eldallitasa €s 0j tipust mesterséges nukleozidok
kutatdsa terén elért legjabb eredményeinket mutatjuk be
roviden.

2. Véralvadasgatl6 hatasu heparinoid pentaszacharid-
szulfonsavak szintézise

A heparin linearis lancu, gliikézamin és hexuronsav
(p-glitkuronsav és L-iduronsav) egységekbdl valtakozva
felépiilé, nagymértékben szulfatalt poliszacharid. Bar
elsésorban véralvadasgatld hatasardl ismert, ezen kiviil
még nagyon sok biologiai folyamatot képes befolyasolni:
nagy negativ toltésstirisége révén erds Coulomb-
kolcsonhatasokat — alakit ki kiilonbozé  fehérjékkel,
jelentésen moddositva muikddésiiket. Tobb teriileten is (pl.
atheroszklerozis, angiogenezis, Alzheimer-kor) intenziven
vizsgaljak a heparin-alapu terapia lehetdségét, am ezeket a
kutatasokat neheziti a poliszacharid heterogenitasa. Mivel
az egyes heparin lancokban a p-gliikkuronsav és L-iduronsav
aranya, ¢és a monoszacharid-egységek szulfatacios foka nagy
eltéréseket mutat, sokszor mar az is komoly nehézséget
jelent, hogy a biologiai aktivitasért felelés oligoszacharid-
szakasz pontos szerkezetét meg tudjak hatarozni. Eppen ezért
a valtozatos szerkezeti heparin-fragmentumok eléallitasa €s
széleskorii biologiai vizsgalata nagyon fontos €s intenziven
miivelt oligoszacharidkémiai kutatasi teriilet.?

A heparint tobb mint 30 éven keresztiil alkalmaztak
antitrombotikumként Ggy, hogy sem a véralvadasgatld hatas
mechanizmusat, sem a hatasért felelds egység szerkezetét
nem ismerték. Ma mar pontosan tudjuk, hogy a heparin
az antitrombint (AT), és ez az aktivalt fehérje gatolja a
véralvadasi kaszkad két protedzat, a trombint és a Xa
faktort.* Az antitrombin aktivalasat a poliszacharidnak
egy kicsiny, 6t monoszacharidbol all6 egysége végzi, ezt
az aktiv pentaszacharidot az azonositasnal alkalmazott
jelolés miatt DEFGH egységnek nevezi a szakirodalom
(1a, 1. Abra). A hatdsmechanizmus ismeretében
nyilvanvalova valt, hogy a heterogén poliszacharid lanc
nagy része kOzombos az alvadasgatlas szempontjabol,

“ Tel.: +36-52-512913/22475 ; fax: +36-52-512914 ; e-mail: borbas.aniko@pharm.unideb.hu

121. évfolyam, 1. szam, 2015.



14 Magyar Kémiai Folydirat - Eléaddsok

viszont szerepet jatszik a mellékhatasok (vérzékenység,
sulyosabb esetekben thrombocytopenia) kialakulasaban.
Igy kiemelt gyogyszerfejlesztési cél lett az antitrombin-koto
pentaszacharid kémiai szintézise. Az els6 szintetikus heparin
pentaszacharid gyogyszer, a fondaparinux (1b, Arixtra®)
oriasi eloérelépést jelentett az antitrombotikus terapidban,
mert alkalmazasaval a heparinnal tapasztalt mellékhatasokat
szinte teljesen ki lehetett kiiszobolni.** A vegyiilet bonyolult
szintézise ¢s klinikai hianyossagai (pl. rovid felezési 1do6,
nem dozisfliggd hatas) altal indukalt tovabbi kutatasok
elvezettek a sokkal egyszeriibb szerkezetli, glilkdozamin
egységet nem tartalmazd szintetikus heparinoidokhoz,
amelyek kiemelked6 képviseldje, az idraparinux (2)° kozel
kétszer nagyobb antikoagulans aktivitassal rendelkezik,
mint a fondaparinux.
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1. Abra. A heparin antitrombin-k6t6 doménje (1a), a bel8le kifejlesztett
szintetikus véravadasgatlo gyogyszer (1b) és a laboratériumunkban
eloallitott antioagulans pentaszacharidok (2-6) szerkezete.

Kutatoécsoportunkban Uj tipusu antikoagulansok
kifejlesztése céljabol évek ota foglakozunk az idraparinux
szulfonsav-analogonjainak szintézisével. Ennek soran a a
pentaszacharid-antitrombin kdtddésben kulcsszerepet jatszo
szulfat-félesztereket (-OSO,) szisztematikusan izoszter
szulfonatometil-csoportokkal  (-CH,SO,) helyettesitjik,
amelyek ellenallnak a szulfatdzok ¢és az észterazok
hidrolitikus  hatdsanak, igy biologiai koOrnyezetben
stabilabbak a szulfatésztereknél, ugyanakkor képesek az
antikoagulans aktivitashoz sziikséges erés ionos kotések
kialakitasara Az elmult évek soran a primer szulfatészterek
helyettesitésével sikeresen eldallitottunk egy tri- (3) és két
diszulfonsavat (4, 5), egy monoszulfonsav szarmazékot (6),
és a referencia molekula (2) szintézisére is kidolgoztunk
két 0j szintetikus Gtvonalat™* (1. Abra). A kovetkezékben a
szintetikus munka néhany érdekesebb részletét mutatjuk be,
¢és ismertetjiik a szerkezet és az antikoagulans hatas kozott
eddig feltart 6sszefliggéseket.

2.1. A szulfonsav-tartalmu épitéelemek eloallitasa

Az irodalmi eldzmények hianya miatt a szulfonatometil-
csoportot tartalmazé monoszacharid-épitéelemek eldallitasa
képezte munkank legnehezebb és legérdekesebb részét.
Kezdeti célkitiizésiink az volt, hogy a gliikdz egységeken
mind primer, mind szekunder helyzetben végrehajtjuk a
szulfatészterek cseréjét, ezért olyan modszert kerestiink,

amellyel a szulfondtometil-csoportok a cukorgytiri C-2, C-3
és C-6 helyzetében is kialakithatok. Erre a célra els6ként
a szén-szén Kkett6s kotésen végrehajtott gydkds NaHSO,
addiciot alkalmaztuk (2. Abra). Az addiciés 1épés elott
a megfeleléen védett gliikkozidokon a szabad hidroxilbdl
oxocsoportotképeztiink, majd Wittig-reakcidval kialakitottuk
az exometilén-csoportot (8, 10 és 13). Ezutan kovetkezett
a szintézis kulcslépésének szamitdé gyokos addicid, amely
minden esetben kivald regio- és sztereoszelektivitassal
adta a vart szulfonsav-sokat. Ezt kovetden felszabaditottuk
a glikozilezendd hidroxil-csoportokat, végiil a szulfonsav-
sokbdl a sav szabadda tétele utan diazometannal végrehajtott
metilezéssel szulfonsav-metilésztereket allitottunk el6 (9, 12
és 15).7
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2. Abra. Szulfonatometil-csoport kialakitasa gyokos NaHSO, addiciéval.

A 9, 12 ¢és 15 szulfonsav-észterek kivalo glikozil
akceptoroknak bizonyultak, még a kis reaktivitasi
uronsav-donorokkal is megfeleld affinitassal reagaltak.
fgy eléallitottuk a tervezett pentaszacharidok L-iduronsav-
tartalml diszacharid- (16-18) és D-gliikuronsav-tartalmt
triszacharid-fragmentumait  (19-21) — ezzel elséként
szintetizaltunk olyan oligoszacharidokat, amelyek egyszerre
tartalmaznak uronsav egységet ¢s szulfonsav-csoportot is (3.
Abra).™10
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3. Abra. Uronsav-tartalmu, heparinoid oligoszacharid-szulfonsavak.

A magasabb tagszdmu oligoszacharidokhoz azonban 1j,
glikozil donorként is hasznalhat6, szulfonsav-tartalmi
épitéelemekre volt sziikségiink, a metil-glikozidokat
ugyanis az anomer csoport tulzott stabilitisa miatt nem
vagy csak nagyon rossz hozammal lehet glikozil-donorra
alakitani. (Oligoszacharidok szintézise soran akceptornak
nevezzilk azt a reakcidpartnert, amely a hidroxil-
csoportjaval nukleofilként vesz részt a reakcidban, és
donornak nevezziikk azt a reaktanst, amely a glikozidos
szénatomjaval elektrofilként reagal.) Uj épitdelemként
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tioglikozidokat kivantunk eldallitani, mivel a tioglikozidok
stabilak, ezért jo glikozil akceptorok, tiofil reagensekkel
mégis konnyen tavozasra birhaté az anomer csoportjuk,
igy donorként is kivaléan hasznosithatok. A tioglikozid-
szulfonsavak képzéséhez azonban a NaHSO,-addiciot
nem tudtuk alkalmazni, mert a reakciot katalizalod z-butil-
perbenzoat a tio-aglikont is oxidalta, nehezen izolalhato
glikozil-szulfoxidok és -szulfonok keverékét eredményezve.
Modellreakciok alapjan tioglikozidokon is alkalmazhato
modszernek bizonyult a szulfonatometilén szarmazékot
eredményez6 addicids-eliminaciés mechanizmust Horner-
Wadsworth-Emmons (HWE) reakcido. A pentaszacharid
kozepére beépitendd F-egységhez eldszor a 22 szarmazékot
oxidaltuk, majd az igy nyert dialdozt dietilfoszfonato-
metanszulfonsav-etilészterrel'’ reagaltatva (HWE-reakcio)
eléallitottuk a 23 telitetlen szulfonsavetilészter szarmazékot.
A kizarolag (E)-izomer formaban képz6dd olefinbdl
katalitikus hidrogénezéssel jutottunk el a 24 molekuldhoz
(4. Abra).
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4. Abra. Szulfonatometilezés Horner-Wadsworth-Emmons reakcioval.

Hasonl6 modon, de joval szerényebb 0Osszhozammal
allitottuk el6 a 25 tioglikozidbol a D-épitdelemként szolgald
28 glikozol-donort; a gyengébb kitermelés oka az volt,
hogy az oxidacids 1épésnél nem tudtuk kikiiszobdlni a
27-et eredményezd eliminacids mellékreakciot. A HWE-
reakcioval ugyan szekunder helyzetben is ki tudtuk alakitani
a szulfonatometilén-csoportot, de a hidrogénezési 1épésnél
sem a konverzid, sem a sztercoszelektivitds nem volt
megfeleld, igy a tovabbiakban kizardlag a primer helyzetl
szulfonsavat tartalmazd pentaszacharidok szintézisével
foglalkoztunk. A rendelkezésiinkre allo 9, 24 és 28
épitdelemek két pentaszacharid-szulfonsav szintéziséhez
voltak elegenddek.

Amunka folytatasahoz nagy mennyiségben volt sziikségiink a
szulfonsav-tartalmi monoszacharidokra, ezért az eddigieknél
hatékonyabb mddszert kerestiink az eléallitdsukra. Primer
helyzetii metanszulfonsav-bevitelre leggyorsabb reakciott
a nukleofil-csere, amely a megfeleléen védett 6-hidroxi
szarmazékbol (7) két 1épésben végrehajthatd (5. Abra). A
hatékonysag szempontjabol kulcsfontossagiinak bizonyult
a tavozd csoport: a 29 6-jod szdrmazék csak szerény
konverzioval reagdlt a metanszulfonsav-etilészterbol
generalt karbanionnal, a 6-O-trifluormetan-szulfonat (30)
intermedieren keresztiil viszont kivaldé hozammal nyertiik
a 31 szulfonsav-etilészter szarmazékot, majd ebbdl a 32
glikozil akceptort.'*'® Meglepd modon a 22 tioglikozidon
ez a szulfonsav-beviteli modszer nem mikodott. Az
elsé lépésben képzddd 6-O-triflat szarmazék ugyanis a

B-helyzett feniltio-csoport nukleofil tdimadasa révén azonnal
atalakult szulfonium-ionna (33); ennek az intermediernek
a képzoédését metanol hozzaadasaval igazoltuk, melynek
hatasara a 34 metil-glikozid képz6dott.'s
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5. Abra. Szulfonatometil-csoport kialakitésa nukleofil cserével: hatékony
reakcio o-O-glikozidon és sikertelen kisérlet 3-S-glikozidon.

Feltételeztiik, hogy az intramolekularis nukleofil csere
csak akkor megy végbe, ha az aglikon B-térhelyzetd,
és oa-tioglikozidbol kiindulva elkeriilhetd az anomer
csoport nem kivant részvétele a reakcioban. A megfeleld
a-tioglikozidokon (35, 38) valoban a kivant moddon
jatszédott le szulfonatometil-csoport bevitele (6. Abra). A
primer hidroxilokbol képezett triflat-észtereket (36, 39) litialt
metanszulfonsav-etilészterrel reagaltatva kivalé hozammal
nyertiik a két szulfonsav-tartalmu glikozil donort (37, 40).

Miutan sikeriilt hatékony moddszerrel nagy mennyiségben
el6allitani a 6-dezoxi-6-szulfonatometil tartalma D-, F- és
H-épitéelemeket, hozzalattunk a tervezett pentaszacharid
szulfonsavak szintézisé¢hez.
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6. Abra. Szulfonatometil-csoport kialakitésa nukleofil cserével o.-S-
glikozidokon.

2.2. A pentaszacharidok szintézise

A pentaszacharidok szintézisére kiprobalt tdbbféle
reakciout kozill a leghatakonyabbnak azt talaltuk, amikor az
uronsavak prekurzorait, a D-gliikdzt és L-idozt hasznaltuk
a glikozilezésekben, és a prekurzorokat oligoszacharid-
szinten oxidaltuk uronsavva. A pentaszacharid vazat
minden esetben [2+3] blokkszintézissel, a megfelelden
védett DE diszacharid donorok ¢s FGH triszacharid
akceptorok Ossze-kapcsolasaval allitottuk eld. A szintézis
soran acetil-csoporttal védtik azokat a hidroxilokat,
amelyek a végtermékben metil-éter formaban vannak, mig
a szulfatalandd hidroxilokon benzil-éter véddcsoportokat

121. évfolyam, 1. szam, 2015.



16 Magyar Kémiai Folydirat - Eléaddsok

alkalmaztunk. Ezek a véddécsoportok egyuttal biztositottak
a glikozilezési 1épések megfeleld sztereoszelektivitasat
is: a C-2 helyzetl észterek az 1,2-transz-, az éterek pedig
az 1,2-cisz-glikozidos kotések kialakulasat segitették
elé. Iddleges hidroxil véddécsoportként 2-naftilmetil-étert
alkalmaztunk, amely szelektiven eltavolithaté mind az
acetil-, mind a benzil-csoportok melldl. A szintézis részleteit
a pentaszacharid triszulfonsav (3) el6allitasan keresztiil
mutatjuk be.

A 41 tioglikozidot hasznaltuk az E-uronsav egység
prekurzoraként, amit a 40 tioglikoziddal glikozileztiink.'
A két tioglikozid kozil az éter véddcsoportokat viseld,
ezért reaktivabb 40 szarmazék kemoszelektiv aktivalasaval
képeztik a 42 diszacharidot. A 40 vegylilet C-2 éter
védbcsoportja nem-résztvevd tulajdonsagaval elésegitette

kialakulasat (7. abra).
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AcO 89% ’ MeOO 1)
OAc o AcO SPh
NIS: N-j6d-szukcinimid OAc
4 42

7. Abra. A DE diszacharid donor el8allitisa kemoszelektiv glikozilezéssel.

A szulfonsavtartalmi 32 glikozil akceptor és a 43
L-idopiranozil-imidat donor reakcigjaval allitottuk el6 a
teljesen védett 44 diszacharidot. Ebben az esetben a donor
C-2 résztvevd csoportja biztositotta a kivant 1,2-transz

s

egység kozott (8. abra). Ezutan az id6z részrdl eltavolitottuk

SO4Et
MeO
WO NH T™MSOTE O 0
0 CCl, +32 —» o0 2" B0
OAc o OMe
82%
Ph o 43 (O Ore
Ph 44
TMSOTF: trimetilszili-trifiat
_ TFA-H,0 | g7o
TFA: CF,COOH CH,CL l8 % SOt
TEMPO: BAIB o

(PIDA): QAc
HaC” N7 CH,

'~0Ac R?Qz OMe
P OH OAc

TEMPO( 45 R = CH,0H
BAIB X 46 R = COOMe (70%)
SO;Et

SO,Et v
3 o

MeOOC %’V'e %ﬁgﬂ NS
OR' O BnQ,

X /%7/ OMe

BnO o AcO
47 R' = NAP
bba (48 R'=H

8. Abra. Az FGH tiszacharid akceptor szintézise.

a 4,6-benzilidén acetalt, majd a 45 diolb6l TEMPO
(tetrametilpiperidin-1-oxil) és BAIB  (bisz-acetoxi-
jodbenzol) reagensekkel —végzett szelektiv = gyokos
oxidacioval képeztiik az L-iduronsav-tartalmu 46 diszacharid

akceptort. A 46 4’-OH szarmazékot a 37 szulfonsav-tartamu
F épitéelemmel glikozilezve nyertiik a 47 triszacharidot,
amelyb6l a 2-naftilmetil-éter (NAP) oxidativ hasitasaval
allitottuk el6 a 48 akceptort.

A 42 diszacharid és a 48 triszacharid dsszekapcsolasaval
Jo hozammal ¢s teljes sztereoszelekivitassal nyertiik a 49
védett pentaszacharidot (9. Abra).

42 + 48

a) NIS AgO 659
SO.E ) , %

MeO SO4E
ONAP Me00C . OMe Oz

o
MeO 0
Meo0/§{&/0 0 o BnO
AcO BnO OMe

OAc BnOg  AcO
49
b) DDQ | ¢) TEMPO, BAIB
SO 84% l 62% SO4Et
3
MeO 0 SO4Et o
MeO CooND> \_* Me00C~OMe 953
MeO O o 0 o BnO
AcO BnO OMe
OAc BnOg AcO
50

d) NaOMe, MeOHl f) NaH, Mel

@ e) Nal, aceton g) NaOH, MeOH
97% 61% @

MeOA=®) ~ COONa R
e
o] O BnO
QMed OMe
h) PdIC, H, | 1) SO5ELN
SO;Na 67% l 84% SO;Na

SO;3Na

9. Abra. A pentaszacharid triszulfonsav (3) szintézise. Az adott 1épésben
kialakitott/atalakitott csoportokat ellipszissel jeloltik.

A pentaszacharid vazon kialakitottuk az E gliikkuronsav
egységet (50), a szulfonsav- és karbonsav-észtereket sova
alakitottuk, az acetil csoportokat metilre cseréltiik (51),
veégiil eltavolitottuk a benzilétereket, és a felszabadulo
hidroxilok szulfatdldsdval megkaptuk a 3 pentaszacharid
triszulfonsavat.'"'* Hasonld6 modon allitottuk elé az
idraparinuxot (2),'* és a tovabbi szulfonsav szdrmazékokat
(4-6) is, amelyek koziil eddig a 2-4 vegyiiletekr6l vannak
részletes biologiai és szerkezetvizsgalati eredményeink

2.3. Szerkezet és antikoagulans aktivitas

A pentaszacharid szulfonsavak (3, 4) antikoagulans
hatasat human plazman végzett in vitro Xa faktor-
gatlasi vizsgalatokkal hataroztuk meg, referenciaként az
idraparinuxot (2) és a fondaparinux gyogyszermolekulat
(1) hasznaltuk (1. Tablazat). A pentaszacharid-diszulfonsav
(4) kivald anti-Xa aktivitast mutatott, kétszer aktivabbnak
bizonyult mint a forgalomban 1évé gyogyszer (1), a 3
triszulfonsav-szarmazéknal ~ viszont nagyon jelentds
hatascsokkenést tapasztaltunk.
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1. Tablazat. A pentaszacharidok in vitro Xa-gatlo hatdsa

. Anti-Xa aktivitas
Pentaszacharid

(U/mg)*
fondaparinux (1) 1195+189
idraparinux (2) 1911£193
3 triszulfonsav 384+139
4 diszulfonsav 2153+153

* Egységnyi nemzetkozi heparin standard aktivitasara vonatkoztatott érték.

A véralvadasgatld hatasban mutatkozo oriasi kiilonbség
okait keresve NMR mérésekkel és molekuladinamikai
szimulacioval vizsgaltuk aszabad, és az antitrombinhoz k6tott
2-4 pentaszacharidok térszerkezetét. Ezek a vizsgalatok azt
mutattak, hogy az antitrombinhoz k&tott pentaszacharidok
térszerkezete gyakorlatilag azonos, ami érthetd, hiszen a
kotddéshez sziikséges konformacid determinalt. A 2 és 4
pentaszacharidok szabad allapotban egyetlen Kkitiintetett
konformaciot vesznek fel, ami megegyezik a kotott allapota
konformaciokkal, ez magyarazza kivald aktivitisukat. A
pentaszacharid triszulfonsavnak viszont szabad allapotban
két stabilis konformacidja van, és ezek egyike jelentdsen eltér
a kotott konformaciotol.!” Az eltéré konformer valdsziniileg
nehezen tud a kotédéshez sziikséges biokativ térszerkezetbe
atbillenni, ez magyarazhatja a biologiai aktivitas jelentds
csokkenését.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a szulfatészterek helyére
beépitett szulfonsav-csoportok biztositani tudjak a biologiai
hatashoz sziikséges erés kotodést, ugyanakkor modosithatjak
az oligoszacharid térszerkezetét, ami alapvetden befolyasolja
a biologiai aktivitast. Az 5 és 6 pentaszacharid-szulfonsavak
jovobeni vizsgalatai tovabb pontosithatjak ismereteinket a
szerkezet és antikoaguldns hatas kapcsolatasol. A szerkezet-
hatas Osszefliggések alaposabb megismerése mas terapias
teriileten is segitheti a hatdsos heparin szarmazékok
kifejlesztését, és felgyorsithatja az Alzheimer-kor, a

crer

heparin-alapu gydgyszerkutatast is.

3. Onszervez6d6 multivalens rendszerek szintézise stabil
glikomimetikumokbol

3.1. Fotokatalizalt tioladdicio endociklusos kettosko-
tést tartalmazo szénhidrat szarmazékokon

Az oligoszacharidok in vivo alkalmazasa soran komoly
problémat jelenthet az O-glikozidos kotések hasitasa
glikozidazok 4altal. Ez a probléma kikiiszobolhetd
az enzimatikus  hidrolizisnek ellenalld  szintetikus
glikomimetikumokkal — ilyenek példaul a tioglikozidok,
amelyekben a glikozidos oxigént egy kénatom helyettesiti.
A tioglikozidos kotés kialakitdsara az utobbi években
egyre elterjedtebben alkalmazzdk a terminalis alkéneken
lejatsz6doé fotokatalizalt, gyokos mechanizmusu tioladdiciot,
amely enyhe korilmények kozott barmilyen olddészerben
végrehajthatd gyors, regioszelektiv és jo hozamu reakcio.'®
Ezekben az eljarasokban altalaban 1-tiocukrokat reagaltatnak
alkenil-szubsztitualt (tdbbnyire allilezett) szacharidokkal,
aminosavakkal vagy peptidekkel, ami alkilszulfanil hiddal
Osszekotott mimetikumokat eredményez. '’

Ugy véltiik, jelentdsen kibSvithetd a tioladdicio alkalmazési
kére, ha endociklusos kettés kotésii szénhidratokat
hasznalunk alkén partnerként, mert igy a cukoregységeket
kozvetleniil, hidmolekula beiktatdsa nélkiil kapcsolhatjuk
egymashoz vagy mas biomolekuldhoz. Ezért megvizsgaltuk a
konnyen eléallithaté endoglikalok és 2,3-telitetlen glikozidok
fotokatalizalt reakciojat kiilonbozo tiolokkal 2,2-dimetoxi-
2-fenil-acetofenon (DPAP) fotoiniciator jelenlétében.?**!
Amint az 1-tiogliikdz-peracetattal (57) végzett tioladdicio
példajan lathatd, a reakciok teljes regioszelektivitassal
mentek végbe (10. Abra). A D-gliikilra (52) torténd
addicié sajnos nem mutatott sztercoszelektivitast, az 53
és 54 diasztereomerek ~1:1 aranyu, nehezen elvalaszthatd
elegyét adta. Az 55 2-acetoxi-D-gliikal és az 58 2,3-telitetlen
glikozid esetében viszont nagyon jo konverziot és teljes
sztereoszelektivitast tapasztaltunk, ezzel elsdkén mutattuk
be, hogy ezek a telitetlen szénhidratok kivald alkén partnerek
lehetnek a fotoinicialt tioladdicids reakciokban.?

RSH

OAc | . DPAP, toluol O Aco— SR
AcO*’i& v T o, Acoéo + AO , é |o
AcO _— 89% AcO AcO
53:54~1:1 SR
52 53 54
OAc RSH OAc RSH: OAc
Acoﬂ hv (3650m) Ao o o
_ > AcO
AcO toluol, DPAP A0V Acoéfﬁ/SH
OAc 87% SR OAc
55 56a 57
OAc RSH SR .
o hv(esnm) A0\ | DPAP: O o
AcO ——» AcO Ph)‘»<
— toluol, DPAP
58 OEt 71% 59 OEt MeO OMe

10. Abra. Gyokos tioladdicio endociklusos kettés kotést tartalmazo
szénhidratokon.

Valtozatos szerkezetii tiolokkal reagaltatva az 55 2-acetoxi-
glikalt megalapitottuk, hogy a reakcionak vannak korlatai:
aromas ¢s benzil-helyzetl tiolokkal a lanckozi kettds kotés
nem, vagy csak kis konverzioval reagal.?! Ugyanakkor
alkil-tiolokkal, cukor-tiolokkal, ciszteinnel, peptidekkel jo
konverzidval és mindig teljes sztereoszelektivitassal megy
végbe az addicio, 1,2-cisz (a-D) tioglikozidok képzddését
eredményezve (2. Tablazat).?*?? Ez a modszer gyors,
egyszeri és enyhe reakcidutat nyujt oligoszacharidok ¢és
glikokonjugatumok stabil tioglikozid mimetikumainak
szintézisére.

A 23-telitetlen glikozidok tioladdiciés reakcidi is
mindig teljes regio- és sztereoszelektivitassal jatszodtak
le ¢és kizarolag 3-dezoxi-2-S-diszacharidok képzddését
eredményezték.?! Ez a szelektivitas lehetévé teszi a-(1—2)-
S-kotéstt mannobiozid mimetikumok gyors és hatékony
szintézisét, amit oligomannozidok multivalens tio-
mimetikumainak szintézisében hasznositottunk.

3.2. Multivalens mannobiozid mimetikumok szintézise

A human immundeficiencia virus (HIV) szamos mas
kérokozohoz (pl. Ebola virus) hasonloan a feliiletén talalhato
oligomannozid struktirdk és a gazdasejt mannozkotd
lektinjei kozotti kolesonhatas révén képes megfertdzni a
szervezetet. A fertézés megakadalyozasanak egyik modja
lehet a multivalens szénhidrat ligandumokon alapuld
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antiadhézios terapia. Multivalens ligandumok és receptorok
kolcsonhatasanak  atlagos  szabadenergia  valtozasa
gyakran nagyobb, mint a monomerek kozotti kdlcsonhatas
mértéke. Ilyenkor szinergizmus Iép fel a megsokszorozott
molekulafajtak kozott, ami ellenstlyozhatja a receptor-
ligandum kolcsonhatasok jellemzden kis energiajat.

2. Tablazat. Tioladdicié 2-acetoxi gliikalon

OAc hv, 365 nm OAc
AcO 0 45min _ AcO O
AcON” + RSH ——— > " AcO —
DPAP C
55 OAC 56b-g SR
RSH Termék (hozam %)

Osn
arr

nincs reakcio

OAc
(e}
A
CECO O
““sBn
56b (22%)

OAc
OAc AcO (6]
HS OAc AcO
— 53, o

56¢ (67%)

OAc
o SH A
DA ASO 2
o) C7Aco

OAc

S
Oop (o)
X o0
o}
56d 69%) )8
OAc
NHAG ACO A
HS\/'\ AcO NHAc
COOH AcO T
" COO0H
56e (61%)
COOH
HaN'- OAc
AcO O
o) AcO
AcO
HN SH 0 S H
o f HOOC\MN)\(NVCOOH
- H
<NH RH, o
COOH 56f (60%)

Az utobbi idoben a multivalencia eléréséhez elsésorban nem
kovalens felépitésti vazhoz kotik a monomereket, hanem
onszervez6do, klaszterképzé vegyiileteket alkalmaznak,
melyek eléallitasa biologiailag aktiv molekulak és amfifil
szerkezetek Osszekapcsolasaval torténik.? Mi is ezt az
elvet alkalmaztuk potencialisan HIV-ellenes multivalens
szénhidratok  eldallitdsa  sordn, amelyek  bioaktiv
mannobiozid részét tioladdicioval allitottuk el6* (11. Abra)
Az 52 glikalbol Ferrier-reakcioval egy hidmolekulaval

ellatott 2,3-telitetlen glikozidot (60) allitottunk eld, amibdl
I-tiomanndz-peracetattal végrehajtott addiciéval nyertiik
a tioglikozid kotésiit mannobiozid-mimetikumot (62).
Azidképzés és Zemplén dezacetilezés utan megkaptuk a
lipofil hordozohoz konjugéalhato hidrofil bioaktiv egységet
(64).

oAc HO L~ OTs OAc
Acoﬁ 3 AcO °
ACOMNS=\  BF;E(,0, CH,Cl LL—%\

81% Ok~ h-OTs
52 60 03
toluol
hv, DPAP
71%
Ho~\ 98
H
%o
HO— S
HO
OV@\O/}\/R
NaN3, DMF ~ 62 R = OTs 64 073

75% 63R =N,

11. Abra. Azid-alkin cikloaddiciora kész mannobiozid mimetikum
szintézise tioladdicidval.

Lipofil csoportként tobbek kozétt a 65 fullerén-C
szarmazékot valasztottuk, amelyet 1,3-dipolaris
cikloaddicioval kapcsoltunk &ssze a 64 mannobiozid
mimetikummal (12. abra). A fullerén tetraetilénglikol
oldallancai biztositottdk a 66 végtermék megfeleld
vizoldékonysagat. A 64 vegylilet felhasznalasaval tobb
amfifil szarmazékot is eldallitottunk, amelyek a fényszoras-
fotometrias vizsgalatok szerint vizben 60-100 nm
méreti multivalens aggregatumokka szervezédnek.”* A
szarmazékok mannozkots-lektinekkel valo  kotddésének
vizsgalata folyamatban van.

4. Uj tipusi peptid-nukleinsavak: ciszteinil-nukleozidok
szintézise és oligomerizalasa

A szintetikus nukleozid szarmazékokat széles korben
hasznaljak gyogyaszati célokra daganatellenes és virusellenes
szerként. A mddositott nukleotidok egy intenziven kutatott,
oriasi gyogyaszati potenciallal bir6 alkalmazasi lehetdsége a
géncsendesités. Géncsendesitd terapia soran egy hibas vagy
rosszul miikodé fehérje altal okozott betegség gyogyitasa
a cél a fehérjét kodolod gén expresszidjanak transzkripcios
vagy transzlacios szintli, szelektiv gatlasaval.’® Erre a
célra meghatarozott szekvenciaju, az adott génnel vagy
az arr6l atirodd6 mRNS-sel komplementer szintetikus
nukleinsav analogok hasznalhatok. Ezekkel a mesterséges
nukleinsavakkal szemben alapvetd kovetelmény a nukleaz
rezisztencia, ami biztosithatja a hatas kifejtéséhez sziikséges
¢letidejiiket. Terdpids szempontbdl igéretes szarmazékok
a peptid-nukleinsavak  (PNS), amelyek kiilonleges
szerkezetiikb6l adoddan ellenallnak mind a nukleazok, mind
a proteazok litikus hatasanak. Az irodalombdl ismert peptid-
nukleinsavakban a természetes nukleinsavak enzimatikusan
hasithato cukor-foszfatgerincétegy peptidvaz, leggyakrabban
poli-aminoetilglicin  helyettesiti, ¢és a nukleobazisok
kozvetleniil ehhez a peptidvazhoz kapcsolodnak?’ — vagyis
ezek a szarmazékok nem tartalmaznak szénhidratot.
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12. Abra. Aggregaciora képes mannobiozid-fullerén konjugatum
szintézise.

A fotokatalitikus tioladdicios reakcio felhasznalasaval
olyan peptid nukleinsavak kifejlesztését hataroztuk el,
amelyek a természetes nukleinsavakban megtalalhatd
cukor komponenst is tartalmazzak, igy azoknak kozelebbi
szerkezeti analdgjai, mint a hagyomanyos PNS szarmazékok.
Célunk ciszteinil-nukleozid monomerek eldallitasa volt,
amelyekbdl a peptid-szintézis eszkozeivel oligocisztein
gerincet tartalmazo un. cisztein-nukleinsavak nyerhetok.

A ciszteinil-nukleozid monomerek eldallitasanak kortilmé-
nyeit a legkonnyebben kezelheté nukleozidon, az uridinen
dolgoztuk ki. A 4’-exometilén uridin (67) és a 68a
N-acetilcisztein reakcioja a varakozasainkkal ellentétben
nem mutatott sztereoszelektivitast, az addicidé a D-ribo-
és L-lixo-konfiguracioju diasztereomerek 1:1 aranyu,
szétvalaszthatatlan keverékét adta, és ugyanilyen eredményt
kaptunk N-terc-butoxikarbonil-ciszteinnel is. (13. Abra).
Megvizsgaltuk, hogy a cukor részen a ciklikus izopropilidén
acetal helyett acetil vagy szilil védécsoportot alkalmazva
javithato-e a kivant D-ribo-izomer hozama, de sajnos nem
jartunk sikerrel.

o]
| NH COOH (‘\ NH
N/&o HOOC hv RHN«k/ S N ’J*o
o] . _DPAP o
+ K e —
ﬁ RHN SH  toluol
MeOH
o_ 0 o O
< 60% X
67 68a R = Ac 69a (61%)
68b R = Boc 69b (64%)

Boc: terc-butoxikarbonil D-ribo : L-lixo~1:1

13. Abra. Cisztein konjugalasa uridinhez fotokatalitkust ioladdicioval.

Ezt kovetben nukleofil szubsztituciods reakcidval kapesoltuk
a ciszteint a ribézhoz (14. Abra) A 70 5’-jod uridin és az

N-(fluorenil-metoxikarbonil)-cisztein reakcidja kizardlag a
kivant 72 terméket adta, de rossz hatékonysaggal. Alacsony
hémérsékleten kicsi volt a konverzid, magasabb hémérséklet
vagy erdsebb bazis alkalmazasa viszont az Fmoc csoport
bomlasahoz vezetett. Végiil a szabad ciszteinnel végrehajtott
nukleofil szubsztittcio (73), és az Fmoc véddcsoport utdlagos
kialakitasa bizonyult a leghatékonyabb reakcidutnak, igy
j0 Osszhozammal kaptuk a szilardfazist peptidszintézisre
alkalmas 72 ciszteinil-uridin monomert.

| /I\Jl\\H (&NH
HooC
| N0 hooc KHCO; s A
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KO?J + =
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—_—

SH 23%

FmocHN

70 71
NaOH/viz
80°C

NH, |
H . HOOC
S~cooH
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o_ O
Fmoc: (9-fluorenil)metoxikarbonil )Q
73 (69%)

14. Abra. Peptidszintézisre alkalmas ciszteinil-nukleozid szintézise.

A peptidszintézist Wang gyantan hajtottuk végre. Elso
Iépésben a szabad karboxilcsoportot tartalmazo ciszteinil-
szarmazékot észter-kotéssel a szilard fazishoz kotottik,
majd kovettik a peptidszintézis protokolljat (15. Abra).
Lehasitottuk a cisztein aminocsoportjarol az Fmoc
véddcsoportot, ezutan a 72 szarmazék és a megfeleld
reagensek hozzaadasaval kialakitottuk az elsé peptidkotést.
A rendelkezésiinkre all6 monomerrel még harom kapcsolasi
ciklust tudtunk végrehajtani, igy egy védett pentapeptidet
kaptunk, amit vizes trifluorecetsavval lehasitottunk a
gyantardl. A savas kezelés egyuttal a véddcsoportokat is
eltavolitotta, igy megkaptuk az elsd ciszteinil-nukleozid
oligomer végtemékiinket (74).

OH
O
OH OH HN s U
e} (0]
1. HOBt, DCC, MAP o
(2. piperidin, DMF u S NH OH OH
3. HOBt, DCC 4 0 s U
72 > 0
4. CF;COOH OH OH HN
o}
S NH g U
U: uridin OZS_/ 0
HOBLt: 1-hidroxi-benztriazol HN
DCC: diciklohexil-karbodiimid 2 OH OH
DMAP: N,N-dimetilamino-piridin 74

15. Abra. Pentaciszteinil-nukleinsav el8allitisa Wang gyantan.

A géncsendesitéshez 21-22  tagszamu, meghatarozott
bazisszekvenciaju nukleinsav szarmazék sziikséges. Szilard-
fazistvagy automatizalt peptidszintézissel ezalanchosszusag
konnyen elérhetd, de valamennyi nukleobazisbol el kell
allitanunk hozza a megfeleld ciszteinil-nukleozid monomert.
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A szintézist az uridin komplementer nukleozidjaval, az
adenozinnal folytattuk (16. Abra). Az uridinre kidolgozott
szintézisut és véddcsoport-stratégia sajnos nem mikodott,
az 5°-jod szarmazékbol a purinbazis részvételével
intramolekularis ciklizacié tortént. Szamos kisérlet utan a
peptidszintézisre alkalmas 78 ciszteinil-konjugatumot végiil
a kovetkezd modon allitottuk eld: a bazis aminocsoportjat
N,N-dimetilformamidin forméaban védtiik, a ribdéz részen
szilil véddcsoportokat alkalmaztunk, és a 71 Fmoc-védett
ciszteinnel hajtottuk végre a nukleofil szubsztituciot.

\
NH; NH, _ —NTN
N N 0 N
N SN N
(f a) PheP, I (/f\ ~g Ay (/f\
HO. N N’) piridin ! N N’) © ']‘ I N N/)
O —_— o 0
b) TBDMSCI MeOH
imidazol
HO OH 289 TBDMSO OTBDMS 76% TBDMSO OTBDMS
75 76 77

7
, KHCO,
COOH KRN DMF

25%
L\ <,N f N
FmocHN® S o N N/)

TBDMSO OTBDMS
78

16. Abra. Ciszteinil-adenozin monomer el8allitasa

Folyamatban van a 78 ciszteinil-adenozinbol homooligomer
eldallitasa, amit a 74 szarmazékkal valo Watson-Crick
hibridizaciés  vizsgalatokhoz  kivanunk felhasznalni.
Megkezdtiik a tovabbi ciszteinil-nukleozid monomerek
eléallitasat, hogy megvaldsithassuk tavlati célunkat,
valtozatos bazisszekvenciaju, géncsendesitésre alkalmas
cisztein-nukleinsavak kifejlesztését.
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Carbohydrates as potential therapeutics - from
anticoagulation to gene-silencing

Synthesis of carbohydrate mimetics for potential pharmaceutical
applications is one of our main research topics in the Department
of Pharmaceutical Chemistry at the University of Debrecen. As
therapeutical application of glycosides is hampered by their in
vivo instability and their low binding affinity towards proteins, we
focus on the design and synthesis of unnatural derivatives with an
increased stability and with better binding properties.

In this article, we summarized our recent results in the following
topics: 1) synthesis and biological evaluation of heparinoid
pentasaccharide sulfonic acids; ii) preparation of thio-linked
glycosides by photoinduced free radical hydrothiolation of
endocyclic double bond of sugars and application of the thiol
addition method in the synthesis of self-assembling multivalent
thiomannobioside ligands of mannose-binding lectins; iii) synthesis
of'a cysteinyl uridine pentapeptide, the first member of a novel type
of peptide nucleic acids.
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