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1. Az értekezés el6zményei és célkitiizései

Régota ismert tény, hogy a heparin-analdg oligoszacharidok L-
iduronsav és D-gliikkuronsav egységeket tartalmaznak, melyekben a
bioldgiailag aktiv térszerkezet kialakuldsdhoz elengedhetetlen az L-
iduronsav  konformaciés flexibilitdsa, valamint nagymértékben
cukoregységek szulfataltsagi foka is. Kordbban szdmos modszert
fejlesztettek ki az ilyen tipust oligoszacharidok szintézisére, azonban a
legnagyobb kihivast minden esetben az L-idoz, vagy L-iduronsav
épitdelem hatékony eldallitasa jelenti. Annak ellenére, hogy mar rengeteg
kutatast végeztek az L-idoz szintézisére iranyuldan, még mindig nem
sikeriilt kifejleszteni egy hatékony moddszert, glikozilezési reakciok
kivitelezésére kozvetleniil alkalmazhatd, ortogonalisan védett L-idozil
donorok szintézisére. Ebbdl kiindulva doktori munkdm soran kettds célt
fogalmaztunk meg.
1. Egyrészt kisérletet tettiink az L-iduronsav egység helyettesitésére
egy egyszeriibben eldallithatd épitéelemmel. Feltételezéseink szerint a
bioldgiai aktivitashoz sziikséges csavart kad konformaciot a 6-dezoxi-L-
talopiranozid is biztosithatja, ami a C-3 helyzeti szénatom
megvaldsitasahoz  olyan  idraparinux-analdég  pentaszacharidokat
terveztiink eldallitani, melyekben az L-iduronsav egységet a joval
egyszeriibben szintetizalhato 6-dezoxi-L-talopiranozzal helyettesitjiik (1-
3, 1. abra).
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1. abra: A tervezett 6-dezoxi-L-talopiranozid tartalmu pentaszacharidok
szerkezete
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2. Az oligoszacharid szintézisekkel parhuzamosan a korabban O-
glikozidokra  leirt C-5  epimerizacids,  szintézis  stratégiat
(hidroboralas/oxidacido reakcido-kombinacio) tovabbfejlesztve, egy
hatékony reakcioutat terveztiink kidolgozni és optimalizalni, D-glitk6zbol
kiindulva, L-idozil tioglikozil donorok eldallitasara, melyek alkalmasak
lehetnek oligoszacharidok szintézisére. Az igy eldallitott donor
molekuldkat végiil heparinoid oligoszacharidokba, koztik az
idraparinuxba (4) terveztiik beépiteni.
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2. abra: Az idraparinux szerkezete

2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

A szintetikus munka sordn a preparativ szerves kémia makro-,
félmikro- és mikromodszereit alkalmaztuk. A reakcidok kovetésére, az
anyagok tisztasaganak ellendrzésére és a termékaranyok meghatarozasara
vékonyréteg kromatografias modszert hasznaltunk, a nyerstermékek
tisztitasat és az izomerek szétvalasztasat kristalyositassal, valamint
oszlopkromatografiaval hajtottuk végre. Az elballitott vegyiiletek
jellemzésére, azonositdsara és szerkezetének igazolasara elemanalizist,
olvadaspont- és fajlagos forgatdképesség meghatarozast, egy- és
kétdimenzios (*H-'H-COSY, ¥C-'H-HSQC, TOCSY, ROESY) NMR
spektroszkopiat és MALDI/ESI-TOF tomegspektrometriai modszert
hasznaltunk.
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3. Az értekezés ij tudomanyos eredményei
3.1. 6-Dezoxi-L-talopiranoz tartalmu idraparinux-analog
pentaszacharidok szintézise

3.1.1. Az alkalmazott szintézis stratégia

e A tervezett pentaszacharidok szintézisé¢hez a mar korabbi kutatdsok
soran alkalmazott monoszacharid épitéelemeket (5-8, 3. abra),
valamint a 10-es 6-dezoxi-L-talopiranozid donort hasznaltuk fel.

o A G-egységet (10) L-ramndzbdl kiindulva 7 1épésben tudtuk
szintetizalni, 61%-os 0sszhozammal, ami valoban joval egyszeriibbnek
¢és jobb hozamtinak mutatkozott, mint az L-idoz egység eldallitasa. (A
tanszéken korabban alkalmazott modszerrel az L-id6z glikozil donort 9
1épésben, 15% Osszhozammal allitottak eld.)
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(6-dezoxi-L-taléz)
3. abra: A védett pentaszacharid szintéziséhez hasznalt monoszacharid
épitdelemek szerkezete

e Allandé védécsoportként benzil, ideiglenes védécsoportként pedig
acetil, izopropilidén-acetal és (2-naftil)metil-éter csoportok (NAP)
hasznalatat terveztiik.

e Azokat a hidroxil csoportokat, melyek a végtermékekben szulfatalva
vannak, benzil-éterként védtiik.

e Azokban a poziciokban, ahol C-2-helyzetii résztvevd csoportokra volt
sziikséglink a  szelektiv  1,2-transz-interglikozidos  kotések
kialakitasahoz acetil védécsoportokat alkalmaztunk.

e Mivel korabban a kutatocsoportban azt tapasztaltdk, hogy a
monoszacharid uronsav donorok csokkent reaktivitasuk miatt csak
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korlatozottan alkalmazhatdak glikozilezési reakcidkban, ezért az E-
egységen a karboxil funkciét pentaszacharid szinten terveztiik
kialakitani.

o A tervezett vegyiiletek szintézise soran a kutatdocsoportban mar
korabban sikeresen alkalmazott [2+3] blokkszintézis stratégiat
kovettiik.

eEhhez a 3. abran feltiintetett monoszacharidokbol (7, 8, 10) két
kiilonb6z6 utvonalon is felépitettiik a védett FGH triszacharidot.

3.1.2. Az FGH triszacharid szintézise |.

Eldszor ugy allitottuk el6 a 13-as vegyiiletet (4. abra), hogy az L-
ramnéz — L-taloz atalakitast monoszacharid szinten végeztiik el, és az
izopropilidén-csoportot  tartalmazé 10-es  6-dezoxi-L-talopiranozid
szarmazékot kapcsoltuk a 8-as monoszacharid akceptorral.
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4. abra: Az FGH triszacharid akceptor szintézise 1.

A reakci6 soran annak ellenére, hogy a donor molekula (10) C-2
helyzetben nemrésztvevd acetdl védGcsoportot tartalmazott, kivalod
allitanunk a 11-es
vegyiiletet, melyet ezt kovetéen a 4-O-NAP-éter csoport oxidativ

"o

hozammal és sztereoszelektivitassal sikerilt eld

eltavolitasaval alakitottunk akceptorrd. Ezutdn elvégeztik a 12-es
diszacharid glikozilezését a 7-es monoszachariddal, melynek
eredményeként szintén kivalo hozammal és sztereoszelektivitassal



Demeter Fruzsina: Potencidlisan véralvaddsgatl heparin-analdg oligoszacharidok szintézise

képz6dott a 13-as védett triszacharid, amit egy 1épésben alakitottunk
akceptorra (14). A 13-as vegyiilet szintézise ezen az utvonalon 20 1épést
vett igénybe L-ramnozbol, metil-a-D-gliikkopiranozidbol és D-gliikozbol
kiindulva 7,1 % Osszhozammal.

3.1.3. Az FGH triszacharid szintézise I1.

A hozam javitisa és a szintézis roviditése céljabol a 13-as
triszacharidot olyan ttvonalon is eldallitottuk, melynek soran a fenil-1-
tio-a-L-ramnopiranozid szarmazékot (15) hasznaltuk taloz-prekurzor
épitéelemként, és a C-4 epimerizaciot (oxidacid/sztereoszelektiv
redukcid) diszacharid szinten valositottuk meg (5. abra). Ezen a
reakciotton 18 1épésben sikertiilt eléallitanunk a védett triszacharidot (13)
11% 06sszhozammal a mar emlitett épitéelemek hasznalataval. A védett
triszacharidot ezutdn 3 Iépésben alakitottuk at a G-egységen acetil
csoportot tartalmazo akceptorra (18).

1) CH,Cly, NIS, TFOH

- -50°C--10 °C, 3 h, (98%) OB"
2) MeOH, NaOMe, rt, 24h (96%)
5] e ﬁ\j
AcO

3) DMF, TsOH, 2,2-dimetoxi-propan
Ac 1t, 24 h, (94%)

1) CH,Clp, PCC | 2) MeOH, NaBH,
i, 24 h, (82%) | rt, 30 perc, (96%)

)7, CH,Cly, NIS,

OBn
0Bn OBn AgOTf kollidin léﬁ
o HaC 40045, 4n (71%).
éﬁ 0 E@ﬁ W
BnOy OR, OMe 2) CH,Cl,, 90% TFA, 1t,
OR4 20 perc,(93%)

17 R'=R2= H R3= NAP \ 1) piridin, Ac,0, rt, 48 h, (97%)
18 R'=R?= AcR3=H 2) H,0, DDQ, rt, 30 perc, (77%)

5. abra: Az FGH triszacharid akceptor szintézise II.

3.1.4. A védett pentaszacharid szintézise és dtalakitasai

A kovetkezokben elvégeztiik a 18-as FGH akceptor glikozilezési
reakciojat a kutatocsoportban mar korabban szintetizalt és sikeresen
alkalmazott 19-es diszacharid donorral (6. abra). A reakciéban jo
hozammal és szterecoszelektivitassal képzOodott a védett pentaszacharid
(20), melyet a végleges csoportok (metil, karboxil, szulfatészter)
kialakitasaval sikeresen atalakitottunk mind a harom 6-dezoxi-L-
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talopiranozid tartalmu pentaszacharid szarmazékka (1-3) 33-35 1épésben
(1: 33 1épés, 0,9 %, 2: 34 1épés, 0,7 %, 3: 35 1épés, 0,8%).

4 és 3 lépés
B-SPh-Glcp — » 5+6

oB l 1 1épés
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MeO 0O HsC
MeO ONAP BnO
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a) CH,Cly, NIS, TMSOTf | b) CH,Cly, NIS, TfOH
-40°C- +10°C, 5 h, (52%) }-40°C- +15°C, 3.5 h, (90%)

OBn
MeO
MeO ONAP an OBn
/&/ oMC
AcO o) BnO
BnO

OAc
OAc
A(1,2,45 Iepes B (3, 6 lépés)
0SO4Na
Mﬁocﬁﬁ coon OSO3Na 0SO;zNa
TR a /é%“ © /éﬁ
Na0;SO NaO;SO

Na03300 Na0330

1 R=Ac (A utvonal, 1-4. Iepes)
2 R=H (A atvonal, 5. épés)
3 R= Me (B-utvonal)

A atvonal: 1) CH,Cly, H,0, DDQ, rt, 45 perc, (65%), 2) CH,Cl,, H,0O, TEMPO, BAIB, rt, 48 h, (65%),
3) 96% EtOH, Hy/Pd-C, rt, 24 h, (94%), 4) DMF, SO5Et3N, 50°C,48 h, 5) (77%), MeOH, 3M NaOH, 0
°C-tt, 24 h, (78%)
B utvonal: 1) MeOH, NaOMe, rt, 24 h, (88%), 2) DMF, Mel, NaH, 0°C- rt, 24 h, (81%), 3) CH,Cl,,
H,0, DDQ, rt, 40 perc, (65%), 4) CH,Cly, H,0, TEMPO, BAIB, rt, 48 h, (78%), 5) 96% EtOH, H,/Pd-C,
rt, 24 h, (86%), 6) DMF, SO5Et;N, 50°C,48 h, (92%)
6. abra: A 6-dezoxi-L-talopiranozid tartalmi pentaszacharidok

szintézise és atalakitasai

3.1.5. Biologiai és NMR vizsgalatok

Elvégezve a szintetizalt pentaszacharidok (1-3) Xa-faktor gatlasi
vizsgalatait kideriilt, hogy az altalunk eszk6zolt valtoztatasok a
véralvadasgatld hatas teljes elvesztéséhez vezettek. Ez valdszinlileg a
kotddéshez esszencialis karboxil csoport hianydval magyarazhato a G-
egységen, valamint azzal hogy a bioaktiv ?So konformer, az NMR
vizsgéalatok alapjan, kisebb aranyban van jelen az 'Cs, 2So és “C:
konformacioés egyensulyban.
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3.2. L-ldozil tioglikozil donorok uj szintézise

e Ezen vizsgilatok keretében a korabban mar O-glikozidokra leirt
szintézismodszert terjesztettiik Ki tiogliikozid szarmazékokra.

o A modszer kulcslépése a megfeleléen védett szénhidrat szarmazékokbol
képzett hex-5-enopiranozidok diasztereoszelektiv
hidroboraléasa/oxidacidja.

o Az epimerizacios reakciok elvégzéséhez az 5,6-telitetlen vegyiileteket a
megfeleld 6-dezoxi-6-jod szarmazékok eliminacios reakcidjaval
allitottuk eld.

3.2.1. A tioaglikon kompatibilitasi vizsgalatai

Annak ellenére, hogy a korabbi eredményekbdl ismert volt, hogy
az a-anomer konfiguracié nélkiilzhetetlen a nagyfoka L-ido
szelektivitdshoz, a kezdeti kompatibilitasi vizsgalatokat az a-izomereknél
konnyebben szintetizalhatdo p-tiogliikozidokon tanulmanyoztuk. A
reakciok elvégzése soran, kiillonféle véddcsoport stratégiakat alkalmazva,
azt tapasztaltuk, hogy minden esetben nagy hatékonysaggal ment végbe
a hidroboralas és az oxidacio, az O-glikozidokon sikeresen alkalmazott
oxidacios koriilmények megfeleldnek bizonyultak a vizsgalt tiogliikozid
szarmazékok esetén is, mivel a reakcidkban a kénatom nem, vagy nagyon
kis mértékben oxidalddott. A varakozasoknak megfelelden fétermékként

s

3.2.2 L-idoz szintézis a-D-tiogliikozidokbol kiindulva

A tovabbiakban az a-tioglitkozidok reakcidit is tanulmanyoztuk.
Ehhez kiilonb6z6 pozicidkban éter csoportokkal (Bn, PMB, NAP, Me)
védett exometilén szarmazékok (7. abra, 22, 23, 24) hidroboralast kévetd
oxidacids reakcioit vizsgaltuk. Elvégezve ezeken a vegyiileteken a
haromlépéses (eliminacio-hidroboralas-oxidacid) C-5 epimerizaciot, jo
melyek aktivalhaté anomer csoporttal rendelkeznek, és tovabbi atalakitast
kovetden glikozil donorként alkalmazhatok. A 25, 26 és 27-es
vegyiileteket 11 1épésben szintetizaltuk D-gliikozbol kiindulva, rendre
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16%, 15% ¢és 28% 0sszhozammal.

1. széraz THF, BH; THF

OH o OR,
506 0°C,1.5h
HO o Slépés RS Q HO - 07~SEt
Ho 2
HO gg¢ R:OSEt  2.30% H,0, 2M NaOH RO OR,
21 22 R, =NAP, R, = Bn 0°C-rt, 50 perc 25 R, = NAP, R, = Bn (65% 2 lépésre)

23R, =PMB, R, =Bn
24 R, =NAP, R, = Me

26 Ry = PMB, R, = Bn (75% 2 Iépésre)
27 Ry = NAP, R, = Me (66% 3 Iépésre)

l CH,Cl,, DDQ
0Bn szaraz CH,Cly, NIS 50 perc -2 h
OR; OBTO&&‘ ?gow 0-22 SEt
W Aol -10 c+- 1, 3h

Lo OR
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32 Ry = Np, Ry = Bn (51%)
33 R, = PMP, R, = Bn (52%)

Ry
28R, = Np, R, = Bn (61%),

OBn
HO O
BnO
AcNHOM 29 Ry = PMP, Ry = Bn (77%)

31 © 30R;=Np, R, = Me (67%)

OBn
o/é% 8, szaraz CH,Cly, NIS
Qg"e BnO 5ody, AgOTf
e
5 OMe -40°C - -20 , 4h
e 34 (70%)

7. abra: Ortogonalisan védett L-idoz tiogliikozid donorok 1j szintézise
¢s glikozilezési reakcioi - valogatas

3.2.2. Glikozilezési probareakciok

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a szintetizalt L-idoz
szarmazékok alkalmazhatosagat, glikozilezési probareakciokat is
végrehajtottunk. Ehhez az eléallitott vegylileteket egy 1épésben, oxidativ
gylirtizarasi reakcioban donorra tudtuk alakitani (28, 29, 30, 7. abra).

Az igy nyert L-idozil tioglikozil donorok alkalmazasaval
kapcsolasi reakcidkat hajtottunk végre, melyekben jo hozammal és
sztereoszelektivitassal sikeriilt eldallitanunk védett heparin-analog
diszacharidokat (32, 33, 34). A kutatasok soran el@allitott tioglikozid
szarmazékokrol az elvégzett reakciok alapjan elmondhatjuk, hogy
alkalmasak heparin-analog oligoszacharidok szintézisére.

3.3 Az idraparinux uj szintézise
Végiil annak érdekében, L-id6z
szintézismodszer hatékonysagat, a 30-as tioidozid donor felhasznalasaval
8
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terveink kozott szerepelt a legjobb aktivitdsi heparin-analdg
pentaszacharid, az idraparinux szintézise is a korabbiaknal révidebb és
hatékonyabb utvonalon(4, 8. abra).

O"OAe 0Bn
%o OMe BnO B0
Np "S0Me

30 8
1) CH,Cly, NIS, AgOTf | 2)THF, BHy Me;N,
40 --20°C, 4 h, (72%) | AICls rt, 1 h, (80%)

NAPOQ o8

n

slepes pr "y 0 Ph OMe o
D-glikéz —— BRO * 1o 0. BnO

BnO e BnoOMe
5+6 35 36
1 16pés 1) CH2Cly, NIS, AgOTf | 2) THF, BH;-MesN, AICI3

-40 --20°C, 4 h, (80%) | 0°C-rt, 2,5 h, (70%)

o

AcO
OMe
19 A© 37

1)CH,Cly, NIS, TIOH | .20 °C- +5 °C, 4 h, (70%)
2) MeOH, NaOMe | rt, 24 h, (78%)
3) DMF, NaH, Mel | 0°C-rt, 24 h, (80%)
4)CH,Cly, H,0, DDQ | M 30 pere, (71%)

OR, +3 lépés
MeO O
Meo MeO R RO
e 2 1
T NS N ey
R30 R,0 (o) RO
R;0 RO 1
100 [ e}
OMe

Og" 0Bn ONAP
Meo~ , HoO 0 OMe OBn
0= ONAP BnO o2 o
o} BnO, n
0
/%SPh BNOG e

OMe

38 R'= Bn, R?= CH,0ONAP, R%= Ac
4 R'= SO3Na R?= COONa R3= Me

8. abra: Az idraparinux legrovidebb szintézise az 1j, a-szelektiv L-idoz
tioglikozil donor alkalmazésaval

Az 1j szintézis kulcslépése a megfeleld 4,6-acetal véddcsoport
tartalma L-idoz donor (30) szintézise mellett a GH diszacharid (36)
eléallitasara torténd felhasznalasa volt. Az L-idoz donor eléallitasahoz a
sziikkséges exometilén szarmazékot (24) D-gliikozbol kiindulva 10
1épésben szintetizaltuk, és az ezt kovetd hidroboralas, majd oxidacio jo
hozammal eredményezte az L-ido konfiguracioja vegyiiletet (27), melyet
oxidativ gylriizarasi reakcioban alakitottunk donorra (30).

Ezt hasznalva a glikozilezési 1épésben, a 4,6-acetalgyliri iranyitod
9
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hatasa miatt j6 hozammal és teljes sztereoszelektivitassal képzddott az a-
interglikozidos kotést tartalmazo GH diszacharid (34). A kovetkez6kben
sikeresen szintetizaltuk az FGH triszacharid akceptort (37), majd a védett
pentaszacharidot (38) az el6zéekhez hasonldan a 37-es triszacharid és a
DE diszacharid donor (19) [2+3] blokkszintézisével (8. abra). A védett
pentaszacharidot (38) végiil 6 1épésben alakitottuk végtermékké (4).
Ezzel a modszerrel az idraparinuxot 0,15% 6sszhozammal szintetizaltuk
D-gliikdzbol, valamint metil-a-D-gliikopiranozidbol kiindulva 38
1épésben, melybdl a leghosszabb linedris utvonal 23 [épést vett igénybe.
Ezen kiviil fontos megemliteni, hogy a GH diszacharid és az L-id6z donor
szintézise soran szamos koztitermék kristalyos formaban képzodott.

A diszacharidok ¢és az idraparinux sikeres szintézisével
alatamasztottuk, hogy a 4,6-acetal gyurit tartalmazo glikozil donorok a
C2-helyzeti résztvevo csoport hidnyaban is alkalmazhatok 1,2-transz-a-
szelektiv glikozilezési reakcidk kivitelezésére, ami U1j utat nyithat még
valtozatosabb védGcsoport —stratégiak tervezésére a heparinoid
oligoszacharidok szintézisében.

4. Az eredmények hasznosithatésaga

e PhD kutatasaim soran egyrészt 1j modszereket fejlesztettiink ki heparin-
analog oligoszacharidok eldallitasara.

e Masrészt kidolgoztunk egy 1j eljarast L-idoz tioglikozid donorok
elballitasara, amely kozvetleniil felhasznalhatok oligoszacharidok és
glikokonjugatumok szintézisére.

e Ezen kivill ez a mddszer kiterjeszthetd mas hex6zok eldallitasara, €s
altalanosan alkalmazhato ritka L-hex6zok szintézisére.

e Tovabba az altalunk eldallitott, szénhidrat-szarmazékok biologiai és
NMR vizsgalataival alaposabban megismerhettiik a kutatdsainkhoz
kapcsolodd  fehérjék (pl.: antitrombin) szénhidratokkal valo
kdlcsonhatasanak természetét.

e Mindezek mellett a vegyiileteink szintézise soran kidolgozott
moddszerek nagyban hozzajarulnak a szénhidratkémiai
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szintézismodszerek (glikozilezési reakciok, véddcsoport manipulaciok,
L-hex6zok szintézise) fejlodéséhez.
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