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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

A tromboembdlias megbetegedések globalis problémaként jelentkeznek mai tarsadalmunkban.
A véraramban a vér megalvadasa az ereket elzard vérrogok képzodéséhez vezet, mely leggyakrabban
mélyvénds trombodzis és/vagy tiiddembolia formajaban jelentkezik. A nem kezelt tromboembolia
sulyos esetben sziv- vagy agyi infarktust okoz, és akar végzetes is lehet. A korhazi halalozasok
mintegy 10%-aért ezen rendellenességek a felelések. Kiséré problémaként is jelentkezhet mitétek
utan, de sok esetben kiils6 beavatkozas nélkiil is kialakulhat. A tromboembdlia megel6zésére és
kezelésére kiilonb6z6 véralvadasgatld készitményeket alkalmaznak, melyek a nem kivant véralvadasi
folyamatokat gatoljak. A leggyakrabban alkalmazott antikoagulansok a heparin szarmazékok és a K-
vitamin antagonistak. {gy ezen vegyiileteknek a kutatdsa a mai napig toretlen.

A heparin gliikozamin és hexuronsav (D-gliikuronsav és L-iduronsav) egységekbdl felépiild
polianionos, linearis poliszacharid, mely a sejtek feliiletén és az extracellularis matrixban fordul el
proteoglikanok formajaban. Antikoagulans hatasat az antitrombin (Szerin-proteaz inhibitor)
allosztérikus aktivalasaval fejti ki. A hatas kivaltasdhoz elengedhetetlen a molekulan beliil eléfordulo
egyedi pentaszacharid szekvencia (1, DEFGH) jelenléte, melynek anionos jellegii csoportjai
(szulfatészter és karboxil) er6s ionos kolcsonhatasokat alakitanak ki az antitrombin bazikus
csoportjaival. A pentaszacharid egy szintetikusan elballitott valtozatat 2001 oOta alkalmazzak a
gydgyaszatban Arixtra® (2, fondaparinux-natrium) néven. Az elmult mésfél évtizedben a vegyiilet
szamos mimetikumat allitottak eld, melyek el6djénél egyszeriibben és konnyebben szintetizalhatoak
voltak. A vezérmolekula teljesen O-metilezett és O-szulfatalt valtozata az idraparinux, mely

kiemelked6 antikoagulans aktivitassal rendelkezik (1. abra).

D E F o : H OSO3Na
O3SO NHSO 35 MeO
ooc . MeO OSO3Na
-0,80 SO3 MeO COONa NaO3SO NaOOC
%\ OOC OH HO MeO Q NaOBSO
NHR2 oso MeO NaO3SO Na0;SO |
"O3SHN aO3SO
1 R'=H R2?=Ac aktiv pentaszacharid 3id
2 R'=Me R%?=S0; fondaparinux Rs idraparinux
MeO O
. sl MeO
Anti-Xa aktivitas (U/mg) MeO O COONa NaOOC N 050
a
Arixtra (2) 1195189 MeO Q :
idraparinux (3) 1911 193 MeO Nao38?\lao so), NaGsSO
pentaszacharid-diszulfonsav (44) 2153+153 *
pentaszacharid-triszulfonsav (45) 384£139 44 R"= R? = CH,SO3Na, R%= OBn

45R"= R2 R3= CH,SO3Na

1. abra: A heparin antikoagulans hatasi doménje (1) és szintetikus szarmazékai (2, 3) valamint a
korabban eldallitott pentaszacharid-szulfonsavak (44,45) szerkezete

Kutatocsoportunkban az idraparinux azon szarmazékainak szintézisével foglalkozunk,
melyeken az egyes szulfatészter-csoportok helyett bioizoszter szulfonatometil-csoport talalhatd. A
vegyiiletek elonye a szulfatdzokkal és hidrolazokkal szembeni nagyobb ellenallosag, aminek
kovetkeztében stabil, allando6 szintli antikoagulans hatas kifejtésére képesek.
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Az elmult években a kutatocsoportunk két pentaszacharid szulfonsavat allitott el, melyeken az
F, H és a D, F, H gliikoz egységek 6-O-szulfat-csoportjait metanszulfonsavra cserélték. Az in vitro
vizsgalatok soran a vegyiiletek antikoagulans aktivitasa jelentés eltérést mutatott. A diszulfonsav
szarmazék (44) hatékonyabb volt a referencia vegyiileteknél (2, 3), a pentaszacharid-triszulfonsav (45)
viszont 1ényegesen Kisebb aktivitast mutatott (1. abra). Latva, hogy a lecserélni kivant szulfat-észter
csoportok helyzete és szama meghatarozo a vegyliletek aktivitasat illetéen, elhataroztuk wjabb izoszter
szulfonsav szarmazékok szintézisét, és antikoagulans hataanak vizsgalatat.

Doktoranduszi kutatasom keretében feladatom volt az idraparinux primer helyzetli szulfatészter
csoportjainak szisztematikus cseréjével a 6-10 mono- és diszulfonsavak szintézise (2. abra). Feladatul
kaptam tovabba a 45-0s pentaszacharid-triszulfonsav hatékonyabb utvonalon torténé eldallitasat is

nagyobb mennyiségben, fehérje-kotddési vizsgalatok céljabol.
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2. abra: A tervezett védett di- és monoszulfonsav-pentaszacharidok szerkezete

2. Alkalmazott vizsgalati médszerek

A szintetikus munka soran a preparativ szerves kémia makro-, félmikro- és mikromddszereit
alkalmaztuk. A reakciok kovetésére, az anyagok tisztasaganak ellendrzésére és a termékaranyok
meghatarozasara vékonyréteg kromatografias modszert hasznaltunk, a nyerstermékek tisztitasat és az
izomerek szétvalasztasat kristalyositassal, valamint oszlopkromatografiaval, gélsziiréssel és ioncserés
kromatografiaval hajtottuk végre. Az eldallitott vegyiiletek jellemzésére, azonositasara és
szerkezetének igazoldsara elemanalizist, olvadaspont- és fajlagos forgatoképesség meghatarozast, egy-
és  kétdimenzios (*H-'H-COSY, '*C-'H-HSQC) NMR spektroszkopiat és MALDI/ESI-TOF

tomegspektrometriai modszert hasznaltunk.

3. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

3.1. Modularis szintézisterv kidolgozdsa

A tervezett pentaszacharid sorozat retroszintetikus analizise alapjan modularis szintézistervet
dolgoztam ki, a melynek alapjan valamennyi vegyiilet eléallithatd néhany k6zos di- és triszacharid

épitéelem felhasznalasaval (3. abra).
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3. abra: A 6-szulfonsav-tartalmi pentaszacharidok sorozatanak retroszintetikus analizise

A reakcidtervet kovetve nyolc monoszacharid épitéelem, 2 uronsav prekurzor, 3-3 szulfonsav-tartalma
¢és szulfonsavat nem tartalmazo gliikdéz szarmazék (4. abra). kombinacidojabol két DE diszacharid
donor és harom FGH triszacharid akceptor modul épitheté fel, melyek [2+3]-as glikozilezési

reakcigjaval eldallithtd a védett pentaszacharid-sorozat.
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4. abra: A pentaszacharidok épitéelemeinek szerkezete

3.2. Szulfonsav-tartalmu épitéelemek szintézise
3.2.1. A H-egység szintézise tobb utvonalon

A szulfonatometil-csoport tartalmazé vegyiiletek nagy mennyiségii szintézisére hatékony
modszert dolgoztam ki azért, hogy eclegendé mennyiségben rendelkezésre alljon valamennyi
pentaszacharid szintéziséhez. Mind a harom monoszacharid-szulfonsavat litialt metanszulfonsav-
etilészterrel végzett nukleofil szubsztiticios reakcioban allitottam el6 a megfeleld gliikozid-6-O-triflat
szarmazékokbol. Azt tapasztaltam, hogy O-gliikozidok szintézisére kivaloan alkalmas ez a modszer és

a H-egységet (57) kozel 10 grammos mennyiségben szintetizaltam. A 57-es vegyiilet szintézisét a 78



6-dezoxi-6-jod szarmazékon keresztiil iS megvalositottam, de joval szerényebb hozamot sikeriilt igy

elérnem, mint a jobb tavozd csoportot tartalmazé 79 triflat-szarmazékkal (5. abra).
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5. abra: A szulfonsav tartalmu H-egység szintézisének optimalizalisa

3.2.2. A F-egység szintézise kétféle idoleges védicsoport felhaszndaldsdval

A szulfonsav-tartalma F és D glikozil donorok kiindulasi vegyiiletként a konnyen eléallithatd
83-as P-tioglikozidot valasztottam, azonban a nukleofil szubsztitacidés szulfonsav-beviteli modszer
ennél a vegyiiletnél sikertelen volt. A reakcio els6 1épésében kialakitott triflat ugyanis a p-helyzeti
fenilszulfanil aglikon intramolekularis tamadasa kovetkeztében azonnal atalakult a 85c¢/d szulfonium
ionna (6. abra). A reakcié mechanizmusat MeOH hozzaadasaval, és a képz6d6 a 86-0s vegyiilet

szerkezetének meghatarozasaval igazoltuk.
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6. abra: 1—6 Anomercsoport-vandorlas szulfonium ion intermedieren keresztiil

A mechanizmus szerint a nem kivant intramolekularis mellékreakcié feltétele a *C;—1Cy
konformacid-inverzi6 és az anomer csoport f-térallasa, és ennek alapjan elkeriilésére két reakcidutat
dolgoztunk ki. B-Tioglikozidok esetében sikeresen megvalositottuk a szulfonatometilezési reakciot a
gytriikonformacio rogzitésével. Masik megoldasként a-tioglikozidot alkalmaztunk, és nagyobb

hatékonysaga miatt az utobbi moédszert alkalmazva nagy mennyiségben eléallitottam a szulfonsav-



tartalmt tioglikozid F donort (7. abra). Az reakciout soran kétféle idéleges véddécesoportot is
kiprobaltam. Megfigyeltem, hogy a nukleofil csere a 2-naftilmetil-éter véddcsoportot tartalmazo 98-as
szarmazékkal nagyon jo hozammal miikodott, mig a p-metoxibenzil (PMB) szarmazék esetében
jelentds mennyiségli bomlastermék képzddését tapasztaltam, igy a vart terméket csak alacsony

hozammal sikeriilt izolalni. Ezért az F épitéelem szintézisét a 2-naftilmetil véddcsoport alkalmazasaval

valdsitottam meg.
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7. abra: Az szulfonsavtartalmi F monoszacharid szintézise a-tioglikozidbél kiindulva kétféle acetal
véddcsoport alkalmazasaval

3.2.2. A D-egység szintézise

A korabbi vegyiiletekbdl nyert tapasztalatokat felhasznalva a szulfonsav tartalmia D-egység
szintézisét szintén o-tioglikozidbol (91) valdsitottam meg (7. abra). A nukleofil szubsztiticié kivalo

hozammal miik6dott, és a vart terméket tobb mint 10 grammos tételben sikeriilt szintetizalni.
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8. abra: A szulfonsav tartalmi D-egység szintézise

A tovabbi sziikséges, szulfonatometil-csoporot nem tartalmazé monoszacharid épitdelemeket

(51, 52, 54, 56, 58) az irodalombol ismert modszerekkel és ttvonalakon allitottam eld.

3.3. A DE diszacharid donor nagy mennyiségii szintézise, glikozilezési reakcio optimalizdldsa

A D egységen szulfonsavat tartalmaz6 pentaszacharidokhoz (6, 8, 10) sziikséges 107-es DE

diszacharid donor szintéziséhez hatékony kemoszelektiv glikozilezési modszert dolgoztam ki



(9. abra). A reakciokoriilények optimalasa soran az 52-es tioglikozid akceptort kiilonboz6 glikozil
donorokkal reagaltattam (102, 105, 106).

EtO,S
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EtO3S MeO
ONAP 2. téblazat  MeO 0 MeO "SPh
O ’ MeO ONAP
MeO + HO SPh Med 1088
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C 105 R= 3-SPh 107 . /o)
106 R= a-Br Me3SiO SPh
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Donor Promoter (ekv.) T (°C) 1dé H%z%m Melléktermék
1 | B-SPh(105) | NIS(1.1)—AgOTf(0.2) | -75--15 | 15h 11 1080, (9%)
2 | o-Br(106) AgOTf (1.5) -30 1.5h 21 1080, (6%)
3 | a-SEt(102) | NIS(L1.5)— TfOH (0.1) | —75--50 3h 31 bomlastermék
4 | a-SEt(102) | NIS (1.5)— TMSOTf(0.2) | —75--55 2h 44 109 (8%)
5 | a-SEt(102) | NIS (1.1)— AgOTf(0.2) | —75--55 | 45min 66
6 | o-SEt(102) | NIS(1.1) - AgOTf(0.2) | —75--65 | 45min 89

9. abra: Szulfonsav-tartalmi DE diszacharid donor szintézise és a reakciokoriilmények

Az 1.-es és 2.-es sorszamu reakciok esetén glikozil transzfer (108a,B) melléktermék képzodését
tapasztaltam, ami gyakori mellékreakcio tioglikozid akceptorokkal végzett glikozilezési reakciokban
(10. abra). A melléktermék elkeriilésére kiilonb6z6 anomer tavozo csoportokat és promoter
rendszereket is kiprobaltam. NIS-TMSOTf promoter eleggyel végzett glikozilezési reakcioban a
glikozil akceptor szililezett termékét (109) is izolaltam melléktermékként. A leghatékonyabb donor az
etil-a-tioglikozid (102) volt, melyet NIS-AgOTf promoter rendszerrel aktivaltunk alacsony

homérsékleten, igy a kivant diszacharidot (107) 89%-0s hozammal nyertiik.
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10. abra: A glikozil transzfer mellékreakcio mechanizmusa a DE diszacharid donor szintézise esetében



3.4. A GH diszacharidok eléallitasa

A szulfonsavas és a szulfonsavat nem tartalmazd H-egységeket (57, 58) glikozileztem az

iduronsav prekurzoraval (51) és igy eldallitottam kétféle GH diszacharidot (111, 112; 11. abra).

karboxil-csoportot a szénhidratok ezen formajaban, diszacharid szinten alakitottam ki (115, 116).
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11. abra: A GH épitéelemek szintézise

3.5. A FGH triszacharidok eléallitisa

A

A védett pentaszacharidokhoz sziikséges FGH triszacharidok prekurzorait (117-120) a 115-6s

¢s 116-0s GH diszacharid akceptorok szulfonsav-tartalmt és szulfonsav nélkiili glikozil donorokkal

(55, 56) torténd glikozilezésében allitottam el6 (12. abra).
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12. abra: Az FGH épitoelemek szintézise

A kapcsolasi reakciok egy kivételével kivald hozammal miikodtek, az aktivalasara NIS-TfOH

promoter elegyet alkalmaztam. A 118-as triszacharid hozamat NIS-AgOTf promoter rendszerrel 73%-
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ra tudtuk novelni. A triszacharidokrol oxidativ modon tavolitottam el a (2-naftil)metil-éter
véddcsoport, a termékeket kozepes és joO hozamokkal kaptam. A valtozo hozamok magyarazhatok
azzal, hogy a 30 perces reakcid soran a konverzid6 nem mindig teljes, ugyanakkor a reakcididd

novekedésével a benzil-csoportok lehasadasa is megkezdédik.

3.6. Az uj szulfonsav-tartalmu pentaszacharidok szintézise

A négy FGH triszacharid akceptor (121-124) és a két DE diszacharid donor (107, 110)
glikozilezésével elballitottam az 6t j védett pentaszacharidot (46-50) valamint a pentaszacharid-
triszulfonsavat (125; 13. abra). A glikozilezési reakciok jO hozammal teljes sztercoszelektivitassal
mentek végbe.

R3 R
o ) OMe o/é%
Mﬁgo&\;ﬁ ONAP R oMeOO;Z/\\O#B”O AN
MeO 0 %//e\ OMe
Aw&wSPh o >B0 O Ao

OAc
107 R3=CH,SO,Et 121 R'=CH,SO;Et, R?=CH,SO;Et
110 R3=0Bn 122 R'=O0Bn, R?=CH,SO;Et
123 R'=CH,SO4Et, R>=0Bn
AgOTf v. TFOH 124 R'=0Bn, R?=0Bn
abszN(.Iiazclz
-50 --10°C

R3

MeO 0 R!

OMe

Meoéﬁ ONAP  ~  MeOOC o}
MeO ) /é&o /R% 0] BnoAZ0

AcO
BnO BnO
AcO BnOO OAc OMe

125 R'=CH,SO;Et, R?=CH,SO;Et, R3=CH,SO;Et 65%
46 R'=CH,SO4Et, R?=0Bn, R3=CH,SOsEt 63%
47 R'=CH,SO3Et, R>=0OBn, R3=0Bn 72%
48 R'=0Bn, R?=CH,S03Et, R3%=CH,SO,Et 59%
49 R'=0Bn, R2=CH,SO4Et, R3=0Bn 63%
50 R'=0Bn, R?=0Bn, R3=CH,SOzEt 68%

13. abra: A védett pentaszacharidok eléallitasa

3.7. Uj reakciout kidolgozdsa: az L-idoz tartalmii pentaszacharid szintézise

Egy 0j iduronsav-kialakitasi stratégia céljabol megvalositottam egy hatodik pentaszacharid
szarmazék (126) szintézisét is, mely az 50-es szarmazék analdgja (14. abra). Mivel ennél a
szarmazéknal a G-egység L-idoz formaban van jelen, ezért tanulmanyozhatjuk, hogy az L-iduronsav és
D-gliikuronsav funkci6 kialakitasa megvalosithato-e egyidejiileg pentaszacharid szinten. A vegyiilet
eloallitasahoz a 114-es GH-disazcharidot hasznaltam fel, melynek szabad 6-hidroxil-csoportjat ebben
az esetben az oxidacio helyett terc-butil-difenil-szilil éter véddcsoporttal védtem. A tovabbiakban
elvégeztem a soron kovetkezd glikozilezéseket: el0szor a szulfonatometil-csoportot nem tartalmazé F-
egységgel (56), majd a (2-naftil)metil-éter védécsoport eltavolitasat kdvetden a szulfonsav-tartalmu

DE diaszcahrid donorral (107) kapcsoltam Ossze.



H H

OBn OBn
G TBDPSCI
(0] O absz. piridin G 0 o}
HO OI\O/Ie BnO — TBDPSO OMe | BnO
g " g
BnoOMe 94% \?Qz BnOOMe
HO AcO 144 HO AcO 427
F NIS / AgOTf OBn
bsz. CH,Cl
TBDPSO P NAPOé&/SPh
OBn OMe 0 -40 - -10°C BnO
) BnO 65% BnO
NIS / AgOTf R (o] 56
abs CH,Cl, é’no BnO
4h/-40 - 0°C
61% ) )
i( 128 R= 2-(naftil)metil
129 R=H i) DDQ/ CH,Cly / HyO / 1t/ 77%
EtO,S
MeO EtO5S
MeO ONAP
MeO TBDPSO
AcO MeO ONAP /%
AcO Bg&ﬁ

126

14. abra: Uronsavat nem tartalmazé védett pentaszacharid-monoszulfonsav felépitése [3+2]
blokkszintézissel

3.8. A pentaszacharid-triszulfonsav i#j szintézise és miiszeres vizsgdlata

"o

A munkdm masodik részeként a 125-0s pentaszacharidbol 8 1épésben eldallitottam az 45-0s

pentaszacharid-triszulfonsavat kozel 100 mg mennyiségben (15. abra).

EtO;S
EtO5S
MeQ SO4Et 3
MeO é& MeOOC /&\
BnO

125 R= ONAP

130 R= OH DDQ / CH,Cly / HyO / 45min / rt / 84%

131 R= COOMe 1. TEMPO/BAIB/ CHyCly/H,O/ 5h/rt

2. CH N, Et,O / THF / 62%
1. NaOMe / MeOH
2. Nal / aceton
3. NaH / Mel / absz. DMF
4. 0.5M NaOH / THF / MeOH
5. Hy / 10%-0s Pd(C) / EtOH
6. SO5 Et;N / DMF
NaO3S
NaO3S
I\'<I/Ie% 0 SO;Na OMe 3
e
COON NaOOC o)
MeO & o o o 0-J Na0;S0\— 0
MeO =S Na0;S0 Na0;SO
Na0SO OMe OMe
45

15. abra: A védett pentaszacharid-triszulfonsav (125) atalakitasa végtermékké



Az éltalam eldallitott vegyiilettel egylittmiikkddé partnereink elvégezték a szénhidrat-
antitrombin komplex részletes NMR-vizsgalatat és a molekula dinamika szimulacio segitségével
meghataroztak a szabad és az AT-hoz kotott pentaszacharid konformacios adatait (16. abra). Az igy
nyert eredmények azt mutattak, hogy a fehérj¢hez kotott és a szabad allapoti forma szerkezete
jelentésen eltér egymastol. Igy a gyenge antikoagulans hatds azzal magyarézhat6, hogy a fehérjéhez

torténd bekotddés jelentds konformacidvaltozast igényel.

16. abra: A 45-6s pentaszacharid-triszulfonsav antitrombinhoz kotott (kék) és szabad allapotia
formajanak (z6ld) molekulamodellje

3.9. Az idraparinux uj szulfonsav mimetikumdnak szintézise

Doktoranduszi munkdm folytatdsaként tervezem a védett pentaszacharidok jovOben torténd

atalakitasat. Ennek elso fazisaként a 48-as szarmazékbol (D és F egységén tartalmaz szulfonatometil

"o

csoportot) eléallitottam az els6 uj pentaszacharid-diszulfonsav végterméket (138, 17. abra).
EtO;S

Me, O SO;Et OMe OBn
R MeOOC o}
MeO /ﬁ&o o 0] BnOA—©
AcO
BnO BnO
AcO BnOO OAc OMe

i C 48 R = CH,ONAP
_ = 132 R=CH,OH i)y DDQ / CH,Cl, / HyO / 30min / rt/ 68%
It C 133 R=COONa i) TEMPO / BAIB/ CH,Cl, / H,O / 24h / rt / 80%

1. NaOMe / MeOH / 24h / rt
2. Nal / aceton / 24h / rt

NaO;S 84% (2 l6pés)

%%% Q SO3Na OMe OBn
MeO COONa MeOOC O 0
e 0 [e) o o 0 BnO
Rom
BnO BnO
RO B0 | OR OMe

C 134 R=H
W\, 135 R=CH, iii) Mel/NaH / DMF / 4h / 0°C / 55%

MeOH / THF / 0.5M NaOH

NaO,S 24h / 1t/ 90%
%%% 0 SO3Na OMe OR
§ ﬁ NaOOC

MeO COO(I)\la - 025 o

sy o RO RO
€ Roo OMe OMe

iv( 136 R=Bn
137 R=H iv) Ho/ Pd(C) / EtOH / CH3COOH / 24h / rt / 92%

VC 138 R=S03Na v) SO3DMF /DMF / 24h / 50°C

17. abra: A védett pentaszacharid-diszulfonsav (48) atalakitasa végtermékké
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