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1. Az értekezés el6zményei és célkitiizései

A heparin gliikézamin és hexuronsav (D-gliikuronsav és L-
iduronsav) egységekbdl felépiild polianionos linearis poliszacharid, amely a
sejtek feliiletén és az extracellularis matrixban proteoglikanok forméajaban
fordul eld, és a fehérjékhez kdtddve szabalyozza azok bioldgiai miikodését.
A kotédésért az oligoszacharid szulfatészter- és karboxilcsoportjai, valamint
az aminosavak bazikus csoportjai kozott kialakuld erds ionos
kolcsonhatasok a feleldsek. A heparin az 1930-es évektdl a gyogyaszatban
legelterjedtebben  hasznalt véralvadasgatls. Az 1980-as  években
azonositottak a poliszacharid azon minimalis pentaszacharid részét, amely
az antitrombin III fehérje (AT-III) aktivalasaval a véralvadasgatlo hatast
kifejti. Francia és holland kutatok 55 1épéses kémiai szintézissel
eléallitottak a pentaszacharid moédositott analogjat, amely véralvadasgatlo
gyogyszerként 2001 ota van forgalomban Arixtra néven. Az ujabb
szintetikus antikoagulansok egyik képviseldje a nem glikdzaminoglikan
tipusu idraparinux (7), amelyrdl a kozelmultban k6zolték, hogy aktivitisa és
felezési ideje nagyobb a korabbi pentaszacharidokénal, és igy a heparinnal
¢és az Arixtranal is hatékonyabb véralvadasgatlo.

Kutatocsoportunk célul tiizte ki a szulfatészterek helyett bioizoszter
szulfonatometil-csoportot tartalmazé heparin-analég oligoszacharidok
szintézisét. Feltételeztiik, hogy a szulfonsav sok biztosithatjak a biologiai
aktivitashoz sziikséges ionos kotések kialakulasat, és mivel jobban
ellenallnak a szulfatdzok és az észterazok hidrolitikus hatasanak, tovabb
képesek a szervezetben maradni.

E kutatasok keretében eldallitottuk az idraparinux két szulfonsav
mimetikumat (83, 84), amelyekben az F, H és a D, F, H gliikdz egységek 6-

O-szulfat-csoportjait metanszulfonsav csoportra cseréltik. A szulfonsav
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mimetikumok szintézisével parhuzamosan az idraparinuxot is (7)

eléallitottuk, hogy a bioldgiai vizsgalatokhoz referencia molekulaként

alkalmazhassuk.
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1. abra: Az eléallitott pentaszacharidok szerkezete

2. Az alkalmazott vizsgalati médszerek

A szintetikus munka soran a preparativ szerves kémia makro-,
félmikro- és mikromodszereit alkalmaztuk. A reakciok kovetésére, az
anyagok tisztasaganak ellendrzésére és a termékardnyok meghatarozasara
vékonyréteg kromatografidas modszert hasznaltunk, a nyerstermékek
tisztitasat €és az izomerek szétvalasztasat kristalyositassal, valamint
oszlopkromatografidval hajtottuk végre. Az eldallitott vegyiiletek
jellemzésére, azonositasara és szerkezetének igazolasara elemanalizist,
olvadaspont- és fajlagos forgatoképesség meghatarozast, egy- ¢és
kétdimenzidos (*H-'H-COSY, C-'H-HSQC, TOCSY, ROESY) NMR
spektroszkopiat ¢és MALDI/ESI-TOF  tomegspektrometriai  modszert

hasznaltunk.
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3. Az értekezés uij tudomanyos eredményei
3.1. Az idraparinux eléallitasa

Az idraparinuxot két uj uton is eléallitottuk, mindkét esetben
[2+3]-as blokkszintézist alkalmaztunk. Az els6 szintézishez a 87
monoszacharid donor és a 88 gliikuronsav akceptor felhasznalasaval

eléallitottuk a 85 diszacharid donort (2. abra).
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2. abra: Az idraparinux (7) szintézise gliikuronsav tartalmu diszacharid

donorral

A 86 triszacharidot anomer-keverék diszacharid donor (89) és az
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irodalombdl mar ismert 10 monoszacharid akceptor sztereoszelektiv

glikozilezési  reakcidjaval  allitottuk  eld, a  kivant terméket
oszlopkromatografias tisztitassal nyertiik ki a reakcioelegyb6l. A kapcsolasi
reakcié érdekessége, hogy az alkalmazott koriilmények kozott az F egység
4-es pozicidjaban levé 4-metoxibenzil-csoport (PMB) lehasadt, igy a
képz6dd triszacharidot kozvetleniil tudtuk hasznalni akceptorként. A 85
diszacharid donor és a 86 triszacharid akceptor kapcsoldsaval sikeresen
eléallitottuk a vart pentaszacharidot. A glikozilezés alacsony hozama az
uronsav tartalmi donor csokkent aktivitasaval volt magyarazhato, ezért ugy
dontottiink, hogy a kapcsolast egy uronsavat nem tartalmaz6é donor
molekulaval is kiprobaljuk. Az wjabb szintézishez eldallitottuk a 117
diszacharid donort (3. abra). Az el6z6 szintézisben is felhasznalt
triszacharid akceptor (86) és a gliikkuronsavat nem tartalmazé donor (117)
reakcigja kivalé6 hozammal eredményezte a védett pentaszacharidot (118),
amit 7 1épésben alakitottunk at a 7 végtermékké. Az atalakitas soran a D-
gliikoz egységet sikeresen alakitottuk at glikkuronsavva oxidacidval,

pentaszacharid szinten.

BnO Bn()
MeO ONAP
mogﬁ BnO MeOOC mu Bn()
MeO SPh Hg N (0 Bn()()M
’\c() i n0

BnO g AcO

17 CH,Cly, NIS | 202 10 °C, 1h
AgOTf (77%)

BnO BnO
MeO 0,
MeO ONAP ()’vk ) BnO 7 Iépés
MeO | ‘ “"0 MLOO( BnO, > 7
OMe
\L() Rn()

BnO AcO

118

3. abra: Az idraparinux szintézise uronsavat nem tartalmazé donorral
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3.2. A szulfonsav tartalmu pentaszacharidok eléallitasa

A szulfonatometil-csoportok kialakitasat monoszacharid szinten
valositottuk meg az idraparinux szintézisénél eldallitott szarmazékok
felhasznalasaval (4. abra). A H egység (127) esetében NaHSOj3 addicidval,
a D (147) és F (130) egységek esetében pedig Wadsworth-Horner-Emmons
reakcioval vezettik be a szulfonsav-csoportot. A H egységet csak
akceptorként, a D egységet csak donorként, az F egységet pedig mindkét

szerepben sikeresen hasznaltuk.
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4. abra: A szulfonsav tartalmi monoszacharid egységek

3.2.1 A pentaszacharid-diszulfonsav szintézise

[2+3]-as  blokkszintézissel,  glilkkuronsav  tartalmi  donor
felhasznalasaval tortént a védett pentaszacharid eldallitasa. Ehhez elsdként a
130 szulfonsav tartalmi monoszacharid donorral glikozileztilkk a mar
meglévé 91 iduronsav akceptort (5. abra). A reakcioban jo hozammal és

sztereoszelektivitassal képzodott az a-interglikozidos kotést tartalmazo
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diszacharid, amelyet donorra alakitottunk és kapcsoltunk a 127 szulfonsav

tartalmu monoszacharid akceptorral. A glikozilezés koriilményei kozott
ebben az esetben is lehasadt a 4-metoxibenzil-csoport (PMB), ezért a
képzodott triszacharidot (134) tovabbi atalakitas nélkiil tudtuk hasznalni
akceptorként. A 134 triszacharidot glikozileztiik a mar korabban eléallitott
85 gliikkuronsav tartalmt diszacharid donorral. A kapcsolas soran a vart
védett pentaszacharid keletkezett, de csak alacsony hozammal. A

tovabbiakban a végleges védocsoportok kialakitasaval eldallitottuk az

idraparinux els6 szulfonsav analogjat (83).
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5. abra: A pentaszacharid-diszulfonsav szintézise
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3.2.2 A pentaszacharid-triszulfonsav eléallitasa

A triszulfonsav-tartalmu mimetikumot [1+1+3]-as szintézissel
allitottuk el6 (6. abra). El6szor a 141 monoszacharid donort kapcsoltunk a
mar meglévo 134 triszacharid akceptorral.

Me0O5S
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141 BnO g aco 134
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147 144
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4. DMF, NaH, Mel 4.0°C, 3h
5. MeOH, THF, 0.2 M-0s NaOH 5. 1t, 24h (87% két Iépésre)
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6. abra: A pentaszacharid-triszulfonsav szintézise

A képzddott tetraszacharidrol savas hidrolizissel -eltavolitottuk a 4-
metoxibenzilidén-csoportot, majd  szelektiv  oxidaciés  reakcioban

kialakitottuk a gliikkuronsavat. Az igy elballitott tetraszacharid akceptort

(144) glikozileztiik a 147 szulfonsav tartalmi monoszacharid donorral. A
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kapcsolasi reakcidoban jo hozammal ¢€s szterecoszelektivitassal kaptuk a

védett pentaszacharidot. Végiil a véddcsoportok sziikséges atalakitasaval

sikeresen eldallitottuk az idraparinux triszulfonsav analogjat.

3.3 Az eléallitott pentaszacharidok Xa faktor gatlasa

Vizsgaltuk az eldallitott pentaszacharidok véralvadas-gatld hatdsat.
A vizsgalatokat a DEOEC Klinikai Biokémiai és Molekularis Patoldgiai
Intézetével egyiittmikodve kozosen végeztik el. A mérések soran
meghataroztuk a fondaparinux, az altalunk eléallitott idraparinux (7) és a
két szulfonsav-tartalma pentaszacharid (83, 84) anti-Xa aktivitasat. A mért
értékeket a koncentracio fliggvényében abrazoltuk, és a mérési pontokra
illesztett egyenesek meredekségébdl meghataroztuk a  heparinhoz
viszonyitott fajlagos anti-Xa aktivitasokat (1. tablazat). A tablazat adataibol
jol lathato, hogy az E és F egység 6-os helyzetében levd szulfatészter-
csoportok helyettesitése szulfonatometil-csoporttal nem rontotta le a
véralvadasgatld hatast, s6t a pentaszacharid-diszulfonsav aktivitasa kis
mértékben jobbnak bizonyult, mint az idraparinux aktivitasa. Ugyanakkor a

D egységen kialakitott ujabb szulfonsav az inhibicios hatast nagymértékben

lerontotta.
Anti-Xa aktivitas
(U/mg)
fondaparinux 1031
idraparinux (7) 1733
pentaszacharid-diszulfonsav (83) 2003
pentaszacharid-triszulfonsav (84) 485

1. tablazat: A pentaszacharidok anti-Xa aktivitasa
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4. Osszefoglalas

Osszegzésként elmondhatd, hogy sikeriilt kidolgozni két 0j és
hatékony reakcioutat az idraparinux el6allitasara. Az irodalmi példakkal
Osszehasonlitva elmondhatjuk, hogy az 1j szintézisutak egyszeriien
eléallithatd  monoszacharid-egységeket igényelnek, ¢és a  kozos
intermediereknek koszonhet6en kevesebb 1épésbe keriilt a pentaszacharid
eléallitdisa. Nagy elénye tovabbd a masodik mddszernek, hogy a
glitkuronsav kialakitasa pentaszacharid szinten tortént, elkeriilve ezzel az
uronsav ¢épitéelem hosszadalmas szintézisét és a gliikuronsav-tartalma
diszacharid egység donorként valé felhasznalasat.

Eloallitottuk az idraparinux két bioizoszter szulfonsav
mimetikumat, egy diszulfonsav- és egy triszulfonsav-tartalma
pentaszacharidot. Ezek az els6 olyan heparin-analég oligoszacharidok,
melyek egyszerre tartalmaznak karbonsav és szulfonsav csoportokat. A
pentaszacharidokhoz szulfonsav tartalmi monoszacharid épitéelemeket
allitottunk el6, amelyeket a szintézisek soran donorként és akceptorként is
felhasznaltunk. Sikeresen meghataroztuk az altalunk eléallitott molekulak
véralvadasgatlo hatasanak mértékét. A diszulfonsav-tartalmu pentaszacharid
az idraparinuxnal jobb anti-Xa aktivitast mutatott, a triszulfonsav-tartalmu
mimetikum viszont joval gyengébb Xa-gatlonak bizonyult. Tehat a
szulfatészter-csoportok helyettesithetok szulfonsav-csoportokkal, de az
aktivitas mértékének szempontjabol nagyon lényeges, hogy a helyettesitett

csoportok melyik pozicidoban vannak.
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1. Introduction

Heparin, a highly sulfated linear polysaccharide belonging to the
family of glycosaminoglycans is a well-known blood anticoagulant
employed extensively in medical practice. The anticoagulant action of
heparin arises from its ability to accelerate the inhibitory activity of
antithrombin 111 (AT-I11), a serine protease inhibitor that blocks thrombin
and factor Xa in the blood-coagulation cascade. After identification of the
exact sequence of heparin that associates with the AT-I1l a concerted drug
development program has been undertaken based on extensive structure-
activity studies using synthetic oligosaccharides. These efforts resulted in
fondaparinux, a synthetic pentasaccharide heparin analogue which is used
as a new antithrombotic drug under the name Arixtra. Fondaparinux
selectively inhibits factor Xa, and it has a longer half-life and a higher anti-
Xa activity than heparin and low molecular-weight heparin. However, its
synthesis represents a real challenge, due to the presence of D-glucuronic
acid, L-iduronic acid and a-D-glucosamine, most of them being N- and O-
sulfated on selected positions. Based on the observations of SAR studies
that the N-sulfate groups could be replaced by O-sulfates, and the free
hydroxyl groups could be masked with alkyl groups, a family of non-
glycosaminoglycan derivatives was created. This second generation of
antithrombotic pentasaccharides has simplified structures that are much
easier to synthesize than fondaparinux. In addition, idraparinux (7), the
most potent representative of these analogues possesses an increased
anticoagulant activity and a longer duration of action. Structure-activity
relationship studies on a series of synthetic analogues of heparin
pentasaccharide revealed that the type of negatively charged groups is

crucial, the carboxylate groups may not be exchanged for sulfate esters, and
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an essential sulfate moiety cannot be exchanged for a phosphate without

affecting the activity. However, replacement of the sulfate group with an
isosteric sulfonatomethyl moiety has not been investigated until now. We
envisaged that isosteric sulfonate analogues of the AT-IIl binding
pentasaccharide of heparin might provide further information on structure-
activity relationships and might afford bioactive derivatives. Bioisoteric
sulfonic acid analogues of idraparinux carrying the sulfonatomethyl
moieties at the position 6 of the F and G or D, F and G units were planned
to be prepared. Idraparinux was also planned to be synthesized to gain
reference compounds for biological investigations (Scheme 1). In this work
two novel syntheses of idraparinux, as well as the preparation of its

bioisoteric di- and trisulfonic acid analogues (83 and 84) were presented.

D

0SO;Na
,\1c0’§() E F
MeO e . e "
* Meo | COONa 0SO;Na
0

0
] o
MeO Na03S0
MeQ, e

0O COONa OMe OSO;3Na
[0} (6]
N2a0;80 ) Na0;80
0 Na0;SO

OMe
MeO
7 idraparinux

MeO COONa R?
C

MeO % R!
\Qmo 0, COONa OMe
Me Moo Na03S0 0— 0
s Na0;S0 0 ) Na03S0
NaO3S0
OMe

(8}
MeO

83 R' = R? = -CH,S0;Na, R? = -0SO;Na
84 R' =R?=R*=-CH,S0;Na

Scheme 1: The structure of the synthesized pentasaccharides
2. Applied methods

The macro-, semi-micro, and micro-methods of the modern

preparative organic chemistry were used in the synthetic work. The purity
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of the substances, the ratio of products were controlled and the reactions

were monitored by thin-layer chromatography. Purification of the crude
products and separation of the isomers were carried out either by
crystallization, or by column chromatography. The characterisation and the
stuctural elucidation of the compounds were carried out by elemental
analysis, melting point- and optical rotation determination, and by one and
two-dimensional (*H-'H-COSY, **C-'H-HSQC, TOCSY, ROESY) NMR
spectroscopy and MALDI/ESI-TOF mass spectrometric  methods,

respectively.

3. New scientific results of the dissertation
3.1. Synthesis of idraparinux

For the synthesis of pentasaccharide 7 first the iduronic acid-
containing trisaccharide 86 was prepared (Scheme 2). Glycosylation of 10
with the disaccharide donor 89 upon trimethylsilyl triflate activation
resulted in the trisaccharide 86 in good yield containing the a-linked isomer
as the main product. Under these reaction conditions the 4-methoxybenzyl
ether (PMB) was hydrolysed and the obtained trisaccharide (86) could be
used directly as an acceptor. Its glycosylation with the uronic acid-
containing disaccharide donor (85) carrying a participating group in
position 2 resulted in the desired pentasaccharide with moderate yield.

Because of the low yield, another synthetic route applying a non-
uronic acid disaccharide donor (117) was also elaborated (Scheme 3).
Glycosylation of the trisaccharide acceptor (86) with 117 upon NIS/AgOTf
activation resulted in the protected pentasaccharide with good yield. After
removal of the protecting groups and subsequent introduction of the
required methyl ethers and sulfate esters idraparinux (7) was obtained

successfully via both reaction paths.
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OBn OMe OAc
PMBO Y +  MeOOC X
BnO
OAc

2
CH,Cl,, THF, NIS, TFOH l -40 °C, 1h (82%)

OBn ( nom
Meo‘é&/ SPh
MeO VIeO (JBn COOMe on
MeO a0l puBo— OMe ( Cly .
&7 88 OAc . HO O,
BnO BnO
BnO

1. CHyCly, NIS, AgOTf 40 °C, Th (82%)
2. THF, BoNH, 1, 5h (89%) AcO 1
3. CH,Cl, CCILCN, DBU 0°C, 30min (74%) CHyCl, TMSOTE | 20°C, 30min (52%)

oB
coom " | caove 0””
¢ o HO OMe
(4] St 5] Cly BnO

OMe

MeO

AcO OMe
85 NH

1. CHyCly, TMSOTf 1.-10 =10 °C, 1h 146“-..}

2. MeOH, NaOMe 2. 11, 6h (77%)
3. DMF, Ag,0, Mel 3,11, 36h (79%)
% NaOH 4.rt, 36h (57%)
5
6.

4. MeOH, THF,
5. EtOH, 10% PA(C), 10 atm. Hy 1, 24h (98%)
6. SO5/pyridine, DMF L0 °Cort, 241 (35%)
0SO;Na
MeO 0, E F G
MeO y H
e | COONa 0SONa
b O o o COONa e
MeQ Na0;S0 )
MeO N
o Na03S0
OMe
MeO

7 (idraparinux)

Scheme 2: Synthesis of idraparinux I.

BnO
MeO ONAP
\m% g Bn() Me()()( ovm BnO
MeO o) Bn( )
Acl

() SPh BnO
AcO BnO
17 CH,Cl, NIS | 20 10 °C, 1h 86
AgOTf (77%)

MB“(()) o BnO

Cf

MeO ONAP 510 Me0OC —~ PMe nn&ﬁ _Tsteps
1 o) BnO

118

Scheme 3: Synthesis of idraparinux I1.
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3.2. Synthesis of the sulfonic acid-containing pentasaccharides

For the synthesis of the sulfonic acid containing pentasaccharides
(83, 84) three sulfonic acid-containing monosaccharide building blocks
(127, 130, 147) were prepared (Scheme 4). In the case of unit H radical
hydrogen-sulfite addition was applied, and units D and F were synthesized

by Wadsworth-Horner-Emmons reaction.

SO;Na SO;Me
= 70% EtOH, NaHSO; 1. Amberlite IR 120 H'
NAPO O t-buthylperbenzoate ~ HO 0 2. Etz;0. CHoN; HO 0 .
BnO _ = BnO —_— Bn0 H unit
BnO ) _.
"9 OMe 80 °C, 24h (60%) BnOG& e 1. and 2.0°C, 15min (82%) BnO(ve
125 126 127
SO;Et S0O4Et
0 R 96% EtOH
= THF, n-BuLi H = H PA(C), 10 atm. H,
PMBO O gpy (FORPOCHSOEL pypo 0 Et;N PMBO 0, ;
BnO SE h—.. BnO SPh . BnO SPh F unit
OBn =78 °C, 2h (40%) OBn rt, 48h (75%) OBn
128 129 130
SOE SO5Et
96% EtOH
20 . (? [:,(')’(’_']'?“H‘L(‘) : o H PA(C), 10 atm. Hy o
1) (E1O) 2505Et MeO P EtsN MeOr » .
\dli(()) SPh—————————— =  MeO Skho TN Mo SPh D unit
OMe -78 °C, 2h (35%) OMe rt, 48h (73%) OMe
145 146 147

Scheme 4: Synthesis of the sulfonic acid-containing monosaccharides

3.2.1. Synthesis of a pentasaccharide-disulfonic acid

Glycosylation of 127 with the disaccharide donor 133 upon
trimethylsilyl triflate activation resulted in trisaccharide 134 with the
desired a-interglycosidic linkage in good yield (Scheme 5). Under these
reaction conditions the 4-methoxybenzyl ether was hydrolysed and the
obtained trisaccharide could be used directly as an acceptor in the syntheses

of both sulfonic acid containing pentasaccharides. Glycosylation of the
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trisaccharide acceptor 134 with the uronic acid containing disaccharide

donor (85) upon trimethylsilyl triflate activation resulted in the desired
disulfonic acid-containing pentasaccharide (135) with moderate yield. After
deprotection followed by introduction of the required methyl ethers and
sulfate esters the pentasaccharide-disulfonic acid (83) was obtained in

acceptable yield.
130+ 91
1. CH,Cly, THF, NIS, TFOH | -50°C, Th (83%)
2. MeOH, Bu,SnO 55°C, 1h (55%)
3. CH,Cl,, DBU, CCLLCN 0°C, 30min (77%)
EtO:S .
COOMe MeO;5
PMBO 0 OMe o el
BnO 0 Y. HO (¢]
BnO BnO
NH BnO
OMe
133 A0 127
CH,Cly, TMSOTE | 20 °C, 30min (67%)
BnO Et0,8 SO;Me
e : COOMe
MeO COOMe A 0
MeO HO OMe
0 0, o ccl BnO ‘0 BnO
MeO \ﬂ/ 3 + BnO BnO
AcO 0 OMe
85 NH AcO 134
1. CH,Cly, TMSOTT 1.-10 10 °C, 1h (38%)
2. MeOH, NaOMe 2.1, 6h (83%)
3. acetone, Nal 3. 11, 6h (53%)
4. DMF, NaH, Mel 4.1t, Th (70%)
5. MeOH, THF, 0.2% NaOH 5. 11, 36h (83%)
6. EtOH, 10% Pd(C), 10 atm. H 6. 11, 24h (90%)
7. SO4/Et;N, DMF 7.0°C-rt, 24h (73%)

0S0;Na
MeO 0, E F G H
MeO 00Nz NaO;S 015
wmeo | COONe :

D 0 O 5 0 COONa gy
MeO Na0;50
MeO

Na0,50 ‘0

Na050
OMe

0
83 MeO

Scheme 5: Synthesis of pentasaccharide-disulfonic acid
3.2.2. Synthesis of a pentasaccharide-trisulfonic acid
The pentasaccharide-trisulfonic acid was carried out by a [1+1+3]

synthetic pathway (Scheme 6). First we prepared a tetrasaccharide (142)
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applying the trisaccharide acceptor 134 and the monosaccharide donor 141.

Carboxylic function of the terminal glucose unit of the tetrasaccharide was

formed by selective oxidation to afford 144. Its glycosylation with the

monosaccharide donor 147 upon NIS/TfOH activation resulted in the

protected pentasaccharide (148) with the desired a-interglycosidic linkage

in good vyield. After deacetylation and subsequent methylation followed by

debenzylation and sulfation the trisulfonic acid-containing pentasaccharide

84 was obtained in a good overall yield.

MeO3S
Et0;8
PMB/l‘“ om O3
M ()0( <
SPh N BnO
mo * HO 0 OMe
BnO
BnO 0 AcO
1. CHCly, NIS, AgOTE 1.-20°C, 1h (83%)
2.8 ¢ acid 2,11, Th (68%)
3. CH,Cly, H,O, TEMPO, BAIB 3.1, 6h
4. A, 4. rt, 10min (88% for two steps )
4. THF, CH;N; T min (88% fo steps) SO5Me
SO4Et Et0:S 0
6] ,
. OMe BnO
MeOOC Me0OC : B0
(8] (8] O OMe
MeO (0] SPh HO (o]
MeO + AcO BnO
OMe AcO BnO o AcO
147 144

1. CH,Cly, THF, NIS, TfOH
2. MeOH, NaOMe
3. acetone, Nal
4. DMF, NaH, Mel
5. MeOH, THF, 0.2 M NaOH

6. 96% EtOH, Pd(C), 10 atm. H,

7. SO4/ELN, DMF

Na03$
MeO 0,
MeO Na
o | coon In
o C
MeO
MeO

1. =20 °C, 30min (86%)
2. 11, 6h
3. 11, 24h (97% for two steps)
4.0°C, 3h
5. 11, 24h (87% for two sleps)
6. rt, 24h (45%)
7.50°C, 24h (84%)

84 MeO

Na04580
OMe

Scheme 6: Synthesis of pentasaccharide-trisulfonic acid
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3.3. Anti-Xa activity of the pentasaccharides

The anti-Xa activity of the prepared pentasaccharides was
measured by Berichrom Heparin assay on human plazma, in collaboration
with the Institute of Clinical Biochemistry and Molecular Pathology of
University of Debrecen. The pentasaccharide disulfonic acid displayed
higher anti-Xa activity than idraparinux. However, the activity of the
pentasaccharide trisulfonic acid was somewhat weaker than that of
fondaparinux. The results demonstrate that sulfate esters can be replaced by

isosteric sulfonic acids, and that the position of the replacement is very

important.
Anti-Xa activity
(U/mg)
fondaparinux 1031
idraparinux (7) 1733
pentasaccharid-disulfonic acid (83) 2003
pentasaccharid-trisulfonic acid (84) 485
Table 1: Anti-Xa activity of the pentasaccharides
4. Summary

Summarizing up, two novel efficient reaction pathways based upon
[2+3] block syntheses were elaborated for the preparation of the
anticoagulant pentasaccharide idraparinux. The new routes consisted of less
steps comparing to those known from the literature. In the course of the first
synthesis the iduronic acid-containing disaccharide donor could be coupled

to the monosaccharide acceptor with high yield, however, the glucuronic
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acid-containing disaccharide donor afforded the pentasaccharide only in

moderate yield. The second synthesis of idraparinux was better than the first
one because the glucuronic acid function was formed in pentasaccharide
level, therefore the laborous synthesis of glucuronic acid building block as
well as the low-yielding coupling step using the glucuronic acid-containing
disaccharide donor could be avoided.

A pentasaccharide-disulfonic acid and a pentasaccharide-trisulfonic
acid as the first bioisosteric sulfonic acid analogues of idraparinux were
prepared. These are the first oligosaccharides carrying both uronic acid and
sulfonic acid moieties. For their synthesis methanesulfonic acid-containing
monosaccharide building blocks were prepared and used as donors and/or
acceptors. The anti-Xa activity of the prepared pentasaccharides was
measured. The pentasaccharide disulfonic acid displayed higher anti-Xa
activity than the idraparinux, however, introduction of the third sulfonic
acid function resulted in a decreased anticoagulant activity. The results
demonstrate that sulfate esters can be replaced by isosteric sulfonic acids,
and the position of the replacement is very important.
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