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1. Bevezeto

Napjainkban a szénhidratok biolégiai szerepének felismerése a szénhidratkémia pdaratlan
fejlédését vonta maga utdn. Mig korabban a szénhidratokat kizardlag tartaléktdpanyagként
tartottdk szdmon, Gjabban a modern mfiszeres technikdk, els6sorban az NMR és tomegs-
pektroszkopia fejlédése révén tudjuk, hogy a szénhidratok (oligo- és poliszacharidok) akér
szabadon, akar pedig proteinekkel és lipidekkel alkotott konjugatok formajaban (glikopro-
teinek, proteoglikdnok és glikolipidek), fontos biolégiai szerepet toltenek be. Legfontosabb
a bioldgiai felismerési folyamatokban jatszott szerepiik. E molekuldk oligoszacharid ldncai
altaldban a sejtmembran feliiletén helyezkednek el, ezéltal kitiintetett szerepiik van a sejtek
kiilvilaggal torténd és a sejtek kozotti kommunikacioban. Példdul szénhidratok szerepel-
hetnek receptorként virusok, fehérjék, hormonok kotédésében, oligoszacharid egységek fe-
lel6sek immunoldgiai reakcidkért vagy mikroorganizmusok gazdasejtekhez val6 kapcsolo-
daséért. E teriilet fejlédése a szénhidratkémian beliil f6leg az oligoszacharidok szintézisére
szolgalé moédszerek fejlédését vonta maga utén. Igy Gj védbcesoport stratégidk és Gjabbnal
Gjabb véddcsoportok jelentek meg, tGjfajta sztereospecifikus glikozilezési médszereket dol-
goztak ki, tovabb fejlédtek a vegyiiletek izoldlasdra és a szerkezetiik igazoldsara szolgalo
modszerek (HPLC, NMR, MS).

Mindezek ellenére nem sikeriilt oligoszacharidok el6éllitdsdra &ltaldnosan haszndl-
haté véddcsoport stratégidt és glikozilezési médszert kidolgozni. Ez igaznak bizonyult
az én esetemben is a Shigella sonnei lipopoliszacharidjanak O-specifikus szénhidratldnca
ismétl6dd egységének elbdllitdsa soran. Kezdetben viszonylag egyszerti feladatnak tfint
a 4-NH,-2,4,6td-(-D-GalpNAc-(1—4)-2d-a-L-AltNAcU és 2d-a-L-AltpNAcU-(1—3)-4-NH,-
2,4,6td-3-D-GalNAc diszacharidok el6allitdsa, mégis a szintézis kozben sok nehézség ado-
dott.

1993-t61 kezdve vettem részt a Debreceni Egyetem Biokémiai Tanszékén Prof. Dr.
Liptdk Andras iranyitdsdval a doktori képzésben. Dolgozatom az ez id6 alatt elért eredmé-

nyek Osszefoglalédsa.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Vakcindk, sejtfelszini poliszacharidok

2.1.1. Torténelmi attekintés

Az oltéanyagkutatas kezdete a 18. szdzad végére nyulik vissza, amikor Eurépa-szerte him-
18jarvanyok szedték aldozataikat. Edward Jenner, egy angol vidéki orvos 1796-ban végezte
el hires kisérletét [1], amely azon a megfigyelésen alapult, hogy a tehénfej6 asszonyok enyhe
fert6zések kivételével a himl6t nem kaptédk el. Egy nyolcéves fitt nem virulens tehénhiml6-
vel oltott be, majd egy id6 utdn az emberre artalmas himl6 virussal. Mivel a fiti nem kapta
meg a himlét, bebizonyosodott, hogy a tehénhiml6 "megtanitja" az emberi szervezetet a
himl6vel szembeni viselkedésre. Ez a kisérlet bizonyitja azt is, hogy a fert6z6 mikroorga-
nizmusok gazdaspecifikusak, az emberben betegséget okoz6é mikroorganizmusok altaldban
allatokra nem veszélyesek és ugyanez forditva is igaz. Az oltéanyag kutatads kovetkezd je-
lent6s 4llomédsa 1881-ben Pasteur kisérlete volt, aki 31 kisérleti dllatot fert6zott meg erésen
gyengitett antrax bacilussal, majd 12 nap mulva az éllatokat Gjra beoltotta az antrax baci-
lus az el6z6khoz képest kevéssé gyengitett valtozatdval. A kisérleti dllatok koziil csak egy
nem maradt életben, mig a huszonnyolc kontroll dllat mind elpusztult. Pasteur tttoré ki-
sérlete, mely kimutatta, hogy az immunoprofilaxis kivalthat6 a fert6z6 mikroorganizmus
gyengitett valtozatdval mdig is az oltéanyagkutatds legfontosabb felfedezései kozé tartozik

és modszerét Jenner tiszteletére vakcindldsnak nevezte el (vacca latin sz6, jelentése tehén).

Napjainkban mintegy harminc oltéanyag van orvosi gyakorlatban viralis és bakterié-
lis fert6zések megel6zésére [2]. Az oltéanyagokat az eml6s szervezet testidegen anyagként
ismeri fel, elleniik antitesteket hoz létre melyek kémiai szerkezetiiket tekintve altaldban gli-
koproteinek. Az oltéanyagok kozos jellemzdje, hogy az éltaluk 1étrehozott antitestek koziil
azok amelyek fert6zéssel szemben védelmet biztositanak, a mikroorganizmusok feliiletén
1év kis szamu protein vagy szénhidrat szerkezetekre iranyulnak. Az oltéanyagban talal-
hat6 antigének nem mindenike véltja ki a szervezet védekez6 mechanizmusat, némelyik
éppen a kivant eredmény ellen hat (immunszurpresszié) vagy egyéb nem kivanatos kovet-

kezményeket okozhat (pl. tulérzékenység).

A védettség kialakitdsdhoz nem sziikséges magat a korokozo6t hasznélni, sét ez sok
esetben nem is kivdnatos, elég ha a mikroorganizmus feliiletén talalhat6 anyagok koziil csak
a védettség létrehozdsahoz sziikséges vegyiiletet haszndljuk az oltéanyag aktiv alkotérésze-

ként.



Az 1920-as években bebizonyosodott, hogy a pneumococcus baktériumoknal izolalt
tokanyag poliszacharidok nem toxikus anyagok és feln6ttekben immunogének [3,4]. Ké-
s6bb az 1940-es években kideritették, hogy a tokanyag poliszacharidok védelmet biztosita-
nak emberben a homolég baktériumokkal szemben. A baktériumokkal szembeni védettség
szerotipus specifikus és mivel a szerotipust a poliszacharid szerkezete definidlja a védettség
tokanyag-poliszacharid specifikus. Az els6 humén, gyakorlatban hasznélt pneumococcus
vakcina 1946-ban keriilt piacra és a hat legvirulensebb szerotipus tokanyag poliszacharidjat

tartalmazta.

A vakcinakutatds ezen id6szakdban kezdtek elterjedni az antibiotikumok és a szulfo-
namidok, amelyek sikere a gy6gyaszatban hattérbe szoritotta a megel6zésre iranyul6 kuta-
tdsokat. Az oltbanyagkutatas az 1960-as években kertilt ismét az érdeklddés kozéppontjaba,
amikorra kidertilt, hogy a mikroorganizmusok rezisztenciat alakithatnak ki az antibiotiku-
mokkal szemben. A kutatdsok felélesztése rendkiviil sikeresnek bizonyult. 1978-ban beve-
zettek egy 14 komponens(i vakcinat pneumococcus okozta fert6zések megel6zésére, amit
rovidesen kovettek a ma forgalomban 1év6 készitmények, Pneumovax 23 (Merck, Sharp &
Doehme), Pnu-Immune 23 (Lederle-Praxis), melyek a huszonhdrom leggyakoribb és legve-
szélyesebb pneumococcus tokanyag poliszacharidjat tartalmazzdk és feln6ttekben kb. 90% -
os védettséget biztositanak az 6sszes pneumococcus fert6zéssel szemben. A pneumococcus-
vakcinakon kiviil jelenleg a Haemophilus influenzae b tipus, Neisseria meningitidis A,C, W-135,

Y tipusok és a Salmonella typhi ellen van forgalomban poliszacharidot tartalmazé oltéanyag.

2.1.2. Immunogenitas

Kifejlett immunrendszer{i egyénekben a poliszacharidok a B-limfocitakkal valé kozvetlen
kolcsonhatds révén indukalnak immunvélaszt [5]. A pneumococcusbdl izolalt és tisztitott
tokanyag poliszacharidokkal 1étrehozott antitestek feln6ttekben nyolc éven at is védettséget
biztositanak, de a vakcina ismételt alkalmazasa nem jelent az el6z6hoz képest fokozottabb
antitest képzddést. Két évnél fiatalabb csecsemdknél a B-sejtek még nem elég fejlettek a nem
protein tipusti anyagok elleni immunvalasz kialakitdsara. Ezt bizonyitjdk a Haemophilus in-
fluenzae b elleni vakcinaprogram sordn észlelt megfigyelések is. E fert6zés csecsembkben
és kisgyermekekben agyhartyagyulladdst okoz, a betegség ritkdn fordul el kéthénaposnal
tiatalabb csecsem8kben, a megbetegedés gyakorisaga hdromhoénapos kortél kezdve foko-
z6dik, tiz hénapos korban tet6z8dik, majd fokozatosan csokken. A fert6zés gyakorisdga
Osszefiiggésben van a véraramban 1évé immunoglobulin G (IgG) antitestek mennyiségével.

A csecsemd az anyatol orokolt véds IgG antitestjeinek szintje hdromhoénapos korra a védo-
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képesség biztositdsahoz sziikséges kritikus érték ala csokken. Sajat védettség csak kb. 10
hénapos kor elérése utdn alakul ki. Robbins és munkatérsai a hetvenes években feltételez-
ték, hogy a vér IgG antitestjei mennyiségének aktiv immunizaciéval valé novelése e salyos
gyermek betegség megel6zéséhez vezetne [6], a tisztitott poliszacharidok azonban csecse-

mokben nem immunogének.

A szédzad elején végzett kutatdsok nyoman tudjuk, hogy haptének immunogén protei-

nekhez val6 kovalens kapcsoldsdval immunvalasz vélthato ki [7].

A konjugatokat a haptén specifikus B-sejtek atalakitjak és kozvetitik a hordozé protein-
specifikus T segitt sejtekhez. A B és T sejtek kooperativ kolcsonhatdsa eredményeképpen
keletkeznek a poliszacharid-specifikus antitestek. E folyamat sordn a B sejtekben immuno-
16giai emlékezet alakul ki, ami a konjugéattal val6 ismételt talalkozds soran az el6z6khoz ké-
pest fokozott mennyiségii antitest termelését eredményez (booster effect). Poliszacharidok
T-sejt fiiggd immunogénné valé alakitdsahoz a poliszacharid és a hordozé protein kozott

stabil kovalens kotés létrehozdasa sziikséges [2].

A Haemophilus influenza b elleni els6 konjugélt vakcinat 1987-ben vezették be, ezt ko-
vette 1990-ben a masodik generdcids valtozat. Ez utébbi mar kéthénapos kortdl képes a

védettséget biztosit6 poliszacharid-specifikus antitestek indukdalaséra.

2.1.3. Lipopoliszacharidok

Az emésztérendszer betegségeit okoz6 Gram-negativ baktériumokban a citoplazmatikus
membrant és a peptidoglikan réteget egy kiils6 membran veszi koriil amelyet komplex li-
popoliszacharidok (LPS), proteinek és foszfolipidek alkotnak (1. dbra). A lipopoliszachari-
dok harom, egymastol funkciondlisan és szerkezetileg jol elkiilonithetd szerkezeti egységbdl
éptilnek fel (2. 4bra) [8,9]. A legbels6 szerkezeti egység a Lipid A, melynek legfonto-
sabb épitéelemei a hidroxi és nem-hidroxi zsirsavak, ehhez kapcsolédik egy oligoszacha-
ridbol 4ll6 konzervativ egység melyet ritkan eléfordulé monoszacharidok heptézok, Kdo
(3-dezoxi-D-manno-okt-2-ulopiranozon sav) alkotnak. Az LPS kiils6 részét az O-specifikus
poliszacharid alkotja, ezek a poliszacharidok szabdlyos szerkezet(i periddikus polimérek (5-
40 ismétl6ds egység), melyekben az ismétlsdd egység 1-7 monoszacharidot tartalmaz. Az
O-specifikus poliszacharid valtozatossaga oly mértékii, hogy ez az egység dnmagéban kife-

jezi a baktérium szerotipusat.

Az LPS-ok vagy més néven endotoxinok er6sen mérgez6 anyagok, toxicitdsuk a Lipid

A egység eltavolitasdval megsziintethet6. Az O-specifikus poliszacharidok nem toxikusak,
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citoplazmatikus membran peptidoglikan

m

1. dbra. A Gram-negativ baktériumok sejtfaldnak szerkezete
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O-specifikus oldallanc Gyokeér  Lipid A
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2. dbra. A lipopoliszacharidok felépitése
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kis molekulastlyuk miatt emberben nem immunogének, viszont proteinekhez val6é kova-
lens kapcsolassal immunogénné alakithatéak. Kisérleti vizsgalatok kimutattak, hogy a Shi-
gella, Salmonella, Escherichia coli és Vibrio cholerae baktériumok 4ltal okozott emésztdrendszeri
fert6zések megel6zhet6k a megfelel6 baktériumbdl izolalt O-specifikus poliszacharidot tar-
talmaz6 konjugélt vakcindkkal [10]. Bar a vakcindk hatékonysaga bizonyitott a kivant im-
munogenitas szerkezeti feltételei csak részben ismertek. Kiilonos figyelmet érdemel, hogy
a baktériumok tenyésztésére alkalmazott fermentacids folyamat sordn lehetséges a bioldgiai
szennyez6dés veszélye (bakterialis, viralis vagy prionokkal torténd fert6zés). Tovabbi ne-
hézséget okoz a baktériumbdl izolélt poliszacharidok tisztitdsa (elsésorban a toxikus Lipid
A-val tortén6 szennyez6dés elkeriilése), kémiai és fizikai jellemzése, valamint immunol6-
giai standardizdldsa. Ezeknek a problémaknak a nagy része kikiiboszolhet6 lenne kémiailag

definidlt szerkezet(i oltéanyagokkal.

2.2. Oligoszacharidok szintézise

A glikokonjugatumokrol szerzett ismeretek sokasdgat jelzi a napjainkban 6ndllésulé 4j tu-
domadnyag, a glikobioldgia. E tudoményteriileten szerzett ismeretek alapjan nyilvanvaléva
valt a szénhidratok kulcsfontossdgt szerepe a bioldgiai folyamatokban [11-13] és ennek
nyomdn az oligoszacharidok szintézise ma a szénhidratkémia legintenzivebben fejl6d6 aga.
Mégis a teriilet bonyolultsdgara utal, hogy mig a fehérjék és nukleinsavak szintézise ma mér
automatdkkal megvaldsithato, az intenziv kutatémunka ellenére az oligoszacharidok el6al-
litdisdra még nem all rendelkezésre altaldnosan hasznadlhat6 médszer. Az oligoszacharid-
szintézis nehézségei a szénhidrétok szerkezetébdl adédnak: pédaul egy aminosav esetében
az oligomer lanc felépiilése szempontjdbol két funkcids csoportot kell figyelembe venni, ez-
zel szemben példaul egy hexopiranéz 6t funkcids csoporttal rendelkezik és tekintettel kell

lenni az 4j glikozidos kotés konfiguracidjara is [14].

2.2.1. Oligoszacharidok szintézisének dltalanos vonasai

Az oligoszacharidok szintézise két vagy tobb polifunkciés molekula glikozidos kotéssel tor-
tén6 Osszekapcsoldsa gy, hogy a gyf{iri mérete, a kapcsoldddés helye és az interglikozidos
kotés konfiguracidja megegyezzék a kivanttal. Ahhoz, hogy a megfelel6 szerkezet(i oli-
goszacharidot nyerjiik, a kovetkezd regio- és sztereoszelektivitasi kovetelményeknek kell

eleget tenni:

7 2z

e olyan glikozil akceptor el¢dllitdsa mely lehetdleg csak a glikozilezés helyén tartalmaz
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szabad hidroxilt, egyéb hidroxilcsoportjai megfelel6 véd6csoportokkal blokkolva van-

nak,
e anomer centrumon aktivalt glikozil donor el64llitasa,

e a glikozil donor és az akceptor lehet6leg sztereoszelektiv kapcsolasa jo

hozammal,

e a szintetizalt oligoszacharid véd6csoportjainak eltavolitdsa tgy, hogy sem az intergli-

kozidos kotések hidrolizise sem azok anomerizacidja ne kovetkezzen be.

A fenti kovetelmények koziil dltaldban a sztereoszelektiv glikozilezés a legnehezebben
megvalosithat6 feladat, kiilondsen fontos ez magasabb tagszdmdu oligoszacharidok szinté-
zisénél, ahol anomerkeveréket adé glikozilezés megoldhatatlan elvélasztasi problémakhoz
vezethet.

A létrehozand6 glikozidos kotés konfiguracidjat alapvetden két tényezd befolyasolja:
az axidlis téréllasa glikozidok kialakuldasdnak kedvezd anomer effektus és a 2-s helyzetii
csoportnak (X) a résztvevd (észter tipusi) vagy nem résztvevd (éter tipusu) jellege. A gli-
kozidos kotés és a szomszédos szén atom szubsztituensének téréllasa szerint az aldbbi f6bb

glikozid-tipusokat kiilonboztetjiik meg (3. dbra) [15]:

X X
O O O O
X OR X OR
B a B a

- 1,2-transz-glikozidok - 1,2-cisz-glikozidok

3. dbra.

1,2-transz-3-glikozidok

1,2-transz-a-glikozidok

1,2-cisz-(3-glikozidok

1,2-cisz-a-glikozidok
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Nagyon leegyszertisitve a problémat, a résztvevsé csoportok esetében fbleg 1,2-transz-
glikozidok képz&édnek, a nem résztvevs csoportok esetében 1,2-cisz és 1,2-transz glikozidok

is képzédhetnek.

A glikozilezés eredményességét a fent emlitetteken kiviil még szamos tényez6 befo-

lyasolja:

e a donor és akceptor szerkezete (pl. az anomer leval6 csoport jellege és térélldsa, a

donor és az akceptor szubsztituenseinek jellege),
e a donor és az akceptor kozotti sztérikus kolesonhatasok,
e a promotor tipusa,
e az alkalmazott hémérséklet,
e az alkalmazott olddszer,
e a koncentracio,
e a vizmentes feltételek.

A reakci6é-partnerek reaktivitdsa kulcsszerepet jatszik a glikozilezések eredményessé-
gében [12,16]. Az acilcsoportok (acetil, benzoil), kiilondsen az erés elektronszivé csoportok
(triklor-acetil) csokkentik, az elektronkiildd étercsoportok (benzil, allil) novelik a reaktivi-
tast. Az étercsoportokhoz hasonlé a glikozil szubsztituensek hatdsa is és igen er6s a dezoxi
csoportok ilyen effektusa. Az akceptor reaktivitasat illetéen megallapitottdk, hogy a pri-
mer hidroxilok nagyobb reaktivitdst mutatnak mint a szekunderek, a szekunder hidroxilok
reaktivitdsaban is van kiilonbség (pl. a glitkopiranéznal a hidroxilok reaktivitdsi sorrendje
6-OH>3-OH>2-OH>4-OH), de ez csak ritkdn elég nagy ahhoz, hogy a regioszelektivitas
biztositott legyen. Az akceptor molekuldban 1év6 szubsztituensek elektronszivo vagy elek-
tronkiildé jellege hasonlé médon befolyésolja a glikozilezendd hidroxil reaktivitdsat mint a
glikozil donorokét. Kiilonosen fontos az aglikon hidroxiljaval szomszédos csoportok tipusa.

Meghatarozo6 a glikozilezend6 hidroxil axidlis és ekvatoridlis helyzete is.

Megfelel6 védécsoport stratégia kidolgozdsa mindig kozponti kérdés volt az
oligoszacharid-szintézis torténetében, napjainkban 4j és egyre hatékonyabb médszerek ki-
dolgozasa a cél. A védbcsoportok kivélasztasandl fontos szempont, hogy a glikozilezés ko-
riilményei kozott stabilak, ugyanakkor a glikozidos kotés kialakitdsa utdn enyhe koriilmé-
nyek kozott szelektiven eltavolithatok legyenek. Az oligoszacharid szintézisekben leggyak-

rabban alkalmazott véddcsoportok az acetil- és benzoil-észterek, a benzil- és allil-éterek,
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gytris acetdlok koziil a benzilidén- és izopropilidén acetdlok. Az utébbi években a szén-
hidratkémiaban alkalmazott véd6csoportokkal illetve véddcsoport stratégiakkal foglalkozo

kittin6 6sszefoglal6 kozlemények jelentek meg [12,13,16-23].
Napjainkban di- és oligoszacharidok szintézisére leggyakrabban glikozil-halogenid, ti-

oglikozid és triklor-acetimidat donorokat alkalmaznak. Egyéb glikozil donorok specidlis
esetekben bizonyultak hasznosnak. A 1. tdbldzat a napjainkban alkalmazott legfontosabb

donorokat foglalja 6ssze [12].

2.2.2. Oligoszacharidok szintézisénél alkalmazott stratégidk

Nagyobb tagszamu oligoszacharidok szintézisére napjainkban tj és egyre hatékonyabb stra-
tégiak kertiltek kidolgozasra [24].

1. Tobb szénhidrategységbdl allo oligoszacharidok szintézisére két lehet6ség kindlko-
zik: a linedris és a blokk szintézis. Linedris (1épésenkénti) oligoszacharid-szintézis [12, 25-27]
alkalmazésakor az oligoszacharid lanc novelése egyesével torténik, ez a moédszer elsésorban
ugyanabbdl a monomerbdl felépiils, szabdlyos szerkezetti linedris oligoszacharidok szinté-
zisében haszndlatos, ahol ugyanaz a glikozil donor ismételten hasznélhaté. Blokk szinté-
zisr6l beszéliink amikor [28-30], a kisebb oligoszacharid egységeket, nagyobb molekuldkka
kapcsoljdk 0ssze, ez a moédszer bonyolultabb szerkezeti molekuldk szintézisére alkalmaz-
hat6, amikor a nehezebben megvaldsithat6 1épéseket kisebb molekuldkon végzik el, mig a
blokkok 6sszekapcsoldsdra a konnyen végrahajthato, j6 sztereoszelektivitast biztosit6 gliko-

zilezések vélaszthatok.

2. A magasabb tagszamu oligoszacharidok szintézisénél az anomer véd6csoport elta-
volitdsa és a tdvozo csoport felvitele jelentsen csokkenti a glikozilezés hozamat, ezért olyan
stratégiakat dolgoztak ki, amelyekben az egyik tipustd anomer tdvozo csoport stabil, mialatt
a masik tipustd anomer tavozoé csoportot szelektiven aktivéaljak. Lonn és munkatarsai dolgoz-
tdk ki a modszert amellyel bromid donor glikozilezési reakcidba vihet6 tioglikozid akcep-
torral, majd az igy keletkezett diszacharid tioetil csoportjat MeOTf-al aktivéltak [31,32].

A Nicolaou éltal leirt kétszintii glikozilezési stratégia 1ényege, hogy a tioglikozidok
konnyen glikozil fluoridda alakithatok és az igy nyert glikozil-fluoridot alkalmazzdk do-
norként [33]. A fentiekhez hasonléan a tioglikozidbél nyert szulfoxid donorokat is eredmé-
nyesen hasznéltak [34].

Az ortogondlis stratégia amelyet Ogawa alkalmazott el6szor a kétszint(i glikozilezés to-

vabbfejlesztett véltozata. Két kiilonb6z6 anomer védbcsoportot hasznaltak, amelyek egyi-

15



Glikozil-szulfoxidok

go
o
py)

o)
% Glikozil-halogenidek
X

P
1
_'I'I
0
w
@)

—R Glikozil-szulfonok
SR Tioglikozidok

O

O go
jun § p Junt

v&/
@) G
% Triklor-acetimidéatok SCN  Glikozil-tiocianatok
o)
I o

/
O—P
@)
% Ortoészterek

Glikozil-dialkilfoszfitok
“OR

W

Glikozil-foszforditioatok

~<
o
go
/(/)
e
m

OR
@) o 1-O-Acil-
o glikozidok .
> R Glikozil-tetrametil-

@)
O_P\
o w \ NMe,  toszfordiamidatok
NMe,
O o) 1-O-Pentenoil- @) I
w glikozidok wseR Szeleno-glikozidok
O

Izopropenil-glikozidok
Pentenil-glikozidok

‘ﬁO

Glikozil-diazirinek

@)
ﬁo
=z

pzd

v Glikalok

1. tablazat. Glikozil donorok

16



dében voltak véds és tdvozo csoportok. Példaul tioglikozid aktivalhaté anomer fluorid je-

lenlétében és forditva az anomer fluorid is aktivalhato6 tioglikozid jelenlétében [35].

3. A kemoszelektiv glikozilezési stratégia azon a megfigyelésen alapszik, hogy a C-2 ész-
terek dezaktivaljdk (disarm), mig a C-2 éterek aktivéljak (arm) az anomer centrumot [36,37].
Fraser-Reid és munkatarsai végeztek el6szor olyan kemoszelektiv glikozilezéseket amelyek-
ben donorként a 2-s helyzetben éter tipusti véddcsoportot tartalmazé pentenil glikozidot
enyhe promotorral (pl. IDCP) aktivéltdk, mialatt az akceptorként alkalmazott 2-s helyzet-
ben O-acil csoportot tartalmazé pentenil glikozid nem volt aktivalhato [38,39]. Azt is ész-
revették, hogy a gyfirfis acetdlok szintén csokkentik a pentenil glikozidok reaktivitasat és
igy sikeresen hajtottak végre kemoszelektiv glikozilezéseket benzilezett pentenil glikozil do-
nor és gyfiriis acetdllal védett pentenil glikozil akceptor alkalmazasaval [40]. Van Boom és
munkatarsai kemoszelektiv glikozilezési stratégiat dolgoztak ki tioglikozidokat alkalmazva
a kapcsolési reakciokban mig Danishefsky és munkatérsai a kemoszelektiv glikozilezéseket
glikédlokra is kiterjesztették [41-43].

4. A latens-aktiv stratégia alapja, hogy a glikozilezési koriilmények kozott stabil anomer
védbcsoportot egyszer(i kémiai atalakitdssal tdvozo csoporttd alakitottak. Pl. a "latens" p-

nitrofenil-tioglikozid nitro csoportjat N-acetilre cserélve "aktiv" tioglikozidot nyertek [44].

5. Az utébbi tiz évben fejlédott ki az oligoszacharidszintézis 4j teriilete, az intramoleku-
ldris glikozilezés, melynek lényege, hogy a donort és az akceptort mar a glikozilezési reakcio
el6tt egy hidmolekulan keresztiil kotik 6ssze. Az intramolekularis reakcidk elénye, hogy az
ilyen médon végrehajtott glikozilezések altalaban jobb regio- és sztereoszelektivitast bizto-
sitanak. Az intramolekuldris glikozilezések terén elért eredményeket szamos kozleményben
foglaltdk ossze [12,45-47].

6. Napjainkban a glikobiolégia fejlddése nyoman nagymértékben megnétt az igény a
biokémiai és biofizikai vizsgalatok sordn felhasznédlhat6 bonyolult szerkezeti oligoszacha-
ridok irdnt. A komplex szénhidratszarmazékok hatékony el6éllitasa irdnti sziikség vonta
maga utdn az utébbi tiz évben a szildrd fdzisii oligoszacharidszintézis fejlédését és a kombina-
torikus szénhidrdtkonyovtdrak megjelenését. Az oligoszacharidszintézis fent emlitett két terti-
letének fejlédése 1j védbesoportok, glikozil-donorok, promotorok és glikozilezési stratégidk
megjelenését vonta maga utan, az igy elért eredményeket szamos 9sszefoglalé munka tar-
gyalja [24,48,49].

7. Az enzimolbgia nagy aranyu fejlédése lehetévé tette [50] az oligoszacharidok en-

P4 7 2z

zimatikus tton torténd eldallitdsat. Az enzimatikus moédszerek elénye a regio- és sztereo-
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szelektiv reakciok biztositasa, a védécsoportok alkalmazasdnak elkeriilhet6sége és semleges
kozegben végrehajthat6 reakciok lehetdsége. Az enzimek altal katalizalt reakciok hatranya,
hogy bizonyos enzimek izoldlasa, tisztitdsa meglehetdsen koltséges, és nem ismert minden
1épéshez a megfeleld, preparativ szempontbol felhasznalhaté enzim. Glikoziltranszferazok
alkalmaz&sa esetén aktivalt donorokra van sziikség, amelyek el6allitdsa, illetve regeneréldsa
kiilon eljarast igényel [51].

A félszintetikus glikozilezési stratégidk olyan kombindlt médszerek amelyek segitsé-
gével a szintetikus tton nehezen el6éllithaté glikozidos kotéseket enzimatikusan hozzdk
létre és forditva [52,53]. Enzimatikus oligoszacharid szintéziseket szilard fazison is sikere-
sen alkalmaztak [48,54].

A glikozilezési reakcidkat szdmos Osszefoglalé munka részletesen targyalja [8, 12-21,
24,27,55-69].

2.23. 2-N-véd6csoportok

A természetben az amino-cukrok szamos oligo- és poliszacharid fontos alkotéelemei, pél-
daul kitin, glikokonjugdtumok, mukopoliszacharidok, vércsoport antigének, baktériumok
sejtfelszini oligoszacharid antigénjeinek felépitésében vesznek részt. Legelterjedtebbek az
N-acetil-gliik6zamin (GIcNAc) és az N-acetil-galakt6zamin (GalNAc) szarmazékok, ezért
a szintézisek nagy része is 2-N-acetil szdrmazékok el6allitasdra torekszik. Annak ellenére,
hogy az acetamido csoport (NHAc) az aminocukrok természetes alkotdeleme, a 2-N-acetil
donorok glikozilezési reakcidkban altaldban nem hasznalhat6k, mert a kapcsolasi reakciok

soran keletkezd oxazolin intermedierek viszonylag stabil rendszerek. Emiatt a 2-amino-

O intramolekularis 'e) e}
/AN"X nukleofil tamadas - -H+
HN g —
/ /
| C clz
R R R
4. gbra.

2-dezoxi cukrok glikozidjai el6allitdsanak kozponti problémdja a nitrogénatom megfelel6
védbcsoportjdnak a megtaldldsa. Az idedlis amino véd&csoport eléggé stabil és megfe-

lels reaktivitdst, sztereoszelektivitdst és magas hozamot biztosit a glikozilezési reakcié-
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ban. Tovabb4d szelektiven, enyhe reakci6 koriilmények kozott magas hozammal eltdvolit-
hat6. A 2-amino-2-dezoxi-1,2-transz-glikozidok el6éllitdsara leggyakrabban alkalmazott el-
jards a ftalimido moédszer. 1976-ban Lemieux és munkatérsai vezették be a szénhidratké-
midba [70]. Az N-ftaloil csoport nagy térkitoltésének és résztvevd jellegének tulajdonithato,
hogy az 1,2-transz-glikozidok j6 sztereoszelektivitdssal és hozammal képz6dnek. Eltavolita-
sdra szamos modszert hasznéltak, példdul sikerrel alkalmaztak: hidrazint [70,71], hidroxil-
amint [72], NaBHy-et [73], butil-amint [74], etilén-diamint [75], Merrifield-gyantdra kotott
etilén-diamint [76]. A deftaloilezések hozama valtozo6 a szénhidratszarmazékok szerkezeté-
t6l és nagysagatol fliggden, ezek mindegyike bazikus koriilményeket biztosit, ezért bazis-
érzékeny csoport jelenlétében (uronsav-észterek, O-glikopeptidek) nem alkalmazhatéak.

B. Fraser-Reid és munkatarsai altal 1995-ben bevezetett 2-N-tetraklorftaloil csoport
[77-79] szintén j6 1,2-transz sztereoszelektivitdst biztosit és esetenként jobb hozamot ér-
tek el, mint az N-ftaloillal. Eltavolitdsa enyhe koriilményeket igényel, néhdny ekvivalens
etilén-diamint szemben az N-ftaloilndl alkalmazott nagy reagens folosleggel. Az N-4,5-
diklérftaloil szdrmazékok reakciéit is tanulményoztdk, de e véd6csoport az eltdvolitdsnal

alkalmazott nagy reagens f6losleg miatt nem nyert széleskorti felhasznalast [80,81].

A szilard fazisa peptidszintézisben mér hosszt ideje hasznalt ditioszukcinoil (Dts)
funkciét 1994-ben Barany és munkatdrsai [82] valamint Meldal és munkatérsai [83] al-
kalmaztak el6szér a szénhidratkémidban amino csoport védelmére. A Dts-al védett bro-
mid és imidat donorokkal sztereoszelektiv glikozilezést hajtottak végre j6 eredménnyel,
csak (-glikozidokat nyerve. A Dts eltdvolitdsa tiolokkal (5-merkaptoetanol [82, 83], N-
metilmerkaptoacetamid [82], ditiotreit [83]) tovdbba NaBH,-el és Zn/Ac,O-AcOH-al vég-

rehajtott redukcidval is sikeres volt.

A Schmidt és munkatdrsai altal bevezetett dimetilmaloil (DMM) csoport [84] enyhe
kortilmények kozott, j6 hozammal eltavolithatd. Példdul a harom DMM csoportot tartal-
maz6 oktaszacharidbodl 73%-o0s hozammal nyerték a megfelel6 NHAc szarmazékot [85]. A
glikozilezési reakciok sordn a DMM-al védett imidat donorokat TMSOTf-al aktivaltak. A
kapcsolasi reakcidk csak (3-glikozidokat eredményeztek. Ugyancsak Schmidt és munkatar-
sai alkalmaztdk el6szor az N-tiodiglikokoil (TDG) véd&esoportot [86]. A reakcidk sordn jo
eredménnyel nyertek 1,2-transz glikozidokat. A TDG eltdvolitdsat hdrom lépésben valésitot-
tdk meg, elobb NaOMe/NaOH-al hasitottak a gytirtis imidet, majd az igy nyert vegyiiletet
BusSnH/ AIBN-el kezelték és végiil acetilezték.

A fent emlitett gyfir(is véd8csoportok mellett N-haloacetil védécsoportokat is alkal-
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maztak, az elektronvonz6 halogének hatédsara a glikozilezés sordn képz6d6 oxazolin inter-
medier jobb donor tulajdonsdgokkal rendelkezik. Példdul N-kléracetil [87], N-dikléracetil
[88], N-trikloracetil [89], N-trifluoracetil [90] funkcidkat tartalmazé glikozil-donorokat &l-
litottak el6. Kiilonosen j6 eredményeket értek el Jacquinet és munkatdrsai a 2-dezoxi-2-
trikléracetamido donorok hasznélataval [89,91-93], a trikloracetil funkci6 eltdvolitasat sem-
leges koriilmények kozott BusSnH/ AIBN-el uronsav metilészter jelenlétében is sikertilt el-
végezniiik [94,95]. Schmidt és munkatarsai alkalmaztak el6szor a résztvevd jellegti N-2,2,2-
trikloretoxikarbonil és N-acetil-N-2,2,2-trikl6retoxikarbonil [96] funkcidkat. A kapcsolasi re-
akcidkban imidat és tioetil donorokat alkalmaztak, az N-2,2,2-trikl6retoxikarbonil csoport
eltavolitdsat Zn/ecetsavval végezték. A fent emlitett kutatécsoport olyan glikozilezési re-
akcidkat is végzett, amelyekben a 2-amino funkciét N,N-diacetil csoport védte [97]. A m6d-
szer egyetlen hdtrdnya, hogy kevésbé reaktiv akceptorok alkalmazasakor a donorrél az ak-
ceptorra torténd acetil vandorlas jatszodott le. Az N-pent-4-enoil funkciét Fraser-Reid és
munkatdarsai [77,98] hasznaltak el6szor amino védbcsoportként a szénhidratkémidban. Eré-
teljesen bazikus és savas koriilmények kozott is stabil, konnyen, szelektiven eltavolithaté
semleges koriilmények kozott (I,/ THF-H,O=1:1). Hatrdnya, hogy kapcsolési reakciékban
csak glikozil-klorid donorokon alkalmazhato.

Az N,N-dibenzil funkci6 glikozilezési reakcidkban igéretes véd6csoportnak bizonyult,
alkalmazdsaval j6 hozamot és (-sztereoszelektivitast értek el, eltdvolitdsa semleges kortil-
mények kozott hidrogénezéssel tortént [99].

A 2-azido donorok hasznélata oldhat6 promotorok mellett 1,2-cisz-glikozidokat, old-
hatatlan promotorok jelenlétében 1,2-transz-glikozidokat eredményez j6 hozammal [16], a

2-azido-2-dezoxi-cukrok gazdasagos eldallitdsa viszont még napjainkban sem megoldott.

A fent emlitetteken kiviil szdmos 2-amino véddcsoportot alkalmaztak oligoszacharid

szintézisekben tobb kevesebb sikerrel, ezek koziil néhdnyat a 2. tdbldzat mutat be.

2.2.4. 2-amino-2-dezoxi-cukrok glikozidjainak szintézisében hasznalt glikozil-donorok

Napjainkban di- és oligoszacharidok szintézisére leggyakrabban glikozil-halogenid, tiogli-
kozid és triklor-acetimidat donorokat alkalmaznak. 2-amino-2-dezoxi-cukrok glikozidjai-
nak szintézisében 1,2-transz-glikozilezésre két altalanos médszer hasznalatos. Legtobb eset-
ben a donor C-2-nak amino csoportjat valamilyen reakciéban résztvevé csoport védi (pl.

oxazolin médszer, ftdlimido médszer).

A maésik médszer 2-amino-2-dezoxi-a-D-glikopiranozil halidokat hasznal donorként,
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| Védbesoport | Irodalom |
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2. tabldzat. 2-N-védbcsoportok
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ahol a 2-s amino csoportot nem résztvevd csoport védi és a glikozil-donornak oldhatat-
lan, aktiv feliiletli promotorokhoz (eziist-oxid, eziist-karbonat, eziist-szilikat [103], eziist-
zeolit [104]) torténd kotddése biztositja az 1,2-transz glikozid képzddését [105]. Ennek a
modszernek a hozama &ltaldban alacsonyabb a C-2-n résztvevd csoportot alkalmazé gliko-

zilezéseknél.

Az 1,2-cisz glikozidok szintézise kevésbé kidolgozott az oligoszacharid-szintézisben,
el6éllitasukndl két 6 kovetelménynek kell eleget tenni, el6szor a donor 2-amino csoportjat
nemrésztvevd csoportnak kell védenie (dltaldban azido funkcié), masodszor az anomer ta-
voz6 csoportnak 1,2-transz helyzettinek kell lennie a C-2 szubsztituenshez képest. Oldhat6
vagy részben oldhat6é promotorokat haszndlnak és a donorokat éltalaban in situ generdljak
nagy reaktivitdsuk miatt [106, 107]. Napjainkban di- és oligoszacharidok szintézisére leg-

gyakrabban glikozil-halogenid, tioglikozid és triklér-acetimidat donorokat alkalmaznak.

2.2.,5. Szintézisek glikozil-halogenidekbdl (Koenigs-Knorr reakci6k)

A Koenigs-Knorr reakcié egyike a legrégebben hasznalt glikozilezési médszereknek [108].
A glikozil donorként hasznélatos halogenidek reaktivitdsa a I>Br>CI>F sorrendben val-
tozik, a gyakorlatban azonban a jodidok érzékenysége és a fluoridok eltéré aktivalasa mi-
att dltaldban csak glikozil-bromidokat és kloridokat hasznélnak [15]. Promotorként az old-
hatatlan eziist (I)-oxidot vagy eziist(I)-karbondtot alkalmaztidk a legrégebbi Koenigs-Knorr
reakcidkban, majd Zemplén és munkatédrsai vezették be a higany(Il)-acetatot, Helferich
pedig az oldhat6é higany(Il)-cianidot vagy higany(Il)-cianid és higany(II)-bromid elegyét
hasznélta. Ezenkiviil higany(Il)-bromidot, higany(II)-joditot, eziist(I)-perkloratot, eziist-
imidazolatot is alkalmaztak. Napjainkban leggyakrabban hasznélt promotor az eziist(I)-

trifluormetanszulfonat.

A reakcidkat oldhatatlan promotorok esetében altaldban apolaros oldészerben, diklor-
metdan, kloroform, 1,2-dikléretdn, oldhaté promotorok hasznélatakor nitrometédn, acetonitril
oldészerekben vagy nitrometdn-benzol, nitrometan-toluol elegyekben végzik.

A glikozil-fluoridokat 1981-ben Mukaiyama és munkatdrsai alkalmaztdk el8szor
glikozil-donorként. Legf6bb elényiik egyéb glikozil-halogenidekhez képest stabilitdsuk.
A glikozil-fluoridok aktivdldsdra szamos fluorofil promotort haszndlnak, példdul: SnCl,-
AgClOy4, SnCl,-AgOTf, TMSOTI, SiF,, TiF,, SnF4, BF;-Et,O, Cp,ZrCly,-AgBF,, Cp,HICl,-
AgOT{, Tf,0, LiClO,, CposMCl,-AgClO4(M=Zr vagy Hf) [13].

A 2-acetamido glikozil-halogenidek Koenigs-Knorr reakcié koriilmények kozotti ala-
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csony reaktivitdst izoldlhaté intermedierjei az oxazolinok. Igy nagyon gyakran 6néllé
glikozil donorként is szerepelhetnek. A glikozil-halogenidekbdl vagy mds utakon (pl.
1-O-acetil szarmazékokbol) konnyen elballithaté oxazolin savas kozegben visszaalakul
oxazolinium ionnd és akceptor alkohol jelenlétében 1,2-transz-glikozidot képezhet [109]

(5. d4bra). Az oxazolinok &talakuldsat altaldban proton-( p-toluol-szulfonsavval [110],

O] ., 0 o
+H* : ' ,
R'OH OR
N “H*
O HN+ NHCOR
\\ /

o)
\
i :
R !
R = CH,, fenil, CH,CI, CH,Ph, CH,0OMe, H.

5. 4bra.

triizopropil-benzolszulfonsavval [111]), és Lewis savakkal (trimetilszilil-triflattal [112] és
vas(IIl)-kloriddal [113]) katalizaljak. A médszer egyik legt6bb elénye, hogy a 3-glikozidok
N-acetil (R=CHj;) formédban keletkeznek, igy nem kell a nitrogén véd&csoport eltdvolita-
sdnak, esetenként igen nehéz problémadjaval foglalkozni. Hatrdnya azonban az, hogy az
oxazolin 4talakitdsa er6teljes savas koriilményeket és bizonyos esetekben magas hdmérsék-
letet igényel amely a 3-glikozidos kotés anomerizécidjat és a savérzékeny védbcsoportok
lehasadédsat eredményezheti. Az oxazolin médszer mara mar teljesen kiszorulni latszik az

oligoszacharidok eldéllitdsanak gyakorlatabol.

2.2.6. Szintézisek tioglikozidokbél

A tioglikozidokban az anomer oxigént egy alkil/aril-tiocsoport helyettesiti. Elényiik mas
donorokkal szemben, hogy egyszertien el6éllithatok, véltozatos kémiai reakciok végrehaijt-
hatok rajtuk és stabilak kiilonbz6 reakcié koriilmények kozott (lasd 3. tablazat). Tiogli-

kozidok aktivéldsara a legrégibb modszer a tiofil Hg(ll)-sokat alkalmazé aktivalds, ame-
lyeket Ferrier és Van Cleve vezettek be [114,115]. 1985-ben Lonn és munkatarsai dol-
goztak ki a metil-triflattal torténd aktivalast [31], amely a tioglikozidoknak metil-triflattal
torténd alkilezésén alapszik, a reakcid kozbeesd terméke a nagy reaktivitast szulfonium

csoportot tartalmazd szdrmazék (6. dabra). 2-Ftalimido-tioetil-glikozid metil-triflattal
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tortént aktivalasa eredményeként Lonn és munkatérsai j6 hozamokat (70-80%) értek el
tetra- és heptaszacharid szinten is [31,32]. A Fiigedi és Garegg 4ltal kifejlesztett DMTST
[dimetil(metiltio)szulfonium-triflat] reagens kikiiszoboli az el6z6 mdédszer szdmos hatra-
nyat és nagyon hatdsosnak bizonyult kevésbé reaktiv akceptorok esetében is [28]. Elek-

trofil reagensek mint N-brém-borostydnkésav-imid (NBS) [116] és N-jod-borostydnkdsav-
imid (NIS) [39,117] és trifluormetdn-szulfonsav kombindciéval szintén nagyon j6 eredmé-
nyeket értek el 2-dezoxi-2-ftadlimido-tioglikozidok aktivéldsaval. Ezekben a reakcidkban in
situ glikozil-halogenid general6dik amely a jelenlévd akceptorral képezi a megfeleld gliko-
zidot. Més egy vagy tobbkomponensti promotort is sikerrel alkalmaztak tioglikozid dono-
rok aktivaldsara, példaul: nitrozil-tetrafluoroborat [131, 132], fenilszelenil-triflat [125, 126],
réz(Il)-bromid, tetrabutil-ammoénium-bromid és AgOTf elegy [124], metilszulfenil-bromid
vagy klorid és AgOTf elegy [134], brom és AgOTf elegy [127]. Ez utébbi promotor elegy
kikiiszoboli a nagyon mérgezd metil-triflat vagy DMTST hasznélatat. Az alkil- és ariltio-
glikozidok mellett j6l ismertek a szénhidratkémidban a heterociklusos tioglikozidok, mint

példaul a benzotiazolil-tioglikozid [121] vagy piridil-tioglikozid [120].

2.2.7. Az imidat modszer

Anomer hidroxil aktivaldsdra Schmidt és munkatarsai alkalmaztak el6szor triklor-
acetimidatokat. A szabad anomer hidroxilt tartalmazé monoszacharidok bazikus kortil-
mények [K,CO3, Cs,CO3, NaH, 1,8-diazabiciklo[5,4,0Jundec-7-én(DBU)] kozott triklorace-
tonitrillel triklér-acetimiddtokat képeznek. Cs,CO;-ot vagy NaH-et haszndlva a termodina-
mikailag kedvezdbb a-glikozil triklér-acetimiddtok képzédnek, mig K,COs-al kinetikailag
kontrollalt reakcidoban a $-anomer keletkezik. A DBU hasznalata altaldban o/ elegyhez
vezet [67,137,138]. (7. abra). Az Gjabban alkalmazott MTBD bazis [139] és fazistransz-
fer katalizis [140] kizarolag a-triklor-acetimidatot eredményez. Aktivalészerként leggyak-
rabban BF;-Et,O-ot vagy TMSOTf-ot haszndlnak, de ismeretesek AgOTf [141], LiClO, [142],
LiOTf [143] és TBDMSOTT [144] katalizatorokat alkalmaz6é moédszerek is. A glikozilezési

reakcidkat diklérmetédn, diklérmetdn-hexan, dietiléter, acetonitril old6szerekben végzik, al-
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Aktivator SR | Hivatkozas |
HgSO, SPh [114]
HgCl, SEt, SPh [114,118]

PhHgOTF SPh [119]

Hg(OBz), SPh [115]

Hg(NOs3), SPy [120]

N
S/

Cu(OTH), {S:© [121]
PA(ClO,)s SPy [122,123]

CuBr,/BusNBr/AgOTf SMe, SEt [124]
PhSeOTf SMe [125,126]

AgOTf/Br, SEt [127]

NBS SPh [116]
NIS/TfOH SMe, SEt, SPh | [39,117]
IDCP SEt [41,128]

i SMe [129]

PhIO/T£,O SMe [130]

NOBF, SMe [131,132]
Mel SPy [133]
MeOTF SEt [31]
MeSOTf SMe, SEt, SPh [134]
DMTST SMe, SEt, SPh [28]
N~n
S_</N/ i
AgOTf Ph [135]
(BrPh)3NSbClg SEt, SPh [58,136]

3. tablazat. Tioglikozidok aktivdldsanak lehet6ségei
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taldban alacsony hémérsékleten (-80 °C-t6] szobahémérsékletig).

A7i atalizator )
OH bazis 0 ccl, OR
R R W/ R
NH
7. 4bra.

A reakci6 lefolydsa nagyban fiigg a katalizatoroktdl és a donor véddcsoportjaitdl, pél-
daul figyelemremélté vondsa az imidatos glikozilezésnek, hogy nemrésztvev csoportot tar-
talmaz6 a-imidat donor és BF;-Et,O hasznalatakor az anomer centrumon konfiguracié in-
verzi6 lép fel, igy B-glikozidok képzédnek j6 hozammal és sztereoszelektivitassal [145-147].
Ezzel ellentétben er6s savakkal, pl. TMSOT{ katalizétor jelenlétében (-imidatbol kiindulva
a termodinamikailag stabilabb a-glikozid keletkezik [30,148].

Az imidatos kapcsoldsok hozamai dltaldban magasak és az oligoszacharidok j6 sztereo-
szelektivitassal képz6dnek [149,150]. Nagyon kis reaktivitast glikozil akceptor hasznélata-
kor imidat atrendez6dés vagy/és glikozil-fluorid képzddése figyelhetd meg [14,151].

B. A. Silwanis és munkatérsai 6 kiilonb6z6 standard 2-dezoxi-2-ftalimido donor reak-
tivitdsat tanulmanyoztak. A glikozilezési reakcidkban az akceptor ugyanaz volt, a donorok
szerkezete csak a levalé anomer csoportban (imidat, Cl, Br, SEt, F, OAc) kiilonbozott. A

kisérletek eredményeképpen a triklér-acetimidat donor bizonyult a legreaktivabbnak [152].
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3. Sajat vizsgalatok

3.1. A Shigella sonnei O-specifikus poliszacharidja ismétlod6 egységének
szintézise

3.1.1. Irodalmi el6zmények, célkitiizés

A shigell6zis gyakori és komoly fert6z6 betegség, amely f6leg a fejl6dd orszagokban okoz
jarvanyszerti megbetegedéseket [153]. Enyhébb formaban hasmenést, stlyosabb esetekben

vérhast okozhat, igen alacsony (kb. 100-1000 baktérium) dézisban [154].
Vilagszerte évente kb. 200 milli6 megbetegedést jegyeztek fel, amibdl kb. 650 ezer

fert6zés halalos kimenetel(i [154]. Leginkdbb az 1-4 éves kort gyermekek és rossz higiénias
kortilmények kozott él6k veszélyeztetettek. A betegség gyogyitasdra gyodgyszeres terdpiat
alkalmaznak, viszont a kezelést bonyolitja és koltségessé teszi, hogy a baktériumtorzs, egyre
tobb antibiotikumra rezisztenssé valt, ezért igazi megolddst a betegség ellen a megel6zés
jelentene. Megfelel6 véddoltast azonban még nem dolgoztak ki, annak ellenére, hogy a

WHO kiemelt fontossdgot tulajdonitott a betegség megel6zésének .

A Shigella Gram-negativ baktérium, a baktériumtorzset Kauffmann a lipopoliszacha-
rid O-specifikus oldalldncdnak felépitése alapjan négy csoportba osztotta [155]: Shigella dy-
senteriae (A csoport), Shigella flexneri (B csoport), Shigella boydii (C csoport), Shigella sonnei (D
csoport).

Robbins és munkatérsai kimutattdk, hogy a Shigella baktériumok természetes forras-
bél izolalt O-specifikus poliszacharidjai védelmet biztositanak a fert6zés ellen [153,154,156].
Ugyanez a kutatécsoport a Shigella dysenteriae elleni véd6oltas kidolgozasa sordn észlelte,
hogy a kémiai titon szintetizalt oligoszacharidok jobb immunogenitassal rendelkeznek mint

a természetes poliszacharid [157,158].

A Debreceni Egyetem Biokémiai Tanszékén célunk a Shigella sonnei 4ltal okozott fer-
t6zés elleni védboltés kifejlesztésének eldkészitése volt. Feltételezéseink szerint hatékony
oltbanyag a Shigella sonnei lipopoliszacharidja O-specifikus szénhidratldncanak természe-
tes poliszacharidjanal révidebb, 2-4 ismétl6d6 egységbdl 4ll6, oligoszacharid eldallitdsa és
hordoz6 proteinhez valé kovalens kapcsolasa ttjan allithato els. Ilyen konjugélt vakcindk
kidolgozdsahoz fontos azon szerkezeti tényez6k ismerete, amelyek az oltbanyag immuno-

genitasat befolyasoljdk, ezen szerkezeti feltételek csak részben ismertek [158,159]:

e az oligoszacharid ldnc mérete,
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a szacharid és a protein kozotti kémiai kapcsolat természete,

a konjugéalas modszere,

a szacharid és a protein kozotti tavolsag,

a szacharid és protein kozotti moélarany.

Ezen tényezbket szem el6tt tartva a Shigella sonnei O-specifikus oldalldnca ismétl6dd egy-
sége mono-, di-, tri- és tetramér oligoszacharidjanak el6allitasat ttiztiik ki célul. A kovetke-
z8kben dolgozatomban a Shigella sonnei lipopoliszacharidja O-specifikus oldallanca ismét-

16d6 egységének szintézisét ismertetem.

3.1.2. A Shigella sonnei LPS ismétl6d6 egységének szerkezete

A Shigella sonnei LPS szerkezetének felderitésében fontos szerepet jatszott az 1970-es évek-
ben a Pécsi Orvostudoményi Egyetem Kontrohr Tivadar vezette kutatdcsoportja [160]. Az
ismétl6do egység szerkezetét NMR-el Kenne és munkatérsai igazoltdk [161]. A Shigella son-
nei lipopoliszacharidjdnak O-specifikus oldalldnca két ritka monoszacharidbdl épiil fel, egy
a-kotéssel kapcsol6do 2-acetamido-2-dezoxi-L-altruronsavbdl és a 3-kotéssel kapcsol6do 2-

acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-D-galaktopiran6zbél (8. d4bra). A diszacharid pepti-

NH,
CH, o

0 0
d NHAC 0

HO

NHAC
COO-
8. dbra.

dekre jellemz6 ikerionos szerkezete, az interglikozidos kotések [a-L-(1—3) és B-D-(1—4)],
a mindkét monoszacharidban fellelhet6 2-NHACc, szokatlan szerkezetre utalnak. NMR ada-
tok bizonyitjak, hogy a természetes poliszacharidban mindkét egység esetében a *C; szék

konformaciés allapot a kedvezményezett [162,163].

72 2

3.1.3. A 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-D-galaktéz egység elallitasa

Garegg és Haraldsson [164] 1990-ben publikélta a Shigella sonnei O-specifikus poliszacha-

ridja ismétl6d6 egységének elddllitdsa céljdbol végzett kisérleteit, melyeknek eredménye-
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ként sikeresen elGallitottdk a 9. abran lathatd 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-(-D-

N,

Me
o)
OONHCOCF3
HO NHAC

9. gbra.

galakt6z szdrmazékot, azonban oldékonysagi problémak miatt nem tudtak a galaktéz egy-
séget az &ltaluk szintetizalt L-altruronsav szarmazékkal dsszekapcsolni. Lonn és munka-

tarsai [165] a-D-tridezoxi-galaktéz (10. dbra), Van Boom és munkatdrsai [166] (11. &bra)

N,

Me
)

HO
AcHN OMe

10. 4bra.

NHZ

Me
O
Y

AcO NHAC

Y = OC(=NH)CCl,
SPh
SC(=S)OEt

Z = OCOCH,Ph

11. gbra.

B-D-tridezoxi-galaktéz el6allitasdra dolgoztak ki modszereket és glikozilezési reakciokban

hasznéltdk fel az igy nyert vegyiileteket.

A célvegyiilet metil-2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopira- nozid (1)
el6éllitdsahoz kiinduldsi anyagként D-gliik6zamint (2) hasznaltam amelyen kovetkez6 &t-

alakitdsokra volt sziikség (12. abra) :

e OMe glikozid kialakitdsa a redukal6 végen,
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a C-2 helyzetben 2-acetamido-2-dezoxi funkci6 kialakitésa,

a C-3 helyzetben az OH csoport ideiglenes védése,

a C-4 helyzetben konfiguraci6 inverzié és 4-amino-4-dezoxi csoport bevezetése,

a C-6 helyzetben a 6-dezoxi funkci¢ kialakitasa.

A 2-s helyzetti amino funkcié védelmére ftaloil és tetraklérftaloil csoportokat alkal-
maztam, amelyek a késébbiekben a glikozilezési reakcidk 1,2-transz szelektivitasat biztosit-
jak majd. Az anomer helyzetben kialakitott SEt funkcié miatt az igy nyert vegyiilet donor-
ként és akceptorként is alkalmazhat6, emellett a SEt csoport lehetdséget nytjt szdmos mas

donor el6allitdsara és a bioldgiai vizsgalatoknal felhasznalt OMe glikozid szintetizaldsara is.

Fontos szempont volt a reakcidésor kidolgozasanal a véddcsoportok Osszeférhetdsé-
gének figyelembe vétele és a reakcidlépések sorrendjének pontos meghatarozasa. Az iro-
dalomban jol ismert médszer szerint [70] allitottam el6 az 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-dezoxi-2-
ftalimido-3-D-gliikopiranézt, amibdl a Spijker és van Boeckel [167,168] 4ltal kidolgozott stra-
tégiat alkalmazva négy lépésben az etil-3-O-acetil-2-dezoxi-2-ftalimido-4,6-O-izopropilidén-
1-tio-3-D-gliikopiranozidot (3) nyertem. Gyengén savas kdzegben végzett hidrolizis a 4 di-
olt eredményezte [169] (13. 4bra), amit tozil-kloriddal észteresitettem a 4,6-O-ditozil szar-
mazékot (5) 77%-os hozammal nyerve. A primér toziloxi csoportok szelektiv redukcidjara
NaBHj-et alkalmazé jol ismert médszer [165] az én esetemben a bazisérzékeny N-ftaloil
csoport jelenléte miatt nem volt célravezets. Ezért a 6-O-tozil csoportot Nal-al szelektiven
jodra cseréltem [170] a 6 vegyiiletet nyerve. Harom moddszer is alkalmasnak bizonyult a
7 6-dezoxi szarmazék el6allitdsara: a redukciét Wessel modszer szerint [171] katalitikusan
Pd/C-en, NEt; jelenlétében 86%-0s hozammal hajtottam végre, szintén j6 hozamokat értem
el Zn/ecetsavat [172] (76%) és BusSnH-et [173] (74%) alkalmazva redukalészerként. Az al-
taldban hasznélt fém hidridek mint a LiAlH, és NaBH, az N-ftaloil és a toziloxi csoport
jelenléte miatt nem voltak alkalmasak a 6-j0d szdrmazék redukcidjara. Az etil-3-O-acetil-
2,6-didezoxi-2-ftalimido-1-tio-4-O-tozil-3-D-gliikopiranozid (7) nagy mennyiségben torténd
el6allitdsara a Wessel redukciés médszerét hasznaltam a reakcidelegy feldolgozasanak egy-
szerlisége miatt. Az 7 vegyiilet ndtrium-aziddal végzett nukleofil cseréje az etil-3-O-acetil-4-
azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftdlimido-1-tio-3-D-galaktopiranozidot (8) eredményezte 60%-os ho-
zammal. Az NMR spektrum J3;4 = 3,5 Hz és |, 5 = 2 Hz csatoldsi allandéinak kis értékei
a H-3/H-4 és a H-4/H-5 protonok gauche helyzetét mutatjak és ezéltal a galakto konfigura-

ciét igazoljdk. A 8 vegyiilet dezacetilezése eredményeként nyert terméket (9) a diszacharid
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szintézisben akceptorként haszndltam fel. Bioldgiai vizsgalatokhoz az O-specifikus polisza-
charid ismétl6d6 egysége épitéelemeinek metil glikozidjara volt sziikség, ezért el6allitottam
a 8 vegyiilet metil-glikozidjat (14. 4bra). Lonn moédszerét [31] alkalmazva a tioglikozid
aktivalasara MeOTf-tal metanol jelenlétében a S-anomér konfigurdciéju metil-galaktozidot
(10) izoldltam 63%-0s hozammal, melléktermékként a megfelel6 trehal6z tipusa vegydiilet
(11) keletkezett 26%-0s hozammal. A melléktermék képzddését (BrPh);NSbCl tiofil rea-
gens [136] hasznélataval kertiiltem el. A 10 -metil-galaktozidot ebben a reakciéban 87%-o0s
hozammal izolaltam. A 10 vegyiiletet NaOMe-al dezacetileztem, az igy nyert 12 termék
glikozil-akceptorként szerepelt a diszacharidszintézisben. A 15 célvegyiiletet a 10 vegyiilet

védbcsoportjainak eltavolitasdval allitottam el6 a kovetkezSképpen:

e a 10 vegyiiletbdl etilén-diaminnal [75] eltavolitottam a ftaloil csoportot, majd Ac,O-el

piridinben acetilezve, a 13 vegyiiletet 75%-0s hozammal nyertem,

e az O-acetilcsoport vandorlas elkeriilése végett a 13 2-acetamido-4-azido szarmazékot

a redukcio el6tt dezacetileztem, igy a 14 terméket 96%-os hozammal izoldltam,

e a 14 vegyiiletet katalitikus redukcioval (H,/Pd) a metil-2-acetamido-4-amino-2,4,6-
tridezoxi-(3-D-galaktopiranozidd4 (15) alakitottam.

A 15 célvegyiilet szerkezetét a 'H és '*C NMR adatok igazoljak, a H-1/H-2 és H-2/H-3
(J12 = 8,0 Hz és |, 3 = 10,5 Hz) protonok nagy csatoldsi allandéi és a H-3/H-4 és H-4/H-5
(Js4 = 3,5 Hz és 45 = 1,5 Hz) protonok kis csatoldsi adlland6i aldtdmasztjak a piranéz gytirt
1C konformacidjat. A fent emlitett csatoldsi dllandok csak kis mértékben kiilonboznek a

természetes poliszacharidban mért értékektdl [162].

Annak ellenére, hogy a fent leirt reakciésor minden 1épésében 60% folotti hozamot

értem el, 15 vegyiiletre vonatkozo6 0sszesitett termelés nem tobb 1-2%-nal.

72 2

3.1.4. A tetraklérftilimido szarmazékok el8allitasa

A tetraklorftalimido szarmazékok el6allitasa tobb okbdl tortént:
o 2-N-tetraklorftaloil donorok igen jo 1,2-transz-sztereoszelektivitast biztositanak,
e eltavolitdsuk enyhébb koriilmények kozott lehetséges mint az N-ftaloil csoporté,

e lehetdségiink nyilt e védécsoport kémiai tulajdonsdgainak a tanulményozasara.
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Célvegyiiletem az etil-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftalimido-1-tio-3-
D-galaktopiranozid (28) és ennek metil-glikozidja volt (29). A 28 vegyiilet donorként és
a 29 vegyiilet dezacetilezés utdn akceptorként szerepelt az oligoszacharid szintézisben.
A 28 2-N-tetraklorftaloil szarmazék el6éllitasdra két utat dolgoztam ki. Egyik esetben
D-gliik6zaminbdl kiindulva, ugyanazt a reakciésort alkalmazva mint az etil-3-O-acetil-4-
azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftalimido-1-tio-3-D-galaktopiranozid (8) el6allitdsa sordn. Az iro-
dalomban jo6l ismert médszer szerint [174] D-gliik6zamin-hidrokloridot (2) vizes NaOH
jelenlétében 4-metoxi-benzaldehiddel Schiff-bazissa alakitottam, majd piridinben ecetsav-
anhidriddel acetileztem és az igy nyert vegydiiletet (16) HCl-MeOH-al kezelve 1,3,4,6-tetra-
O-acetil-2-dezoxi-2-amino--D-gliikopiran6z hidrokloridd4 (17) alakitottam (14sd 15. abrat).
Az 1,3 ,4,6-tetra-O-acetil-2-dezoxi-2-tetraklorftdlimido-3-D-glitkopiranéz (18) szintézisére a
Bert Fraser-Reid és munkatdrsai [78] altal kidolgozott médszert alkalmaztam. A 17 vegyii-
letbsl (TCP),0O-el, piridin és EtsN jelenlétében 74%-o0s hozammal nyertem a kristalyos 18
terméket. Ebbdl az ugyancsak kristdlyos 19 tioglikozidot etan-tiollal 93%-os hozammal &l-
litottam el6 BF;-Et;O-ot alkalmazva promotorként [175]. Mivel a Zemplén-dezacetilezés
az N-tetraklorftaloil csoport jelenléte miatt nem alkalmazhato, ezért a 19 vegydiiletet sa-
vas koriilmények kozott metanolban sésavval dezacetileztem. Az igy nyert 20-as vegyii-
let 4,6-O-izopropilidén acetdljat (21) 95%-os hozammal allitottam el majd a 21 vegyiilet
3-as helyzet(i hidroxil csoportjat acetileztem (22). Trifluor-ecetsavat hasznélva savkatali-
zatorként vizes diklérmetdnban végrehajtott hidrolizis [169] a 23 terméket eredményezte.
A kovetkezdkben egy olyan reakciéutat dolgoztam ki, amely hasonlé az etil-3-O-acetil-
4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftalimido-1-tio-3-D-galaktopiranozid (8) el6allitdsdhoz, de figye-
lembe vettem a tetraklérftalimido csoport bazis-érzékenységét. Ennek megfeleléen a 23
4,6-diol primér hidroxil csoportjat szelektiven 6-O-tozill4 (24) észteresitettem 1,2 ekvivalens
tozil-kloridot haszndlva, melynek eredményeként 58%-o0s hozammal izolaltam az etil-3-O-
acetil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-1-tio-6-O-tozil-3-D-gliikopiranozid (24) terméket. A 25
6-j6d szarmazékot a 6-toziloxi Nal-al torténd helyettesitési reakcidjaval nyertem, majd a
terméket hidrogén atmoszféraban katalitikusan Et;N jelenlétében redukaltam, igy a 2-N-
tetraklorftaloil-6-dezoxi (26) szarmazékot 74%-os hozammal izolaltam. A galakto konfigu-
racié6 kialakitasat 4-O-Tf (27) észteren keresztiil NaN;-al végrehajtott nukleofil szubsztitu-
ciés reakcidval probéltam elvégezni, sikerteleniil. Trimetilszilil-aziddal [176] végrehajtott
nukleofil csere sem vezetett eredményre. A masik Gt a 28 vegyiilet el6allitdsara az etil-
3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftadlimido-1-tio-3-D-galaktopiranozidbél (8) kiindulva a

2-N-ftaloil funkcié 2-N-tetraklorftaloilra valé cseréjével tortént. A 8 vegyiiletbdl kiindulva
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(16. abra) etilén-diaminnal eltdvolitottam az N-ftaloil csoportot [75], majd a nyersterméket
tetraklorftalsavanhidriddel kezeltem és acetileztem a 28 terméket 75%-0s hozammal nyerve.
Az 28 vegyiilet metil-glikozidjanak el6allitasara (BrPh);NSbCl [136] reagenst alkalmaztam,
a reakci6 eredményeként a metil-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetrakldrftalimido-3-D-
galaktopiranozidot (29) 95%-o0s hozammal izolaltam.

A 28 és 29 vegyiileteket savasan dezacetileztem, és az igy nyert 30 és 31 termékeket az

oligoszacharid-szintézisben akceptorként hasznéltam fel.

3.1.5. A diszacharidok szintézise

A természetben megtaldlhaté poliszacharidok bioszintézise (igy a Shigella sonnei O-
specifikus oldalldnca sem) nincs kozvetlen génszabdlyozds alatt, szerkezetiiket elsésorban
a szintézisiikben résztvevd enzimek hatdrozzdk meg. Ezért a Shigella sonnei O-specifikus
oldallanca ismétl6do egységének esetében lehetetlen megéllapitani melyik monoszacharid
egység az elsd. A kovetkezd szerkezetek barmelyike leirhatja a O-specifikus poliszacharid

ismétl6dd egységét:

—3)-4-NH,-2 4,6td-5-D-GalpNAc-(1—4)-2d-a-L-AltpNAcU-(1— (D)
—4)-2d-a-L-AltpNAcU-(1—3)-4-NH,-2,4,6td-3-D-GalpNAc-(1— (I

A fenti két diszacharid egység el6éllitasa volt a célom. A szintézisben a legf6bb ne-
hézséget a mindkét monoszacharid egységben jelenlévd 2-acetamido-2-dezoxi funkci6 je-
lentette. Az ilyen tipust 1,2-transz glikozidok szintézise napjainkban is egyik f6 problémaja
az oligoszacharid szintézisnek. Legfontosabb a nitrogénatom megfelel6 véd6csoportjdnak
a megtaldldsa. A 2-amino funkci6é védelmére leggyakrabban az N-ftaloil csoport haszna-
latos. Mivel irodalmi adatok szerint egyes esetekben az N-ftaloil eltavolitdsdndl problé-
mék adédhatnak, els6sorban ha a molekula tobb N-ftaloil csoportot tartalmaz [177], ezért
az N-ftaloil funkcion kiviil az N-tetraklorftaloil szdrmazékok hasznélata mellett dontottem.
Szintén problémat okozott a célvegyiiletek galakt6z egységében 1év6 szabad amino funk-
ci6 kialakitasa és az altr6z egységben megtaladlhat6 karboxil csoport megfelel védelme. Az

anomer centrumot tioglikozid, trikl6r-acetimidét és halogenid formaban aktivéaltam.

Célul ttiztem ki a diasztereomér diszacharidok szintézisét is, amelyekben az

altruronsav egység a nem természetes D-konfigurdciéban van.

A glikozilezési reakcidkban akceptorként metil-(metil-2-acetamido-3-O-benzil-2-dez-

oxi-a-L-altropiranozid)uronat (32), metil-(metil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-ftdlimido-a-L-altro-
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piranozid)uronat (33), metil-(metil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklérftdlimido-a-L-altropira-
nozid)uronat (34) és donorként metil-(4-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklorftalimido-L-
altropiranozil)uronét-triklér-acetimidat (35), metil-(4-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetra-
klérftalimido-a-L-altropiranozil)uronat-bromid (36) felhasznélt uronsavszdrmazékokat dr.
Bajza Istvan, dr. Farkas Erzsébet kollégdim bocséjtottak rendelkezésemre. A metil-(2-
dezoxi-2-azido-a-L-altropiranozid)uronat szdrmazékok elballitdsanak stratégiajat dr. Farkas

Erzsébet dolgozta ki doktori értekezésében.

3.1.6. AzIszekvencia szintézise

Az 1 szerkezetnek megfelel6 diszacharid el6allitasdra végrehajtott glikozilezési reakcidk
tanulményozédsa céljabol kiilonbdz6 2-N-ftaloil, 2-N-tetraklorftaloil és 2-NHAc donorokat
és akceptorokat haszndltam. El8szor a 2-N-tetraklorftaloillal védett 28 tioetil donor és a
34 altruronsav kapcsolasi reakcidjaval probalkoztam, NIS/TfOH promotor jelenlétében si-
kertelentil [39,117]. Ezért a 28 tioglikozidbdl kiindulva el6éllitottam a 3-O-acetil-4-azido-
2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftalimido-3-D-galaktopiranozil-triklér-acetimidéatot (38) a kovet-
kez6képpen: N-brom-szukcinimidet alkalmazva, aceton:viz = 9:1 elegyben, hidrolizissel
nyertem a 37 félacetalt (16. dbra), majd a 37 vegyiiletbél K,COs jelenlétében trikléracetonit-
rillel 4llitottam el6 a 38 1-O-triklor-acetimidétot [178], amelyet tisztitas nélkiil felhasznaltam
a kapcsolési reakciokban. A glikozilezési reakcidkban alkalmazott aktivatorokat valamint a

reakciok hozamait a 4. tdblazatban foglaltam dssze.

| Donor | Akceptor | Aktivator | Diszacharid | Hozam (%) |

38 32 TMSOTf 39 32
38 33 TMSOTf 40 89
38 34 TMSOTf 41 93
28 34 NIS/TtOH %)

4. tablazat. Az I szekvencia elbdllitdsdra alkalmazott glikozilezési reakciok eredményei

A 38 imidadot TMSOT{-tal aktivaltam. Akceptorként a kettes helyzetben NHAc (32),
NPhth (33) és NTCP (34) csoportokat tartalmazé metil-(metil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-amino-
a-L-altropiranozid)uronat szdrmazékokat hasznaltam fel. A NPhth-val és a NTCP-val vé-
dett 33 és 34 akceptorokat a 38 imidattal glikozilezve kittind 89% illetve 93%-os hozam-
mal nyertem a 40 és 41 diszacharidot (17. &bra). A 32 akceptor oldékonysagi problémak
miatt csupan 32%-0s hozammal adta a kivdnt 39-es diszacharidot [179,180]. A 40 di-

szacharid véddcsoportjainak eltdvolitdsa sem etilén-diaminnal [75], sem hidrazinnal [70]
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nem jart sikerrel. Irodalmi adatok szerint az N-tetraklérftaloil funkcié enyhe koriilmé-
nyek kozott konnyen lehasithaté etilén-diaminnal [77]. A véd&csoportok eltavolitdsanak
sorrendje az irodalomi javaslatok figyelembe vételével tortént. Els6 1épésként az uronsav
metil-észterének hidrolizisét kellett végrehajtani, mivel ellenkez6 esetben etilén-diaminnal
a metil-uronatbodl a megfelel$ amid képzédik. Az azido funkciét utolsé 1épésként redukal-
tam, a galakt6z 4-amino csoportjdnak acetilez6dése elkeriilése végett. Ezeknek figyelembe
vételével a két N-tetraklorftaloilt tartalmaz6 41 diszacharid véddcsoportjainak eltdvolitdsa a

kovetkezéképpen tortént (18. dbra):

NsMe oBzI OMe a). LiOH\MeOH
OmeoOC -
ACO%O \O b)-(NH2CH2)2

NTCP EtOH
A1 NTCP c).Ac,0\MeOH
38%
N3
Me
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42
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1. els6 1épésként a 41 uronsav metil-észtert hidrolizdltam LiOH-al [181], metanol:viz =
3:1 oldatban,
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39 | 40 | 41 42 43
H-1 4,65 1515 (4,79 | 4,70 4,8
H-2 * 1393|448 * *
H-3 4141398 | * * 3,74
H-4 398|436 | * 4,63 4,44
H-5 4,68 | 4,76 | * 4,52 4,46
COOCH; * 13,821 3,86 - -
OCH; 35213351332 | 348 3,50
NHCOCH; | 2,0 - - 11,9318 | 2,06,1,99
COCH; 1,9 | 2,1 | 2,05 - -
H-1 5301(535|539| 472 4,8
H-2' 4,53 | 4,70 | 4,71 4,1 *
H-3’ 569|587 |587 | 397 *
H-4 * 14,01 % 3,62 *
H-5 * 1387 % 3,55 3,71
H-6' 1,3 | 1,48 | 1,41 1,3 1,35

* A jelek atfedése miatt ezen kémiai eltoléddsokat nem tudtam

meghatdrozni

5. tablazat. A 39, 40, 41, 42, 43 vegyiiletek ' H kémiai eltoléddsai (ppm)

2. masodik lépésként a tetraklorftaloil csoportot 6 ekvivalens etilén-diaminnal metanol-

ban reflux h6mérsékleten lehasitottam,

3. harmadik lépésként a 2-amino csoportokat MeOH/Ac,O-el acetileztem 0° C-on . A
termékelegy tobbszoros oszlopkromatografias tisztitdst igényelt és igy 38%-os izolalt

hozammal nyertem a 42 vegyiiletet,

4. negyedik lépésként Pd(OH),/C-el hidrogén atmoszférdban etanoliecetsav =1 : 1
elegyben a galaktéz azido csoportjat aminnd redukaltam és a benzil csoportot elta-

volitottam. A 43 végterméket 51%-o0s hozammal izolaltam.

A szintetizalt diszacharidok szerkezetét 'H és '*C NMR-el bizonyitottam (5. és 6. tébla-
zat). A 39, 40, 41,42 és 43 vegyiiletek nagy [/ o csatoldsi allandéi (8,2; 8,4; 8,5; 8,6; 8,5 Hz)
bizonyitjdk a 3-glikozidos kotés jelenlétét. A csatolasi értékek alapjan a 39, 40, 42 és 43 di-
szacharidokban mind a galakt6z mind pedig az altr6z egység “C; konformdciéban taldlhato.
A 41 vegytilet kis [, 5 és |5 3 csatoldsi (2,5 és 2,5 Hz) értékei a H-1/H-2 és H-2/H-3 protonok
transz(ee) helyzetét bizonyitjdk és ennek megfelelGen az altr6z egység 'C, konformécios al-

lapotat mutatjak.
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| Csatolési alland6 értékek | 39 | 40 | 41 | 42 | 43 |

Jia 67 | 82 | 25 | 85 |88
Jos 67 |11,1] 25 | * |10
T3 30 | 20 | * | 25 |30
Jis 20 | 21 | * |20 [30
T 106 | 84 | 85 | 86 |85
T3 113112 11,0 [ 105 | *
o1 35| 37 | 40 | 25 | *
Tv s RN
T 63 | 63| 60 | 60 |66

* A jelek atfedése miatt ezen csatoldsi dllandékat nem tudtam
meghatdrozni

6. tabldzat. A 39, 40, 41, 42, 43 vegytiletek csatoldsi dllando6i (Hz)

3.1.7. Al szekvencia szintézise

A 1I szerkezetnek megfelel6 diszacharid szintézisének tanulmanyozésa céljabol szamos gli-
kozilezési reakciét hajtottam végre. Az alkalmazott donorokat, akceptorokat, reakciokortil-

ményeket, valamint a kapcsoldsi reakciok hozamait 7. tdblazatban foglaltam ossze:

] Donor \ Akceptor \ Aktivator \ Diszacharid \ Hozam (%) ‘

35 14 TMSOTS %

35 12 TMSOTf 44 69
35 31 TMSOTf 45 44
36 31 AgOTf 45 35

27 2

7. tablazat. A 1l szekvencia elbdllitdsdra alkalmazott glikozilezési reakciok eredményei

A 1II szekvencia el6éllitdsdra donorként a 2-NTCP-vel védett 35 imidatot és a 36 bro-
midot alkalmaztam, akceptorként a 2-NHAc(14), 2-NPhth(12) és 2-NTCP(31) galakt6zszar-
mazékokat hasznaltam fel. A 35 imidat donort TMSOTf-al aktivdltam (19. &bra). A
2-N-ftaloil (12) akceptor glikozilezése a 35 imidattal 69%-0s hozammal eredményezte a
44 diszacharidot. Jéval alacsonyabb hozammal(44%) nyertem a 45 diszacharidot a 2-N-
tetraklotftaloillal védett 31 akceptorral és az el6bbi donorral (35) végrehajtott kapcsolasi
reakci6 sordn. Ugyanazt a 45 diszacharidot nyertem a 36 glikozil-bromid donor és a 31
2-NTCP akceptor reakcidja sordn alacsonyabb, 35%-0s hozammal. Nem keletkezett a vart

diszacharid a 2-NHAc(14) akceptor glikozilezésekor.

Az alacsony hozamok magyardzata, valdsziniileg az uronsav donorok kis reaktivi-

tdsa [182] és az akceptor és donor kozotti sztérikus gatlas, ezt a térbeli gatlast a viszony-
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19. gbra.
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lag nagy 2-N-ftaloil és 2-N-tetraklorftaloil funkcidk jelenléte okozza [167] és valdsziniileg
ez a magyardzata annak, hogy a 2-N-ftaloilt tartalmazé akceptorral jobb eredményt sikertilt

elérnem.

A II. szekvencia véd&csoportjainak eltavolitdsa (20. dbra) az I szekvencidndl felhasz-
néalt reakciok alkalmazdsaval tortént. Elso 1épésként 44 vegyiiletet LiOH-al kezeltem, me-
tanol:viz = 3:1 oldatban, melynek kovetkeztében hidrolizis mellett C-4/C-5 ecetsav elimi-
néciot tapasztaltam a 46-os termék NMR-analizise alapjan. Irodalmi adatok szerint uronsa-
vak (-elimindci6ja mellékreakcioként konnyen bekovetkezhet a Zemplén-féle dezacetilezés
koriilményei kozott [183]. Az én esetemben a LiOH-val tortént ldgos hidrolizis hasonlé
eredményhez vezetett. Ezért az els6 1épés el6tt a S-elimindcié elkeriilése végett a 44 ve-
gytiletet savas kozegben dezacetileztem. Az igy nyert diszacharid (47) hidrolizise utén a
nyersterméket etilén-diaminnal kezeltem. A deftaloilezés sajnos sikertelen volt. Sikertelen-
nek bizonyultak a két N-tetraklorftaloil csoporttal védett 45 diszacharid véd&écsoportjainak

eltdvolitdsara végzett kisérletek is.

7 2z

A 1II. szekvencia el6éllitdsdra alkalmazott glikozilezési reakcidk alacsony hozama,
és a sikertelen deftaloilezések 1 reakciout kidolgozdsdra késztettek. Az irodalombol
ismert masik lehetéség uronsav tartalmd oligoszacharidok el6éllitdsdra a glikozilezés
utdn torténd oxidacié. A szabad hidroxil csoportokat ideiglenesen védik, végrehaijt-
jak a kapcsoldsi reakciét, majd a véddcsoport eltavolitdsa utan TEMPO-val (2,2,6,6-
tetrametil-1-piperidiniloxi) [182, 184-186] szelektiven oxiddljdk a primér hidroxil cso-
portot. A fentiek figyelembevételével a 21. dbrdn lathaté reakcidsort dolgoztam
ki: a 31 akceptor 3-OH-jat a rendelkezésemre 4all6 4,6-di-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-
2-tetraklorftalimido-a-L-altropirandz-triklor-acetimidattal (48) glikozileztem, TMSOTT je-
lenlétében 60%-0s hozammal nyerve a 49 diszacharidot. A 49 vegyiilet savas de-
zacetilezésével el6éllitottam az 50 4,6-diolt, amelyet TEMPO-val és NaOCl-tal KBr és
BusNBr jelenlétében fazistranszfer koriilmények kozott 61%-os hozammal az 51 uron-
savva oxiddltam. Az 51 vegyiiletet 6 ekvivalens etilén-diaminnal kezeltem [77], majd
a nyersterméket metanolban ecetsavanhidriddel 0°C-on N-acetileztem, melynek eredmé-
nyeképpen a metil-[2-acetamido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozil)uronsav]-(1—3)-2-
acetamido-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftalimido-3-D-galaktopiranozidot (52) 56%-os
hozammal nyertem. Végiil katalitikus hidrogénezéssel eltavolitottam az 52 vegyiiletbdl a
benzil csoportot és az azido funkciét 4-aminna redukaltam, igy az 53 végterméket 51% ho-
zammal izoldltam. Az eldéllitott 44, 45, 52 és 53 diszacharidok szerkezetének igazoldsat

NMR moédszerekkel végeztem (8. és 9. tdblazat). A nagy Ji/ o csatolési dllando6 értékek (9; 9;
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44 | 45 52 53
H-1 4,72 1 4,79 4,26 4,32
H-2 4,25 | 4,35 3,99 3,72
H-3 4,62 | 4,66 4,04 3,80
H-4 4,15 | 4,20 4,08 4,40
H-5 3,72 | 3,77 3,77 3,98
H-6 1,32 | 1,40 1,30 1,24
H-1 548 | 5,58 5,03 4,77
H-2 4,38 | 4,42 4,21 3,87
H-3' 3,96 | 3,99 3,66 3,55
H-4' 5,70 | 5,79 4,48 *
H-5' 4,66 | 4,72 4,42 *
COOCH; | 3,83 | 3,93 - -
OCH; 3,20 | 3,33 3,40 3,40
NHCOCH; | - - 11,90;1,98 | 1,90;1,93
COCH; 211 | 2,2 - -

* A jelek atfedése miatt ezen kémiai eltoléddsokat nem tudtam
meghatdrozni

8. tablazat. A 44, 45, 52, 53 vegyiiletek 6' H kémiai eltol6ddsai (ppm)

6,8; 8,6 Hz) bizonyitjak a 1,2-transz glikozidos kotés jelenlétét. A csatolasi dllandok értékei
azt mutatjak, hogy a 44, 45, 52 és 53 diszacharidokban mind a galakt6z mind pedig az altréz

egység *C; konformécidban taldlhato.

3.1.8. A diasztereomér glikozidok szintézise

A diasztereomér diszacharidok szintézise két okbdl tortént:

e arra a kérdésre kerestem a vélaszt, hogy kivalthat6-e immunvalasz a nem természetes

D-altruronsavat tartalmazo6 diszachariddal,

e a D-altr6z D-gliik6zbdl el6allithato, igy joval olcsobb mint az L-altréz és igy ezeken a

modellvegyiileteken tanulmanyozhatom szarmazékaim kémiai tulajdonsagait.

A diasztereomér diszacharidok szintéziséhez glikozil donorként a 8 galakt6z szdrmazékot,
akceptorként a dr. Bajza Istvan kollégam 4ltal rendelkezésemre bocsajtott metil-3-O-benzil-
2-dezoxi-2-ftalimido-6-O-kléracetil-o-D-altropiranozid (54) és a metil-(metil-3-O-benzil-2-
dezoxi-2-ftalimido-a-D-altropiranozid)urondtot 55 hasznaltam fel [187] (22. 4bra). A 8
tioetil donort diklérmetdnban NIS/TfOH-al aktivdltam. A kapcsoldsi reakciok soran 33%
hozammal nyertem az 56-os diszacharidot, mig a kis reaktivitasta 55 uronsav glikozilezése-

kor nem sikeriilt el64llitanom a vart diszacharidot. A 2-dezoxi-2-ftadlimido-tioetil glikozidok
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| Csatolési alland6 értékek | 44 | 45 | 52 | 53 |

J12 858581387
J23 11,0 [ 11,0 | 10,7 | 10,9
Ja.4 35|35 |33 |46
Ja5 1,510 23| 46
J5.6 60 | 60 | 64 | 67
Jir 90 | 90 | 68 | 86
J23 11,0[110] 88 | 1038
JERY 30 | 30 | 30 | 30
Jvs5 2520 ] 40 | *

* A jelek atfedése miatt ezen kémiai eltoléddsokat nem tudtam

meghatdrozni

9. tablazat. A 44, 45, 52, 53 vegyiiletek csatoldsi dllandéi (Hz)

N, NPhth
Me R 9]
O N HO
Ao SEt
C
NPhth
oBz ©OMe
8
54 R=CH,0CA
55 R=COOMe
N3
Me . NPhth
0 0
AcO O
NTCP
oBz ©OMe

8 +54 —» 56, R=CH,OCA, 33%
8+55 —P» g

22. gbra.
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sikertelen alkalmazédsa miatt tanszékiinkon egyéb 2-N-védbcsoportok és glikozil donorok
felhasznédldsanak iranydba folynak kutatasok. Jollehet a diasztereomér diszacharidok eseté-
ben kiilonbségek tapasztalhatok az irodalomban [167] a hasonlé koriilmények kozott lejat-
sz6do6 reakcidkban, az én esetemben gyakorlatilag ugyanazon eredményeket tapasztaltam

az L- és a D-altr6z szdrmazékok glikozilezési reakcidiban.

3.1.9. Immunolégiai vizsgdlatok

A rendelkezésemre 4116 metil-2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozid

(15), metil-(2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-acetamido
-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronsav (43), metil-(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)
uronsav (57), metil-(2-acetamido-4-amino-2,4,6- tridezoxi-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-

acetamido-2-dezoxi-a-D-altropiranozid)uronsav (58) vegyiiletek (23. dbra) immunolégiai

NHAC NH, NHAC
HOOC Me HOOC
(@) O @)
HO HO 0
NHAC
OH OMe OH OMe
57 58
23. gbra.

vizsgalatat a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Mikrobiol6giai Tanszékén a Kontrohr Tivadar
vezette kutatécsoport végezte. A vizsgalat a passziv hemolizis inhibici6 teszt alkalmazasa-
val tortént [188]. A médszer 1ényege, hogy Shigella sonnei antigén ellen termelt ellenanyagot
tartalmaz6 nydl immunsavoét az dltalunk szintetizalt, feltételezett antigén kiilonb6z6 kon-
centrdci6ju oldataval hoztak kolcsonhatdsba. Ezutdn Shigella sonnei LPS-al érzékenyitett
barany vorosvértest szuszpenziét adagoltak az elegyhez, végiil pedig tengeri malac komp-
lementtel idézték el6 az antigénnel reakcidba lépett vordsvértestek hemolizisét. Meghata-
roztak az 50%-o0s hemolizis gétlast el6idéz6 mono- és diszacharidok koncentracidjat. Minél
jobb antigén a géatl6 anyag anndl kisebb koncentrdciéndl gatolja a hemolizist. A vizsgalat
eredményeképpen a diszacharid 1ényegesen kisebb koncentracional idézett el 50%-os he-
molizis gatlast, mint a monoszacharidok (10. tablazat) [189]. A monoszacharidok koziil az
57 L-altruronsav szarmazék bizonyult jobb hemolizist gatl6 anyagnak. A nem természetes,
58 D-altruronsavat tartalmazé diszacharid 20%-ndl kisebb hemolizis gatlast mutatott. Ez

az eredmény azt mutatja, hogy a diszacharid antitesthez torténd illeszkedése és affinitdsa
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lényegesen kedvez8bb mint a diszacharidot felépit6 monoszacharidoké.

’ Antigén \ IK;,(mM)® ‘

43 3,9 a: TK50: 50%-o0s inhibiciés koncentracié
57 6,9 P: becsiilt mérési hiba : < 10%
15 9,8

10. tabldzat. A 43, 57, 15 szintetizalt szénhidrdtszdrmazékok azon koncentrdcidja, amellyel
50%-0s hemolizis inhibiciot értek el®.
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4. Kisérleti rész

Az olvadaspontokat Kofler késziilékkel hatdroztam meg, az értékek nem korrigaltak. Az
optikai forgatoképességet Perkin-Elmer 241 polariméterrel mérték, szobahémérsékleten. Az
NMR spektrumok felvétele Bruker WP-200 SY (*H 200 MHz, **C 50,3 MHz), Bruker AM-360
(*H 360 MHz, '3C 90,54 MHz), Bruker DRX-500 (*H 500 MHz, 3C 125,76 MHz) késziilékek-
kel tortént szobahémérsékleten, Me,Si bels6 standard alkalmazdsaval. A tomegspektrumo-
kat VG 7035 tomegspektrométerrel készitették. Az IR felvételeket Perkin-Elmer 283B spekt-
rofotométerrel készitettem. A reakcidk lefutdsat Kieselgel 60 Fis4 vékonyrétegen késziilt
kromatogrammok alapjan ellendriztem. A detektdlds UV-fényben, majd ezt kovetd kénsa-
vas lefujdssal és melegitéssel tortént. Az oszlopkromatogratids tisztitdsok sordn Kieselgel
60 (0,063-0,2 mm, Merck) adszorbenst haszndltam. A kromatografidhoz és extrakcidkhoz
hasznélt oldoszereket egyszeri desztillalassal tisztitottam. Az absz. olddszerek készitése-
kor az adott old6szert a megfelel$ szaritoszerrel egy éjszakdn 4t kevertettem, majd 1égkori
(vagy csokkentett) nyomdason desztilldltam és aktivalt molekulaszitdn, argon atmoszféraban
taroltam. Az extraktiv feldolgozdsok sordn a szerves oldatok szaritdsara izzitott MgSO,-
ot hasznaltam. A nagy felbontdst folyadékkromatografids vizsgélatokat Hewlett-Packard

1090 tipust késziiléken végezték, refraktiv index, és UV detektorokkal.

Etil-3-O-acetil-2-dezoxi-2-ftdlimido-1-tio-3-D-gliikopiranozid (4). 6,28 g (144
mmol) etil-3-O-acetil-2-dezoxi-2-ftadlimido-4,6-O-izopropilidén-1-tio-3-D-glitkopiranozidot
(3) [167] 20 ml CH5Cl,-ban oldottam és 2 ml CF3COOH-val és 0,5 ml vizzel két 6rat szo-
bahmérsékleten kevertettem. Ezutdn bepdroltam és oszlopkromatogréfidsan tisztitottam
(CH.Cl,-MeOH 95:5), 5,45 g 4 terméket nyerve 96%-0s hozammal: [a]p +5,7° (¢ 0,75 CHCly);
R; 0,3 (CHCl,-MeOH 95:5); 'H (200 MHz, CDCls); § 5,73 (t, 1 H, ]34 8,31 Hz, H-3), 5,54 (d, 1
H, J1, 11 Hz, H-1),4,3 (t, 1 H, J,5 9,2 Hz, H-2), 2,69 (m, 2 H, SCH,CH3), 1,93 (s, 3 H, CH;CO),
1,21 (t, 3 H, SCH,CHs;); 3C (90,54 MHz, CDCls); ¢ 81,0 (C-1), 78,7; 74,4 és 69,9 (C-3, C-4,
C-5), 62,3 (C-6), 53,7 (C-2), 24,4 (SCH,CH3), 20,7 (CH3CO), 14,9 (SCH2CH3). Anal. szamitott
(C1sH21O;NS): C, 54,68; H, 5,32; N, 3,54; S, 8,10. Mért: C, 54,61; H, 5,29; N, 3,43; S, 7,98.

Etil-3-O-acetil-2-dezoxi-2-ftalimido-1-tio-4,6-di-O-tozil-3-D-gliikopiranozid (5). 4,8
g 4 (12,1 mmol) piridin-CH,Cl; = 9:1-es (25 ml) oldatdhoz jeges hfités kozben 9,9 g (51,9
mmol) p-toluolszulfonil-kloridot adtam és 1 6ran at kevertettem majd 2 napot a hiit6szek-
rényben 4llni hagytam. Jeges NaHCOs-o0s vizre ontottem, CH,Cly-nal extrahdltam, 1 N-os

H,SO, oldattal, majd vizzel mostam, szdritottam, bepdroltam, a nyersterméket etanolbdl
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kristalyositottam igy nyerve az 5-0s vegydiiletet (6,58g, 77,0%): op. 160-162 °C: [a]p —7,8° (c
1,0 C;H;N); 'H (360 MHz, CDCls); § 7,20-7,83 (m, 12 H, Ph), 5,78 (dd, 1 H, J54 10,0 Hz, H-3),
544 (d,1H,],,10,8 Hz, H-1),4,66 (dd, 1 H, J» 3 8,80 Hz, H-2), 4,25 (m, 2 H, H-6),3,98 (dd, 1 H,
Ju5 6,1 Hz, H-4),3,79 (m, 1 H, J5 6. 9,5 Hz, 5.6, 2,1 Hz, H-5), 2,41 (25, 6 H, CH3CgH,), 2,54 (m,
2 H,SCH,CHj3), 1,70 (s, 3 H, CH3CO), 1,11 (t, 3 H, SCH,CH3); **C NMR (90,54 MHz, CDCl;);
4 80,07 (C-1), 75,1; 74,6 és 70,05 (C-3, C-4, C-5), 67,7 (C-6), 53,44 (C-2), 24,30 (SCH,CH3), 21,32
(CH;3CO), 20,11 (CH;3CgH,), 14,91 (SCH,CHj3). CIMS: m/z 721 [ (M+NH)]. Anal. szdmitott
(C32H33NO4;S3): C, 54,60; H, 4,72, N, 1,99; S, 13,66. Mért: C, 54,57; H, 4,61; N, 1,87; S, 13,51.

Etil-3-O-acetil-2,6-didezoxi-2-ftadlimido-6-j6d-1-tio-4-O-tozil-3-D-gliikopiranozid

(6). 610 mg (0,92 mmol) 5 szaraz n-butanonos oldatdhoz 200 mg szdraz Nal-ot (1,33 mmol)
adtam és reflux hdmérsékleten 16 6rat kevertettem. A reakcidelegyet lehfitottem, szlirtem,
beparoltam, majd CH;Cl,-ban feloldottam és 10% NayS,0Os-al és vizzel mostam, szaritottam
és bepdroltam. A nyersterméket EtOH-b6l kristalyositottam, 69%-0s hozammal nyertem a
szintelen kristdlyos (6) terméket op: 180-181°C: [a]p -17,82° (¢ 1,1 CHCl;); 'H NMR (200
MHz, CDCls); § 7,25-7,90 (m, 8 H, Ph), 5,87 (dd, 1 H, ]34 9,5 Hz, H-3), 5,53 (d, 1 H, ], » 10,5
Hz, H-1), 4,69 (t, 1 H, J.5 9,3 Hz, H-4), 4,35 (t, 1 H, ], 3 9,00 Hz, H-2), 3,64 (m, 1 H, J56. 2,8
Hz, J5 6, 8,00 Hz, H-5), 3,61 (dd, 1 H, Jsae» 11,0 Hz, H-6a), 3,18 (dd, 1 H, H-6b), 2,76 (m, 2
H, SCH,CH3), 2,43 (s, 3 H, CH3Ph), 1,71 (s, 3 H, CH3CO), 1,27 (t, 3 H, SCH,CH3); "*C NMR
(50,3 MHz, CDCl;); 4 80,69 (C-1), 78,93; 70,30, (C-3, C-4, C-5), 54,13 (C-2), 24,46 (SCH,CHy3),
21,62 (CH;CO), 20,19 (CH3Ph), 15,03 (SCH2CHs), 3,74 (C-6); CIMS: m/z 677 [ (M+NH,)*].
Anal. szamitott (Cy5Ho6INOSS,): C, 45,52, H, 3,97;1, 19,24; N, 2,12; S, 9,72. Mért: C, 45,48; H,
3,84;1,19,19; N, 2,02; S, 9,56.

Etil-3-O-acetil-2,6-didezoxi-2-ftilimido-1-tio-4-O-tozil-3-D-gliikopiranozid (7).

a). 27,4g-ot a 6-bol (41,58 mmol), 200 ml szdraz CH;Cly-al, 60g Zn porral és 20 ml
AcOH-val (99,5%) 2 6ran keresztiil er6teljesen kevertettem. Ezutan celiten atsztirtem, 5%-os
NaHCOs-al, majd vizzel mostam, szaritottam, bepdroltam és etanolbdl atkristalyositottam,
igy nyerve 16,76g (76%) 7-et: op. 122-124 °C: [a]p -3,2° (c 1,091, CHCly); 'H NMR (200 MHz,
CDCl;); 6 7,28-7,90 (m, 8 H, Ph), 5,82 (dd, 1 H, J54 9,0 Hz, H-3), 545 (d, 1 H, ], 10,5 Hz,
H-1), 4,58 (t, 1 H, ],5 9,0 Hz, H-4), 4,33 (t, 1 H, J5 10,00 Hz, H-2), 3,76 (m, 1 H, H-5), 2,66
(m, 2 H, SCH,CHy3;), 2,44 (s, 3 H, CH3Ph), 1,68 (s, 3 H, CH3CO), 1,34 (d, 3 H, H-6), 1,19 (t,
3 H, SCH,CHy3); 3C NMR (50,3 MHz, CDCl3); § 80,81 (C-1), 80,53, 74,36 és 70,70 (C-3, C-
4, C-5), 54,20 (C-2), 24,09 (SCH,CHS), 21,54 (CH;CO), 20,17 (CH;Ph), 17,96 (6-CH,), 14,78
(SCH,CHj3); CIMS: m/z 551 [ (M+NH,)*]. Anal. szédmitott (Co5H,NOgS,): C, 56,27; H, 5,09;
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N, 2,62;S,12,01. Mért: C, 56,23; H, 5,01; N, 2,52; S, 11,85.

b). 5,48 g 6 (8,31 mmol) szdraz etanolos oldatdhoz 10%-os Pd/C (3,25g)-ot és 3,25 ml
EtsN-t adtam, majd hidrogén atmoszféraban 2 6ran at er6teljesen kevertettem. A kataliza-
tort kisztirtem, etanollal mostam, a szfirletet beparoltam és etanolbdl atkristalyositottam. A

7-es terméket 86%-0s (3,79g) hozammal izolaltam.

c). 30 mg (8,31 mmol) 6-j6d szdrmazékot (6) toluolban (1 ml) BusSnH (16 x1, 59 mmol)
és katalitikus mennyiségii azo-bisz-izobutironitrillel reflux hémérsékleten 15 percet kever-
tettem. Bepdroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexan), igy nyerve 18mg (74%)

7 vegyiiletet.

Etil-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftalimido-1-tio-3-D-galaktopiranozid (8).
4,98¢g (9,34mmol) 6-dezoxi szdrmazékot (7) szdraz N,N-dimetil-formamidban (10 ml) oldot-
tam és 2,75g (42,3 mmol) natrium azidot adtam az oldathoz, majd 120°C-on 16 6rat keve-
redett, mialatt a reakcidelegy pH-jat ecetsavval semlegesen tartottam. Ezutdn lehtitottem,
CH,Cl,-nal higitottam, a sokat kisztirtem, vizzel mostam, szaritottam, bepdroltam és a ter-
méket Ac,O (10 ml)/piridinben (10 ml) vissza acetileztem (1 éjszaka, 60°C -on). Az elegyet
bepéaroltam, CH,Cl,-ban oldottam, 1 M-os H,SO,-ben, vizzel mostam, szaritottam, bepéa-
roltam, etanolbdl kristalyositottam 2,3g 8-et nyerve, 61%-0s hozammal: op. 106-108 °C: [a]p
48,8° (c 0,48 CHCl3); IR (KBr): » 2100 cm™~! (azid); *H NMR (360 MHz, CDCls); § 7,68-7,92 (m,
4H,Ph),588(dd, 1H,J;435Hz H-3),533(d,1H, ]2, 10 Hz, H-1),4,65 (t, 1 H, J5 3 10 Hz,
H-2),3,99(dd,1H, J,5 2 Hz, H-4),3,94 (m, 1 H, |5 s 6 Hz, H-5), 2,69 (m, 2 H, SCH,CH3), 1,99
(s, 3H, CH3CO), 1,41 (d, 3 H, H-6), 1,19 (t, 3 H, SCH,CH3); 1*C NMR (90,54 MHz, CDCls); §
80,61 (C-1),73,28 (C-5), 71,33 (C-3), 63,63 (C-4), 49,86 (C-2), 23,59 (SCH,CH3), 20,40 (CH3CO),
17,80 (6-CHj3), 14,70 (SCH,CHs); CIMS: m/z 379 [ M-Ny+H3) 1], 422 [ M+NH,)™]. Anal.
szamitott (C1sH20N4O5S): C, 53,45; H, 4,98; N, 13,85; S, 7,92. Mért: C, 53,40; H, 4,89; N, 13,72;
S, 7,79.

Etil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftilimido-1-tio-3-D-galaktopiranozid (9). 144 mg (0,40
mmol) 8-at 2 ml metanolban 5 mg NaOMe-al dezacetileztem. 30 perc utan ioncseréls gyan-
taval semlegesitettem (Amberlite IR 120 (H™)), sztirtem, beparoltam, CH,Cl-MeOH 98:2 el-
uenssel oszlopkromatografiaval tisztitottam 129 mg (88%) kristalyos 9 terméket nyerve: op.
129-131 °C: [a]p +10,2° (¢ 1,1 CHCl;); 'H NMR (200 MHz, CDCl); § 7,68-7,90 (m, 4 H, H Ph),
524(d,1H,]J,,10Hz, H-1),4,63 (ddd, 1 H, |5 4 4 Hz, H-3), 4,33 (t, 1 H, ], 3 10 Hz, H-2), 3,95
(dq, 1 H, Js6 6,2 Hz, H-5), 3,84 (dd, 1 H, ], 5 1,8 Hz, H-4), 2,67 (m, 2 H, SCH,CH3), 1,46 (d,
3 H, H-6), 1,21 (t, 3 H, SCH,CH3;); '*C NMR (50,3 MHz, CDCl;); ¢ 80,75 (C-1), 74,29, 69,34

55



(C-5, C-3)), 67,12 (C-4), 53,20 (C-2), 23,67 (SCH,CHs), 17,92 (6-CHs), 14,76 (SCH,CHS,). Anal.
szamitott (C1sH;sN,O4S): C, 53,04; H, 4,97; N, 15,47; S, 8,84. Mért: C, 53,20; H, 4,91; N, 15,72;
S, 8,79.

Metil-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftalimido-3-D-galaktopiranozid (10).

a). 500 mg (1,24 mmol) 8-at 5 ml szdraz CH,Cl,-ben oldottam és 3A-s por molekula-
szitaval 340 ul (4,9 mmol) szaraz metanollal 1 6rat kevertettem, ezutan (570 ul, 5,0 mmol)
MeOTf-ot csepegtettem a reakciéelegyhez. 24 6ra mulva Et;N-nal semlegesitettem (0,75
ml), sztirtem, bepdroltam, oszlopkromatogréfiaval tisztitottam (hexdn-EtOAc 7:3) 292 mg
(63,1%) metil-glikozidot 10 nyerve: [a]p -58,6° (¢ 0,3, CHCl3); R¢ 0,57; 'H (200 MHz, CDCl;);
0 7,85-8,00 (m, 4 H, H aromaés), 5,70 (dd, 1 H, J; 4 4,2 Hz, H-3), 5,19 (d, 1 H, ]1 2 9,9 Hz, H-1),
4,04 (dd, 1 H, H4), 4,01 (dd, 1 H, J» 5 11,5 Hz, H-2), 3,88 (dd, 1 H, ;6 6,1 Hz, H-5), 3,37 (s,
3 H, OCH3), 1,89 (s, 3 H, CH5CO), 1,42 (d, 3 H, H-6); 1*C NMR (50,3 MHz, CDCl3): d 98,81
(C-1), 70,58 (C-5), 69,02 (C-3), 63,35 (C-4), 56,44 ( OCH3), 51,05 (C-2), 20,28 (CH3CO), 17,28
(6-CH3); CIMS:m/z 349 [ (M-Ny+H3)™], 392 [ (M+NH,)*]. Anal. szamitott (C;7HsN,Og): C,
54,54; H, 4,81; N, 14,97. Mért: C, 54,48; H, 4,71; N, 14,77. Tovabbi elualéssal izoldltam a 11-
es mellékterméket 26%-0s hozammal (116 mg): [o]p - 120,3° (c 1,03, CHCl;); 'H (360 MHz,
CDCls); 6 7,68-7,82 (m, 4 H, Ph), 5,75 (dd, 1 H, ]34 3,9 Hz, H-3), 5,29 (d, 1 H, ], » 8 Hz, H-1),
436 (dd, 1 H, J.5 11 Hz, H-2),3,78 (dd, 1 H, J,5 1,3 Hz, H-4), 3,71 (dd, 1 H, ;s 6 Hz, H-5),
1,94 (s, 3 H, CH5CO), 1,65 (s, 1 H, NH), 0,89 (d, 3 H, H-6); '3C (90,54 MHz, CDCls); § 97,36
(C-1), 70,29, 69,10 (C-5, C-3), 62,73 (C-4), 50,89 (C-2), 20,35 (CH3CO), 16,79 (C-6); CIMS:m/z
720 [ M-Ny+H3)*]. Anal. szédmitott (C16H16N4Og): C, 53,33; H, 4,44; N, 15,55. Mért: C, 53,29;
H, 4,34; N, 15,38.

b). 940 mg (2,33 mmol) 8 szaraz acetonitriles (10 ml) oldatat 189 ul szdraz meta-
nollal és 3 A por molekulaszitaval 1 6rat kevertettem. A reakcidelegy 2,8 g (3,43 mmol)
(BrPh)sNSbClg-al elszintelenedésig keveredett (kb. 30 perc), majd sziirtem, beparoltam és

oszlopkromatogréfidval tisztitottam, 757 mg terméket (87,0%) nyertem.

Metil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftilimido-3-D-galaktopiranozid (12). 170 mg (0,454
mmol) 10 vegyiiletet 7 ml metanolban szuszpendaltam és jeges hiités kdzben 1 ml acetil-
kloridot csepegtettem az elegyhez. Két napot kevertettem, majd bepéroltam, diklor-
metdnban feloldottam és vizzel semlegesre mostam, szaritottam, beparoltam, 142 mg 12
terméket nyerve (75,5%): [a]p 2,4° (c 0,3 CHCl;); R¢ 0,3 (CH,Cly-EtOAc 95:5); 'H (360 MHz,
CDCls); 6 5,05 (d, 1 H), J1.» 8,5 Hz, H-1), 4,56 (td, 1 H, J5.0n 10 Hz; [54 4 Hz H-3), 4,21 (dd,
1-H, J53 = 11 Hz, H-2), 3,90 (qd, J5¢ = 6,5 Hz, H-5), 3,79 (dd, 1 H, J,5 1 Hz, H-4), 3,40 (s,
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3 H, OCH,), 2,62 (d, 1 H, 3-OH),1,46 (d, 3-H, H-6); 3C (90,54 MHz, CDCl,); § 99,02 (C-
1), 69,98; 68,71 (C-3,5); 66,99 (C-4) 56,51 (OCHS,), 54,37 (C-2), 17,46 (C-6). Anal. szdmitott
(C15H16N,O5): C,54,21; H 4,85; N 16,86. Mért: C,54,19; H 4,83; N 16,89.

Metil-2-acetamido-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozid (13). 146
mg (0,39 mmol) 10 2 ml szdraz etanolban, 2,5 ml etilén-diaminnal reflux hémérsékleten 1
orat keveredett. A reakcidelegyet beparoltam, tobbszor toluolt paroltam le réla és a nyers-
terméket 3 ml ecetsavanhidriddel piridinben (3 ml) acetileztem. Hat 6ra mulva feldolgoz-
tam és oszlopkromatografidgval CH,Cl,-CH30H 9:1 eluensben tisztitottam a 13-es terméket
nyerve 76%-0s hozammal (85 mg) : op 216-220 °C: [a]p -31,6° (c 0,44, DMSO); 'H NMR (200
MHz, DMSO); § 5,04 (dd, 1H, J» 3 11 Hz, J; 4, 4 Hz, H-3),4,31(d, 1 H, ], » 8,2 Hz, H-1), 4,02 (d,
1H, H-4),3,88 (m 1 H, H-5), 3,79 (m, 1 H, H-2), 3,31 (s, 3 H, OCHj3), 2,01 (s, 3 H, CH;CON),
1,78 (s, 3 H, CH3CO), 1,21 (d, 3 H, |5 6 Hz, H-6); 1*C NMR (50,3 MHz, DMSO); § 101,52
(C-1), 73,13, 68,56 (C-5, C-3), 63,08 (C-4), 56,02 (OCH3), 49,34 (C-2), 22,96 (CH3CON), 20,52
(CH3CO), 17,33 (6-CH3); CIMS:m/z 261 [ (M-Ny+H3)*], 287[ M+H)*], 304 [ (M+NH,)"].
szamitott C;; H13O5N4: C, 46,14; H, 6,33; N, 19,57. Mért: C, 46,09; H, 6,17; N, 19,43.

Metil-2-acetamido-4-azido-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozid (14). 85 mg (0,30
mmol) 13-at szdraz metanolban (3 ml) katalitikus mennyiségti NaOCH3-tal dezacetileztem,
1 6ra utdn semlegesitettem IR (120 H™) gyantédval, szlirtem, beparoltam, 70 mg (96,5% ) 14
terméket nyerve: [a]p-10,79° (c 0,77 MeOH); 'H NMR (360 MHz, MeOD); § 4,24 (d, 1 H, J1 5
8,0 Hz, H-1), 3,88, (dd, J54 3,5 Hz, H-3), 3,80 (dd, 1 H, J»5 10 Hz, H-2), 3,73 (m 1 H, H-5),
3,69(dd, 1H,J,51,5Hz, H-4), 3,41 (s, 3H, OCH3), 1,97 (s, 3 H, CH;CON), 1,31 (d, 3 H, J56
6 Hz, H-6); 13C NMR (90,54 MHz, MeOD); § 103,54 (C-1), 73,16, 70,59 (C-5, C-3), 67,54 (C-4),
57,15 (OCH3;), 53,88 (C-2), 23,04 (CH3CON), 17,62 (6-CH3); CIMS:m /z 217 [ (M-Ny+H)*], 219
[ M-N,+H3)"], 245 [ (M+H) "], 262 [ (M+NH,)*]. Anal. szamitott (CoH;cN,O,): C, 44,25; H,
6,60; N, 22,93. Mért: C, 44,19; H, 6,48; N, 22,78.

Metil-2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozid (15). 70 mg 14 sz&-
raz etanolos oldatdhoz (1 ml) 100 mg Pd/C-t (10%) adtam és hidrogén atmoszféraban szo-
bahémérsékleten 2 6rat kevertettem. A katalizdtort kiszlirtem, etanollal mostam, majd a
szlirletet bepdroltam és oszlopkromatografidval (CH,Cl,-CH3OH 6:4, Ry 0,35) tisztitottam,
40 mg (63%) 15 terméket izolalva: [a]p -8,72° (¢ 1,0 , CH30H); 'H NMR (200 MHz, CD3;0D);
54,22 (d, 1H, J1, 80Hz, H-1), 3,76 (dd, 1 H, J55 10,5 Hz, H-2), 3,71 (m 1 H, H-5), 3,61 (dd,
Js.4 3,5 Hz, H-3), 3,45 (s, 3H, OCH3), 2,85 (dd, 1 H, 45 1,5 Hz, H-4), 1,98 (s, 3 H, CH3CON),
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1,28 (d, 3 H, J5 6 Hz, H-6); 3C NMR (90,54 MHz, CD;0D); § 103,93 (C-1), 73,31 (C-3), 71,42
(C-5), 56,87 (OCHS), 55,89 (C-4), 53,63 (C-2), 22,95 (CH;CON), 17,22 (6-CHy); CIMS m/z 219
[ (M+H)™]. Anal. szamitott (CoH,sN-O,): C, 49,52; H, 8,31; N, 12,83. Mért: C, 49,46; H, 8,13;
N, 12,63.

1,3,4,6-Tetra-O-acetil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-D-gliikopiranéz (18). 23 g
1,2,4,6-tetra-O-acetil-2-amino-2-dezoxi-3-D-gliikopiran6z-hidrokloridot (17) (6 mmol) 10 ml
piridinben 0,94 ml EtsN-nal 15 percet kevertettem, ezutan két részletben adagoltam a tet-
raklorftalsavanhidridet a reakcidelegyhez, el6szor 1,088 g (3,78 mmol) majd 30 perc utdn
1,046g-ot (3,66 mmol) és 1,04 ml EtsN-t. A reakcidelegy még 45 percet keveredett szobah6-
mérsékleten majd 80 °C-on 15 percet, miutan 3,4 ml (1,24x6 mmol) ecetsavanhidriddel Gjabb
15 percet keveredett. Feldolgozaskor a reakcidelegyet beparoltam, és az anyagot CH,Cl,-
nal extrahaltam, vizzel mostam, szdritottam, bepédroltam, etanolbdl kristalyositottam 2,91
g (74%) terméket nyerve: op. 180-184" C; [a]p +70,9° (c 1,04, CHCls); 'H NMR (360 MHz,
CDCl;); 0 6,52 (d, 1 H, ], 2 8,5 Hz, H-1), 5,85 (dd, 1 H, 34 10,5 Hz, ], 3 9 Hz, H-3), 5,29 (dd,
1H, .3 10,5 Hz, H-2), 4,51 (dd, 1 H, J,5 10,5 Hz, H-4), 4,42 (dd, 1 H, J5 6. 4,5 Hz, Jsa6v 12,5
Hz, H-6a), 4,19 (dd, 1 H, J5 ¢, 2,5 Hz, H-6b), 4,04 (qd, 1 H, H-5), 2,17; 2,1, 2,09; 1,96 (4s, 4x3 H,
CH3CO); ¥*C NMR (90,54 MHz, CDCls): 89,64 (C-1), 72,63, 70,71, 67,96 (C-3, C-4, C-5), 61,42
(C-6), 54,33 (C-2), 20,78; 20,68; 20,53; 20,41 (4x CH3CO). Anal. szamitott (CyoH19CI4,NOy,): C,
42,95; H, 3,11; N, 2,27; Cl, 23,05. Mért: C, 43,01; H, 3,05; N, 2,18; Cl1,22,90.

Etil-3,4,6-tri-O-acetil-2-dezoxi-2-tetraklérftilimido-1-tio-3-D-gliikopiranozid (19).

2,45 g (3,98 mmol) 18-et 20 ml szdraz CH;Cl,-ban oldottam 0,5 ml (1,7 x 3,98 mmol) etanti-
ollal és 0,75 ml (1,5 x 3,98 mmol) BF;-Et;O-al 20 6rat keveredett. Ezutdn Et;N-nal semlege-
sitettem, CH;Cly-nal higitottam és vizzel mostam. Etanolbdl kristdlyositva 2,3 g (93%) (19)
terméket nyertem: op. 146-149 °C: [a]p +54,7° (¢ 1,01 CHCl;); '"H NMR (360 MHz, CDCl;); §
568(d,1H,J,212Hz, H-1),538(d, 1 H, J45 13,5 Hz, H-4),5,13 (t, 1 H, J5 4 2,5 Hz, H-3), 4,3
(t, 1H, Jo3 12,5 Hz, H-2), 4,24 (dd, 1 H, Je. 6 16 Hz, H-6a), 4,1 (dd, 1 H, H-6b), 3,78 (qd, 1 H,
Is.60 3 Hz, |5 64 6,5 Hz, H-5), 2,62 (m, 2 H, SCH,CH3); 2,23; 1,97, 1,84 (3s, 3x3 H, CH3CO), 1,18
(t, 3 HSCH,CHs); '3C NMR (90,54 MHz, CDCls): 80,83 (C-1), 77,36; 76,00; 68,56 (C-3,4,5),
62,18 (C-6), 54,39 (C-2), 24,48 (SCH,CH3), 20,74; 20,58; 20,49 (3x CH3CO), 14,86 (SCH,CH3).
Anal. szamitott (CooHy C1;NOS): C, 42,80; H, 3,42; N, 2,26; Cl,22,97; S, 5,19. Mért: C,42,85;
H,3,35; N, 2,21; Cl, 23,00; S, 5,05.

Etil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-1-tio-3-D-gliikopiranozid (20). 2,04 g 19-t 70 ml

58



metanolban szuszpendéltam, majd 0°C-on 10 ml acetil-kloridot csepegtettem az elegyhez,
két napot keveredett szobah6mérsékleten, majd NaOCH;-al semlegesitettem és beparoltam.
Kis mennyiséget szerkezet meghatarozas céljdbol megtisztitottam (CH,Cl,-CH3;OH 85:15; R¢
0,6): [alp +16,63° (c 0,60 CHCl;); '"H NMR (360 MHz, DMSO); § 5,51 (br s, 1 H, OH), 5,26 (d,
1H,OH),513(d, 1 H, Ji» 10.5 Hz, H-1), 4.62 (t, 1 H, OH) 4,0 (td, 1 H, J54 9 Hz, H-3), 3,83
(t, 1 H, J»5 10,5 Hz, H-2), 3,72 (ddd, 1 H, J,5 5 Hz, H-4), 3,50 (m, 1 H, H-5), 3.18-3.3 (m, 2
H, H-6) 2,6 (m, 2 H, SCH,CHj3), 1,11 (s, 3 H, SCH,CHj3); **C NMR (90,54 MHz, DMSO); §
81,66 (C-1), 79,85, 71,48, 70,21 (C-3, C-4, (C-5) 60,92 (C-6), 57,28 (C-2), 23,33 (SCH,CH3), 14,83
(SCH3CH3). Anal. szamitott (C14Hi5CLINOgS): C, 39,12; H, 3,07; N, 2,85; Cl, 28,87; S, 6,52.
Meért: : C, 39,22; H, 3,00; N, 2,80; Cl, 28,75; S, 6,67.

Etil-2-dezoxi-4,6-O-izopropilidén-2-tetraklérftalimido-1-thio-3-D-gliikopiranozid

(21). A 20 nyersterméket 50 ml dimetoxi-propanban oldottam és p-toluolszulfonsavval
a pH-jat 3-4-re allitottam. 3 nap milva a reakcidelegyet CH,Cl,-vel higitottam és 5%
NaHCOs-al és vizzel mostam, szaritottam, beparoltam, oszlopkromatogréfidval tisztitottam
(hexan-EtOAc 7:3, Ry 0,4) 1,67 g (95%) 21 terméket nyertem: [a]p +18,3° (¢ 0,70); CHCl;); 'H
NMR (360 MHz, CDCl3); 65,2 (d, 1 H, ], 2 11 Hz, H-1),4,35(dd, 1 H, ]34 9.5 Hz, H-3),4,05 (t, 1
H, J.3 11 Hz, H-2),3,9 (dd, 1 H, Je.6r 10.5 Hz, H-6a), 3,74 (t, 1 H, H-6b), 3,53 (t, 1 H, 415 9,5 Hz,
H-4),3,4(ddd, 1 H, J5 6. 5 Hz, J5 6, 10.5 Hz, H-5), 3,15 (br s, 1 H, OH), 2,59 (m, 2 H, SCH,CH3),
1,49; 1,35 (2s, 6 H, C(CH3)2), 1,12 (t, 3 H, SCH,CH3); *C NMR (90,54 MHz, CDCl3); § 99,90
(C(CHs3)2), 81,24 (C-1), 74,65, 71,35, 69,43 (C-3, C-4, C-5), 61,79 (C-6), 55,85 (C-2), 28,89; 19,09
(C(CHs3)2), 24,05 (SCH,CH3), 14,77 (SCH,CH3). Anal. szamitott (C;9oH;9CL,NOgS): C, 42,95;
H, 3,60; N, 2,63; Cl, 26,69; S, 6,03. Mért: C, 49,88; H 3,63; N, 2,65; Cl, 26,80; S 5,89.

Etil-3-O-acetil-2-dezoxi-4,6-O-izopropilidén-2-tetrakl6rftalimid o-1-tio-3-D-gliikopi-
ranozid (22). A 21 acetilezését (1,7 g, 3,2 mmol) piridinben (10 ml) ecetsavanhidriddel (10
ml) végeztem szobah&mérsékleten. 2 Ora reakci6idd utdn az elegyet jeges vizre Ontottem,
CH,Cl,-nal extrahdltam, 1 M H,SO,-el, 5%-0s NaHCOs-al, végiil vizzel mostam, szdritot-
tam, beparoltam. 1,72 g (22) terméket nyertem, 94%-os hozammal: [«a]p +21,96° (c 1,13
CHCl3); 'H NMR (360 MHz, CDCls); § 5,64 (t, 1 H, ]34 9,5 Hz, H-3), 548 (d, 1 H, ] 5 11 Hz,
H-1),4,29 (dd, 1 H, J23 9,5 Hz, H-2), 4,01 (dd, 1H, J5 6. 5,5 Hz, Jea, 11 Hz, H-6a), 3,82 (m, 2 H,
H-4,6b), 3,57 (ddd, 1 H, Js 6. 5 Hz, Js,6, 11 Hz, 15 10 Hz, H-5), 2,68 (m, 2 H, SCH,CHj), 1,93
(s,3H, CH3CO), 1,50, 1,39 (2s, 6 H, C(CH3),), 1,21 (t, 3 H, SCH,CH3); *C NMR (90,54 MHz,
CDCl3): 99,80 (C(CHs)9), 81,17(C-1), 71,82, 71,51, 71,05 (C-3, C-4, C-5), 61,92(C-6), 50,01(C-2),
28,86; 20,65 (C(CHs)2), 24,43(SCH,CH3), 18,98(CH3CO), 14,86(SCH>CH3). Anal. szdmitott
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(Cy1H2 CIUNO,S): C, 43,99; H, 3,69; N, 2,44; Cl, 24,73; S, 5,59. Mért: C, 43,97; H, 3,60.

Etil-3-O-acetil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-1-tio-3-D-gliikopiranozid (23). 1,57 g
(2,74 mmol) 22-6t 10 ml CH,Cl,-ban oldottam, 1 ml CF;COOH-al és par csepp vizzel 15
percet kevertettem, majd a reakcidelegyet beparoltam, 1,44 g (23) terméket nyerve (99%):
[a]p +19,84° (c 0,65, CHCl;); '"H NMR (360 MHz, CDCl;); 6 5,63 (dd, 1 H, J34 9,5 Hz, H-3),
551(d, 1H, Ji» 10,5 Hz, H-1),4,28 (t, 1 H, J»3 10,5 Hz, H-2), 3,65 (dt, 1 H, J5 6. ~J56,=3,5
Hz, H-5), 3,90 (dd, 1 H, Jea 6, 12 Hz, H-6a), 3,85 (t, 1 H, J,5 9,5 Hz, H-4), 3,99 (dd, 1 H,
J5.60 3,5 Hz, H-6b), 2,69 (m, 4 H, SCH,CH3;, 6-OH és 4-OH), 1,99 (s, 3 H, CH3CO), 1,22 (t, 3
H, SCH,CHj;); *C NMR (90,54 MHz, CDCl3): 80,68(C-1), 79,56, 74,29, 69,60 (C-3, C-4, C-5),
62,19(C-6), 54,42(C-2), 24,49(SCH,CH3), 20,76(CH3CO), 14,89(SCH,CH3). Anal. szamitott
(C1sH17CI4NO5S): C, 40,54; H, 3,21; N, 2,62 C1, 26,59; S, 6,01. Mért: C, 40,52; H, 3,24.

Etil-3-O-acetil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-1-tio-6-O-tozil-3-D-gliikopiranozid

(24). 1,37 g (2,58 mmol) 23-t 10 ml CH,Cly-ban és 1 ml piridinben oldottam majd 0°C-on 590
mg (3,095 mmol) p-toluolszulfonil-kloridot adagoltam a reakcidelegyhez. Két nap mulva
NaHCOs-os jeges vizre ontottem, a kivalt csapadékot CH,Cly-nal higitottam, és a szerves
tazist 1 M HySO,-el, majd vizzel mostam, szaritottam, bepédroltam. Oszlopkromatografidval
CH,Cly-aceton 95:5 eluenssel, 1,03 g (58%) 24 terméket izolaltam: [a]p +23,9° (c 1,09, CHCls);
'H NMR (360 MHz, CDCl;); § 7,8-7,3 (m, 4 H, Ph), 5,59 (dd, 1 H, J»3 10,5 Hz, 5, 9 Hz, H-
3),541(d, 1H, ], 10,5 Hz, H-1), 4,33 (br s, 2 H), 421 (t, 1 H, J,3 10,5 Hz, H-2), 3,72 (m,
2 H), 3,0 (brs, 1 H), 2,59 (m, 2 H, SCH,CHj;), 2,45 (s, 3 H, CH3Ph), 1,94 (s, 3 H, CH;CO),
1,15 (t, 3 H, SCH,CH3;); *C NMR (90,54 MHz, CDCl;): 79,72(C-1), 76,72, 73,09, 68,14 (C-
3,C-4, C-5), 67,69(C-6), 53,35(C-2), 23,37(SCH,CH3), 20,90, 19,95 (2s,6 H, CH3CO, CH3Ph),
14,09(SCH;CH3). Anal. szamitott (Cy5Has CLiNO,S,): C, 43,68; H, 3,37; N, 2,03; Cl, 20,63; S,
9,32. Mért: C, 43,70; H, 3,34.

Etil-3-O-acetil-2,6-didezoxi-6-j6d-2-tetrakl6rftalimido-1-tio-3-D-gliikopiranozid
(25). 900 mg (1,31 mmol) 24-et 10 ml szaraz 2-butanonnal és 393 mg (2,62 mmol) Nal-al reflux
hémérsékleten 16 6rat kevertettem ezutdn beparoltam CH,Cl,-ban feloldottam és 10%-o0s
Na5,0s-al majd vizzel mostam, szdritottam, bepdroltam, 813 mg (96%) terméket nyerve:
[a]lp 19,1° (¢ 0,97, CHCl3); 'H NMR (360 MHz, CDCl;); 6 5,57 (t, 1 H, ]34 9,5 Hz, H-3), 5,46
(d,1H,J,210,5Hz, H-1),4,23 (t, 1 H, ] 5 10,5 HzH-2), 3,59 (m, 2 H), 3,34 (m, 2 H), 2,95 (br s,
1H, 4-OH), 2,67 (m, 2 H, SCH,CH,), 1,92 (s, 3 H, CH5CO), 1,20 (t, 3 H, SCH,CH); '*C NMR
(90,54 MHz, CDCl3): 80,05(C-1), 78,28; 73,92; 73,31(C-3,4,5), 54,37(C-2), 24,31(SCH,CH3),
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20,75(CH3CO), 15,03(SCH,CH,), 5,75(C-6). Anal. szémitott (C1sH;sCLINOGS): C, 33,61; H,
2,50;1,19,73; N, 2,17; Cl, 22,05; S, 4,98. Mért: C, 33,59; H, 2,52.

Etil-3-O-acetil-2,6-didezoxi-2-tetrakl6rftilimido-1-tio-3-D-gliikopiranozid (26).

639 mg (0,994 mmol) 24-et 10 ml EtOAc-ban oldottam majd 1 ml Et;N-al és Pd/C-el (10%)
hidrogén atmoszféraban 4 6rat kevertettem, majd a reakcidelegyet beparoltam és oszlopkro-
matografiaval tisztitottam (CH,Cly-aceton 95:5, R¢ 0,45), 380 mg (74%) 26 terméket nyertem:
[a]p 17,25° (¢ 0,72, CHCl;); "H NMR (360 MHz, CDCl;); § 5,53 (dd, 1 H, 34 9 Hz, H-3), 5,41
(d,1H,J,2 10,5 Hz, H-1), 4,26 (t, 1 H, ], 3 10,5 Hz, H-2), 3,6 (qd, 1 H, |56 6,5 Hz, H-5), 3,43
(t, 1 H, Ju5 9 Hz, H-4), 2,66 (m, 2 H, SCH,CH3), 1,96 (s, 3 H, CH3CO), 1,39 (d, 3 H, H-6),
1,2 (t, 3 H, SCH,CH3;); "*C NMR (90,54 MHz, CDCl;): 80,19(C-1), 76,30; 74,84; 74,58(C-3,4,5),
54,63(C-2), 24,33(SCH,CH3), 20,78(CH3CO), 17,91(C-6), 14,83(SCH,CH3). Anal. szamitott
(CisHi7CLLNOgS): C, 41,79; H, 3,31; N, 2,70; Cl, 27,41; S, 6,19. Mért: C, 41,79; H, 3,30.

Etil-3-O-acetil-2,6-didezoxi-2-tetraklorftalimido-1-tio-4-O-trifluor-metidnszulfonil-
p-D-glitkkopiranozid (27). 270 mg (0,522 mmol) 26-t 2 ml szdraz CH,Cl,-ben és 0,5 ml pi-
ridinben oldottam majd 0 * C-on 513 ml (3,13 mmol) Tf,O csepegtettem az elegyhez, 1 6ra
mulva CH,Cl,-al higitottam, vizzel mostam, szdritottam, beparoltam, 320 mg (94%) 27 ter-
mék nyerve: [a]p 6,4° (¢ 1,03, CHCl3); "H NMR (360 MHz, CDCl3); 6 5,8 (dd, 1 H, J54 9,5 Hz,
H-3),543(d,1H,],210,5Hz, H-1),4,69 (t, 1H, .5 9,5Hz, H-4),4,31 (t, 1 H, ], 3 10,5 Hz, H-2),
3,86 (qd, 1 H, J56 6,5 Hz, H-5), 2,66 (m, 2 H, SCH,CH3), 1,96 (s, 3 H, CH;CO), 1,45 (d, 3 H,
H-6), 1,2 (t, 3 H, SCH,CHS3); 1*C NMR (90,54 MHz, CDCl3): 84,59(C-1), 80,83; 73,66; 70,47(C-
3,4,5), 54,99(C-2), 24,41(SCH,CH3), 20,26(CH3CO), 17,71(C-6), 14,79(SCH>CH3). Anal. sza-
mitott (C19H16CI14F3NOsS,): C,35,14; H, 248; F, 8,77, N, 2,15; Cl, 21,84; S, 9,87. Mért: C, 35,15;
H, 2,49;

Etil-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetrakl6rftalimid o-1-tio- 3-D-galaktopirano-
zid (28). 240 mg (0,593 mmol) 8-t szdraz etanolban szuszpenddltam és 1,2 ml etilén-
diaminnal reflux hémérsékleten 2 6rat kevertettem. A reakcidelegyet beparoltam, tobb-
szOr toluolt paroltam le réla, majd 5 ml piridin és 5 ml CH,Cl, elegyben oldottam és 507
mg (3x 0,593 mmol) tetraklérftadlsav-anhidriddel 2 6rat kevertettem, majd 5 ml Ac,O-el 50
‘C-on egy éjszakat keveredett. Bepdroltam és CH,Cl,-0s extrakciéval feldolgoztam majd
oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexdn-etilacetat 8:2 eluensben) 240 mg (74,6%) 28 ter-
méket nyerve: [a]p —32,69° (c 0,84 CHCl3); R 0,45 (hexéan-EtOAc 8:2); 'H NMR (360 MHz,
CDCls); 65,73 (dd, 1-H, ]34 4 Hz, H-3), 5,21 (d, 1-H, ], » 11 Hz, H-1), 4,58 (t, 1-H, ] 5 11 Hz, H-
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2),3,92(dd, 1-H, ], 5 1 Hz, H-4), 3,83 (qd, 1-H, J5 ¢ 6,5 Hz, H-5), 2,62 (m, 2-H, S CH,CHj3), 1,95
(s, 3-H, CH3CO), 1,33 (d, 3-H, H-6), 1,14 (t, 3-H, S CH,CHj;); 1*C NMR (90,54 MHz, CDCl;);
6 80,17 (C-1), 73,33, 71,18 (C-3,5), 63,47 (C-4), 50,63 (C-2); 23,66 (S CH, CH3), 20,45 (CH5CO),
17,74 (C-6), 14,67 (SCH,CH3). Anal. szamitott (C;3sH;4C1;N4O5S): C, 39,87; H, 2,97; Cl, 26,15;
N 10,33; S 5,91. Mért: C, 39,80; H, 2,92.

Metil-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-3-D-galaktopiranozid

(29). 715 mg (1,319 mmol) 28 10 ml szdraz acetonitriles oldatat 100 yl szaraz metanollal és
3A-s por molekulaszitéval 1 6rat kevertettem, majd 1,61 g (BrPh);NSbClg-et adtam hozza. A
reakcidelegyet 30 perc mulva sz{irtem, bepéroltam és oszlopkromatogréfidval tisztitottam,
640 mg 30 terméket nyerve (95%): [a]p +43,82° (2,30 CHCl;); R¢ 0,3 (hexan-EtOAc 8:2); 'H
NMR (360 MHz, CHCl3); 4 6,2 (dd, 1 H, J54 4 Hz, H-3), 5,56 (d, 1 H, ]2 8,5 Hz, H-1), 5,00
(dd, 1H, J,3 11 Hz, H-2), 4,44 (dd, 1 H, J45 1,5 Hz, H-4), 4,34 (qd, 1 H, |5 s 6,5 Hz, H-5), 3,88
(s, 3 H, OCHj;), 2,48 (s, 3 H, CH3CO), 1,88 (d, 3 H, H-6); '*C NMR (90,54 MHz, CHCl;); §
98,46 (C-1), 70,59, 69,18 (C-3,5), 63,32 (C-4), 56,50 (OCH3), 51,98 (C-2), 20,42 (CH3CO), 17,33
(C-6). Anal. szamitott (C;,H4Cl;N4Og): C, 39,87; H, 2,75, Cl, 27,69; N, 10,94. Mért: C, 39,88;
H, 2,75.

Etil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-1-tio-3-D-galaktopiranozid (30). 100
mg (0,184 mmol) 28 metanolos (5 ml) oldatdhoz acetil-kloridot (200 pl) csepegtettem je-
ges hfités kozben, majd egy nap milva a reakcidelegyet beparoltam, CH,Cl,-ben oldottam,
NaHCOj3-oldattal (5%) és vizzel mostam, szaritottam, beparoltam, végiil CH,Cl,-EtOAc 95:5
eluensben oszlopkromatografidval tisztitottam, 80 mg 29 vegydiiletet nyertem 87%-os ho-
zammal: [a]p +26,39° (¢ 6,75 CHCl;; R 0,5 (hexan-EtOAc 7:3); '"H NMR (360 MHz, CDCls);
65,09 (d, 1H, ]2 10 Hz, H-1); 4,50 (dd, 1 H, J34 Hz, H-3); 4,26 (d, 1 H, ], 3 10 Hz, H-2); 3,81
(qd, 1 H, J5 6 Hz, H-5); 3,74 (dd, 1 H, J45 1 Hz, H-4); 2,6 (m, 6 H, SCH,CH3); 1,37 (d, 3 H,
H-6); 1,13 (t, 3 H, SCH,CH3); *C NMR (90,54 MHz, CDCls); § 80,44 (C-1), 74,21, 68,86 (C-
3,5), 66,96 (C-4), 53,65 (C-2), 23,71 (SCH,CH3), 17,79 (C-6), 14,65 (SCH2CH3). Anal. szamitott
(C16H14C14N,O,4S): C, 38,42; H, 2,82; N, 11,20; C1, 28,35; S 6,41, Mért: C, 38,51; H, 2,85.

Metil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-3-D-galaktopiranozid (31). 640 mg
29-t a 30-nél leirt mdédszer szerint savasan dezacetileztem (15 ml CH3;0H, 0,6 ml AcClI) 530
mg 31 terméket nyerve oszlopkromatografidval tortént tisztitas utan (90%): [a]p -9,14° (c
0,4047 CHCly); R¢ 0,35 (hexan-EtOAc 7:3); 'H NMR (360 MHz, CDCl;); 6 492 (d,1H, J1 2 8
Hz, H-1), 4,41 (dd, 1 H, 5, 4 Hz, H-3), 4,10 (dd, 1 H, J,5 1,5 Hz, H-4), 3,81 (qd, 1 H, J54 6,5
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Hz, H-5), 3,73 (dd, 1 H, J,5 1,5 Hz, H-4), 3,4 (s, 3 H, OCH3), 1,4 (d, 3 H, H-6); 3C NMR (90,54,
MHz); § 98,70 (C-1), 70,21, 68,31, (C-3, C-4) 66,97 (C-5), 56,54 (OCH,), 55,10 (C-2), 17,40 (C-6).
Anal. szémitott (C5H;2CLIN,Os): C, 38,32; H, 2,57; N, 11,91; Cl, 30,16. Mért: C, 38,31; H,
2,59.

3-O-Acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-D-galaktopiranéz (37). 1,2 g
(2,22 mmol) 28-at aceton-viz 8:1 (50 ml)-ben oldottam és htités kozben rendre 900 mg N-
brém-szukcinimidet (5,06 mmol) adagoltam az elegyhez, majd 20 perc kevertetés uan (0
°C-on) etilacetattal (200 ml) higitottam, NaHCOg3-al és vizzel mostam, szdaritottam, 00sz-
lopkromatogréfidval tisztitottam (CH,Cly-EtOAc = 9:1) 953 mg terméket nyerve 87%-os ho-
zammal: [a]p +15,5 (c 0,30); R 0,4 (CH,Cl,-EtOAc 9:1); ! NMR (200 MHz, CDCls); 6 5,81
(dd,1H,J,3=11Hz, J54=3,5Hz, H-3),536 (t, 1 H, ]2 = J1,0u = 8,5 Hz, H-1), 4,47 (dd, 1 H,
Ji2=85Hz, J»3 =11 Hz, H-2),4,00 (d, 1 H, ]34 = 3,5 Hz, H-4),3,93 (dd, 1 H, |56 = 6,6 Hz,
H-5),3,33(d, 1 H, J1.0n = 8,5 Hz, OH), 2,03 (s, 3 H, Ac), 1,41 (d, 3 H, 56 = 6,6 Hz, H-6); 1*C
NMR (50,3 MHz, CDCls); 6 92,48 (C-1), 70,26, 69,56 (C-3, C-5), 63,14 (C-4), 53,74 (C-2), 17,41
(C-6). Anal. szamitott (C;sH;2Cl4N,Og) (498,1): C, 38,58; H, 2,42; N, 11,24; Cl, 28,47. Mért:
C,38,59; H, 2,44.

3-O-Acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-D-galaktopiranozil-trikl6r-
acetimidat (38). 140 mg (0,28 mmol) 37 szaraz CH,Cl,-os oldatdhoz (5 ml), 400 pl triklor-
acetonitrilt és 500 mg K,COs-t adtam, majd 3 6rat kevertettem szobahémérsékleten. A szer-
vetlen sokat kisztirtem, CH,Cly-val mostam majd beparoltam és tisztitas nélkiil felhasznal-

tam a kapcsoldsi reakciéban, 170 mg (94%) 38 terméket nyertem.

Metil-(3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetrakl6rftalimido-3-D-galaktopiranozil)-
(1—4)-(metil-2-acetamido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronat (39). 77 mg
(0,218 mmol) metil-(metil-2-acetamido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronat (32)
és 168 mg (0,261 mmol) 38-as imidat szdraz CH,Cl,-o0s oldatét 4 A molekulaszitaval -50 °C-
on argon atmoszférdban 30 percet kevertettem majd 0,065 ml 1M-os TMSOTf-ot (CH,Cl,-s
oldat) csepegtettem az elegyhez. 60 perc mulva a reakcidelegyet 0,009 ml Et;N-nal semle-
gesitettem, CH,Cl,-al higitottam, vizzel mostam, szaritottam, beparoltam. A nyersterméket
oszlopkromatografidval tisztitottam 48 mg (32%) 39 terméket nyerve: [a]p -85,6 ° (c 0,36
CHCls); 'H NMR (500 MHz, CDCl5):7,2-6,9 (2 m, 5 H, Ph), 5,8 (d,1 H, ], »» 8,2 Hz, H-1), 5,69
(dd, 1 H, J3.4 3,5Hz, H-3),5,3 (d, 1 H, J11» 10,6 Hz, H-1), 4,68 (d, 1 H, J45 2 Hz, H-5), 4,65
(d,1H, ], 6,7 Hz, H-1), 449 (d, 1 H, ] 12,5 Hz, PhCH,), 4,53 (dd, 1 H, ] 3 11,3 Hz, H-2'), 4,25
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(d, 1H, ] 12,5 Hz PhCH), 4,14 (dd, 1 H, J»5 6,7 Hz, H-3), 3,98 (d, 1 H, J5 4 3,01 Hz, H-4), 3,85-
3,78 (m, 6 H, H-2,4’,5', COOCHj, 6 H), 3,52 (s, 3 H, OCH,), 2,0 (s, 3 H, CH;CONH), 1,9 (s, 3
H, CH;CO), 1,37 (d, 3 H, J5.¢ 6,3 Hz, H-6"); *C NMR (90,54 MHz, CDCl;): 99,82 (C-1), 96,88
(C-1'),73,67, 73,20, 70,51, 70,44, 69,24, 60,07, 55,80 (OCHS), 52,42 (COOCHS,), 51,80, 49,48 (C-2
és 2'), 23,24 (CH,CONH), 20,40 (CH,CO), 17,33 (C-6'). Anal. szémitott (Cs3Hs3CLIN5O1,):
C,A47,54; H, 3,96. Mért: C, 47,55; H, 3,99.

Metil-(3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetrakldrftalimid o- 3-D-galaktopiranozil)-
(1—4)-(metil-2-ftalimido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronat (40). 219 mg
(0,496 mmol) metil-(metil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-ftalimido-a-L-altropiranozid)uronét akcep-
tort (33) és 383 mg (0,593 mmol) 38-as donort 2 ml szdraz CH;Cl,-ban feloldottam és 4A-o0s
darabos molekulaszitdval -50°C-on argon atmoszféraban 30 percet kevertettem, majd 0,149
ml 1 M-os TMSOTf szdraz CH,Cly-0s oldatat csepegtettem az elegyhez. 15 perc mdlva a
reakci6elegyet 0,021 ml Et;N-nal semlegesitettem CH,Cly-vel higitottam, vizzel semlegesre
mostam, szdritottam, bepédroltam. A nyersterméket oszlopkromatogréfidval tisztitottam 406
mg (89%) 40 terméket nyerve: [a]p -30,0° (¢ 1,34 CHCl3); "H NMR (500 MHz, CDCly); § 7,67-
6,81 (4m,6H,),587(dd, 1 H, J» 3 11,2 Hz 3 4 3,7 Hz, H-3'), 5,35 (d, 1 H, J1 > 8,4 Hz, H-T’),
515(d,1H, ]2 82Hz H-1),4,76 (d,1H, ],5 2,1 Hz, H-5),4,70 (dd, 2 H, J» 3 11,3 Hz, H-2'),
4,44 (d, 1H, ] 12,6 Hz, PhCH,), 4,36 (dd, 1 H, J34 = Js5 2 Hz, H-4),4,12(d, 1 H, ] 12,6 Hz,
PhCH,), 4,01 (d, 1 H, J3 « 3,8 Hz, H-4"), 3,98 (dd, 1 H, J» 3 11,1 Hz, H-3), 3,93 (dd, 1 H, ], »
8,2 Hz, H-2), 3,87 (qd, J5 ¢ 6,3 Hz, H-5"), 3,82 (s, 3 H, COOCH}3), 3,35 (s, 3 H, OCH3), 2,1 (s,
3 H, CH3CO), 148 (d, 3 H, J5 ¢ 6,4 Hz, H-6"); *C NMR (125,76 MHz, CDCl;): 99,34 (C-1),
96,54 (C-1"), 75,46 (C-4), 73,90 (C-3), 71,90 (C-3’), 71,54 (PhCH,), 70,35 (C-5), 69,13 (C-5"), 63,13
(C-4'), 55,20 (OCH3), 52,49 (COOCH3), 51,48 (C-2’), 50,78 (C-2), 20,48 (CH3CO), 17,42 (C-6).
Anal. szamitott: (C39H33C1,N5013): C, 50,83; H, 3,60. Mért: C,49,76; H, 3,64.

Metil-(3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetrakl6rftalimido- 3-D-galaktopiranozil)-
(1—4)-(metil-2-tetraklérftalimido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronat (41).
550 mg (0,95 mmol) 34 akceptort a 40-nél leirt médszerrel 38-as donorral (730 mg, 1,14 mmol)
glikozileztem 937 mg 41 terméket nyerve 93%-os hozammal: [«]p -21,3° (¢ 1,1 CHCI;); R 0,3
(hexan-EtOAc 65:35); '"H NMR (360 MHz, CDCl3); ¢ 6,8 (m, 5 H, Ph), 5,87 (dd, 1 H, Jo 3
11 Hz [y » 4 Hz, H-3"), 5,39 (d, 1 H, J11» 8,5 Hz, H-1"),4,79 (d, 1 H, ], 2,5 Hz, H-1), 4,71
(dd, 1 H, H-2"), 4,56 és 3,99 (2d, 2-H, PhCH,), 4,48 (dd, 1 H, J» 5 2,5 Hz, H-2), 3,86 (s, 3 H,
COOCH3;), 3,32 (s, 3H, OCH3), 2,05 (s, 3 H, COCH3), 1,41 (d, 1 H, J5 ¢ 6 Hz, H-6'); '3*C NMR
(90,54 MHz, CDCl3) 99,36 és 95,86 (C-1 és C-1"), 63,13(C-4"), 55,29 (OCHy3), 52,72 (COOCH3),
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51,91 és 51,56 (C-2 és C'Z’), 20,52 (CHgCO), 17,48 (C'6’) Anal. szamitott (C39H30013C18N5)
(M 1060,30) C, 44,18; H, 2,85; Mért: C, 44,17, H 2,88.

Metil-(2-acetamido-4-azido-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-acetami-
do-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronsav (42). 100 mg (0,094 mmol) 41-t 4 ml
metanol:H,O = 3:1-el és LiOH-al (100 mg) 30 percet kevertettem. A reakcidelegyet IR 120 H*
ioncseréld gyantdval semlegesitettem, sz{irtem, beparoltam. A nyersterméket 5 ml etanol-
ban feloldottam és 38 ml (0,564 mmol) etilén-diaminnal egy éjszakan 4t forraltam. Az elegyet
beparoltam, tdbbszor toluolt paroltam le réla, majd 1 ml metanolban 0°C-on 0,5 ml ecetsav-
anhidriddel acetileztem. 1 6ra mulva bepéroltam és oszlopkromatografiaval tisztitottam 20
mg (38%) 42 terméket nyerve: [a]p +12,79° (c 0,1 CH3OH); R¢ 0,4 (CH,ClL,:CH;OH:Et;N
8:1:1); 'H NMR (360 MHz, CD;0D); ¢ 7,4-7,2 (m, 5 H, Ph), 4,72 (d, 1 H, ]; » 8,6 Hz, H-1"),
470(d,1H,J,»85Hz H-1),4,69 és 4,52 (2d, 2 H, CH,Ph), 4,63 (t, 1 H, ]34 2,5 Hz, H-4), 4,52
(d,1H, J452,0Hz, H-5),4,1(dd, 1 H, ]2 8,5 Hz, J» 3 10,5 Hz, H-2’), 3,97 (dd, 1 H, ]2 3 10,5
Hz, |3 4+ 4Hz, H-3'),3,72-3,65 (m,2 H, H-2,3),3,62 (t, 1 H, J3 « = J» 5 2,5 Hz, H-4") 3,55 (bq, 1
H, H-5'),3,48 (s, 3 H, OCH3), 1,93, 1,80 (2s, 6 H, 2X NHCOCHj3), 1,3 (d, 3 H, |5 ¢ 6 Hz, H-6");
3C NMR (90,54 MHz, CD;0D); ¢ 103,3 (C-1), 101,3 (C-1'), 79,1, 78,4, 76,0, 74,1, 73,5, 70,6,
67,5, 56,8 (OCH3), 55,9, 52,2 (C-2 és C-2’), 23,1, 23,0 (NHCOCHS3), 17,7 (C-6"). Anal. szamitott
(C24H33N5040): C,52,26; H, 6,03. Mért: C, 52,22; H, 6,00.

Metil-(2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-acet-
amido-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronsav (43). 20 mg (0,036 mmol) 42 -t 2 ml etanol-
ecetsav (96%) = 1:1 elegyben feloldottam és Pd (OH),/C-el hidrogén atmoszférdban (6 atm)
4 napot kevertettem. A katalizatort kisz{irtem, metanollal mostam, a szfirletet beparoltam
és oszlopkromatogréfidval tisztitottam 8 mg 43 (51%) terméket nyerve: [a]p +15,91° (c 0,01
CH;0H); '"H NMR ( 500 MHz, CD3;0D); 6 4,8 (m, 6 H, ], » = 8,8 Hz, ] »» = 8,5 Hz, H-1, H-1'),
446 (d, 1H, J,5 =3 Hz, H-5),444 (bd, 1 H, ], 5 = 3 Hz, H-4), 3,71 (m, 1 H, H-5"), 3,74 (dd, 1
H, Js4 =3 Hz, J, 5 = 10 Hz, H-3), 3,50 (s, 3 H, OCH3), 2,06 és 1,99 (2s, 6 H, NHCOCHj3), 1,35
(d, 3H, Js¢ = 6,6 Hz, H-6"); *C NMR (125,76 MHz, CD3;0D); ¢ 102,51 (C-1"), 100,06 (C-1),
78,88 (C-5), 77,00 (C-4), 69,84, 67,96, 64,29, 56,35 (OCH3), 54,78, 52,43 (C-2 és C-2’), 17,7(C-6");
Anal. szamitott (C,7H29N301¢): C 46,89; H 6,71. Mért: C 46,88, H 6,67.

Metil-[metil-(4-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-a-L-altropirano-
zil)uronat]-(1—3)-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftadlimido-3-D-galaktopiranozid (44). 100 mg
(0,301 mmol) 12 akceptort és 200 mg (0,266 mmol) 35 donort 4A molekulaszitdval szé-
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raz CHyCly-ben (5 ml) -30 °C-on 30 percet kevertettem argon atmoszférdban, majd 5,9 xl
TMSOTH-ot csepegtettem az elegyhez 1 ml CH,Cls-ben oldva. A reakcidelegyet egy orat
kevertettem -30° C-on majd Et;N-nal semlegesitettem, sz{irtem, CH,Cl,-al higitottam viz-
zel semlegesre mostam, szaritottam, bepdroltam. A nyersterméket oszlopkromatografidval
tisztitottam 168 mg 44 (69%) terméket nyerve: [a]p -8,17° (¢ 0,65 CHCl3); "H NMR (360 MHz,
CDCls); 6 7,45-6,78 (m, 9 H, Ph), 5,7 (t, 1 H, |3+ 2,5 Hz, H-4), 548 (d, 1 H, J1 > 9 Hz, H-1'),
4,72 (d,1H, J,. 85Hz, H-1),4,66 (d, 1 H, Jy» 2 Hz, H-5"),4,62 (dd, 1 H, ], 3 11 Hz, ]34 3,5
Hz, H-3), 4,42 (d, 1 H, ] 13 Hz, PhCH,), 4,38 (dd, 1 H, Ji 2 9 Hz, J» 3 11 Hz, H-2’), 4,25 (dd,
1H,,285Hz, J.3 11 H, H-2),4,15(dd, 1 H, J,5 1,5 Hz, J34 3,5 Hz, H-4), 4,03 (d, 1 H, ] 13
Hz, PhCH.), 3,96 (dd, 1 H, J» 3 11 Hz, J3 » 3 Hz, H-3’), 3,83 (s, 3 H, COOCH3), 3,72 (qd, 5
6 Hz, H-5), 3,2 (s, 3 H, OCHj3), 2,11 (s, 3 H, CH3CO), 1,32 (d, 3 H, H-6 Hz); *C NMR (90,54
MHz, CDCls): 98,65, 97,08 (C-1 és C-1"), 77,43, 76,66, 73,97, 71,47, 70,18, 69,06, 66,79, 65,14,
56,02 (OCH3), 53,00 (COOCH3), 52,72, 51,70 (C-2 és C-27), 20,80 (CH3CO), 17,40 (C-6"). Anal.
szamitott (C39Hj33C14N50;3): C,50,83; H, 3,60. Mért: C, 50,90; H, 3,59.

Metil-[metil-(4-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-a-L-altropirano-
zil)uronat]-(1—3)-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-3-D-galaktopiranozid (45).

a). 55 mg (0,117 mmol) 31 akceptort 115 mg (0,153 mmol) 35 donorral a 44-nél leirt
modszerrel glikozileztem 55 mg (44%) 45 diszacharidot nyerve: [a]p +1,79 (c 1,06 CHCly);
'H NMR (360 MHz, CDCl;); § 7,0-6,8 (m, 5 H, Ph), 5,79 (t, 1 H, J3 » 3 Hz, H-4"),5,58 (d, 1 H,
Ji»9Hz,H-1"),4,79(d,1H, ], 85Hz, H-1),472(d, 1 H, |y 2 Hz, H-5"),4,66 (dd, 1 H, ]> 3
11 Hz, J3.4 3,5 Hz, H-3), 449 (d, 1 H, ] 13 Hz, PhCH,), 442 (dd, 1 H, Jy» 9 Hz, ] 3 11 Hz,
H-2"),435(dd, 1H, ]2, 85Hz, J,35 11 H, H-2),4,2 (dd, 1 H, J,5 1 Hz, |54 3,5 Hz, H-4), 4,05
(d, 1H, J 13 Hz, PhCH,), 3,99 (dd, 1 H, J» 3 11 Hz, ]34 3 Hz, H-3), 3,92 (s, 3 H, COOCH),
3,77 (qd, 1 H, J56 6 Hz, H-5), 3,3 (s, 3 H, OCH3), 2,2 (s, 3 H, CH;CO), 1,4 (d, 3 H, H-6); *C
NMR (90,54 MHz, CHCl;) 98,27, 96,94 (C-1 és C-1"), 74,02, 71,69, 70,54, 69,21, 66,8, 65,12,
56,08 (OCH3), 53,13 (COOCH3;), 53,06, 52,50 (C-2 és C-27), 20,89 (CH;CO), 17,43 (C-6"). Anal.
szamitott (C39H39CIsN5O;3): C, 43,80; H, 3,67. Mért: C, 44,28; H, 2,72.

b). 180 mg (0,269 mmol) 36 bromidot és 105 mg (0,223 mmol) 31 akceptort 4A por
molekulaszitdval 2,5 ml szaraz CH,Cl,-al -20°C-on 30 percet kevertettem argon atmoszfé-
rédban, majd 92 mg AgOTf oldatot csepegtettem a reakcidelegyhez (1,6 ml toluolban). 4 éra
keveredés utdn (-20° C-on) az elegyet 50 pl szdraz piridinnel semlegesitettem, CH,Cl,-vel
higitottam vizzel semlegesre mostam, szaritottam, bepdroltam. A nyersterméket oszlopkro-

matografiaval tisztitottam, 35%-0s hozammal nyerve a 45 diszacharidot.
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Metil-[(2-acetamido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-treo-hex-4,5-enopranozil)-uronsav]-
(1—3)-2-acetamido-4-azido-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozid (46). 100 mg (0,109
mmol) 44 diszacharid véd&écsoportjainak eltdvolitasat a 42-nél leirt modszerrel végeztem
és igy 25 mg (43%) 46 elimindci6s terméket nyertem: [a]p +55,91° (c 0,19 DMSO); R¢ 0,5
(CH,Cly:CH30H:Et3N 8:1:1); "H NMR (360 MHz, CD3;0D); § 7,42-7,28 (m, 5 H, Ph), 6,15 (d,
1H,Jy+4Hz, H-4);528(d,1H,]»4Hz H-1");434(d, 1H, ], »85Hz, H-1),4,17 (dd, 1
H, J» 3 8,5Hz, H-3"),4,07 (dd, 1 H, J23 11 Hz, J3 4 4 Hz, H-3),4,01-4,94 (m, 2 H), 3,81 (qd, 1 H,
Jus 1 Hz, H-5), 3,45 (s, 3 H, OCH3), 2,05, 1,93 (2s, 6 H, 2X NHCOCH3), 1,3 (d, 3 H, J5 6 6 Hz,
H-6); 3C NMR (90,54 MHz, CD3;0D): 103,35 (C-1’), 101,24 (C-1), 80,72, 71,59, 71,18, 70,42,
66,89, 57,26 (OCH3), 52,52, 51,62 (C-2 és C-2), 23,24, 22,73 2X NHCOCH3), 17,5 (C-6’). Anal.
szamitott (Cq4Hj31CL4N;5012): C,39,85; H, 4,31. Mért: C,39,77; H, 4,30.

Metil-[metil-(3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-a-L-altropiranozil)uronat]-
(1—3)-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetrakl6rftalimido-3-D-galaktopiranozid (47). 45 mg
(0,045 mmol) 44 diszacharidot metanolban (2,5 ml) acetil-kloriddal dezacetileztem a 29-nél
leirt médszerrel. 40 mg (47) terméket nyertem 93%-os hozammal: [a]p +1,79° (¢ 1,06 CHCls);
H NMR (200 MHz, CDCl;); 6 7,55-6,85 (m, 9 H, Ph), 542 (d, 1 H, J11»» 9 Hz, H-1),4,74 (d, 1
H, .2 80Hz H-1),4,71(d, 1 H, Jy» 1 Hz, H-5"),4,65 (dd, 1 H, J»5 11 Hz, |54 3,5 Hz, H-3),
4,52 (d, 1 H, ] 13 Hz, PhCH,), 4,46 (t, 1 H, J3 v = Jo»» 3 Hz, H-4"), 4,36 (dd, 1 H, J1» » 9 Hz,
J» 3 11 Hz, H-2"),4,25(dd, 1 H, ]12 8,5Hz, J,3 11 H, H-2),4,16 (dd, 1 H, J,5 1,5 Hz, J54 3,5
Hz, H-4 Hz), 4,07 (d, 1 H, | 13 Hz, PhCH,), 3,99 (dd, 1 H, J» 3 11 Hz,J3 »+ 3 Hz, H-3'), 3,90
(s, 3 H, COOCHs3), 3,8 (qd, J56 6 Hz, H-5), 3,28 (s, 3 H, OCH3), 1,4 (d, 3 H, H-6 Hz); Anal.
szamitott (C3;Hj31 Cl4N;500): C,50,52; H, 3,55. Mért: C, 50,51; H, 3,51.

Metil-(4,6-di-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetrakl6rftilimid o-o-L-altropiranozil)-
(1—3)-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftilimido-3-D-galaktopiranozid (49). 28 mg (0,98
mmol) 4,6-di-O-acetil-3- O-benzil-2-dezoxi- 2-tetraklérftdlimido- a-L-altropiranéz- triklor-
acetimidét (48) donort és 357 mg (0,76 mmol) 31 akceptort 4A molekulaszitaval szaraz
dikl6ér-metdnban (5 ml) -50 °C-on argon atmoszféraban 30 percet kevertettem, miutdn 52l
TMSOTH-t csepegtettem az elegyhez 0,50 ml szdraz CH;Cly-ben oldva. 30 perc mulva 40 1
Et;N-nal semlegesitettem a reakcidelegyet, CH,Cly-ban higitottam, vizzel semlegesre mos-
tam, szaritottam, bepdaroltam, oszlopkromatografidval tisztitottam (hexan-EtOAc 7:3), 490
mg (60%) 49 terméket nyerve: [a]p +10,38° (c 1,11 CHCl;); R; 0,4 (hexdan-EtOAc 7:3); 'H
NMR (200 MHz, CDCl3) 5,46 (d, 1 H, J1, 8 Hz, H-1),5,39 (t, 1 H, J3.4 = Ju5 = 3,1 Hz, H-4),
475 (d, 1 H, Jiy» =8,63 Hz, H-1"),4,66 (dd, 1 H, |3 = 1,7 Hz, |54 = 3,1 Hz, H-3), 3,30 (s, 3
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H, OCH,), 2,15 és 2,19 (2s, 6 H, COCHy), 1,39 (d, 3 H, J5. = 6,17 Hz, H-6"); *C NMR (50,3
MHz, CDCly) 98,46 és 98,22 (C-1 és C-1), 72,17 (CH,Ph), 62,89 (C-6'), 56,113 (OCHs); 53,24 és
52,54 (C-2 és C-2’); 20,86 (H3CCO); 17,46 (C-6"). Anal. szamitott (C4Hjz,ClsN5O013): C, 44,76;
H, 2,91, Mért: C, 44,80; H, 2,92.

Metil-(3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-a-L-altropiranozil)-(1—3)-4-azido-
2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-3-D-galaktopiranozid (50). 400 mg (0,4 mmol) 49-t
10 ml metanolban szuszpenddltam és 0°C-on 400 pl AcCl-ot csepegtettem a keverékhez.
Egy nap miulva a reakcidelegyet bepdroltam oszlopkromatogréfidval tisztitottam (CH,Cl,-
CH;30H 95:5 eluenssel), 360 mg 50 terméket nyerve 98%-os hozammal: [«]p +8,40° (c 0,29
CHCl3); R¢ 0,5 (CH,Cl,-CH30H 95:5); 'H NMR ( 360 MHz, CDCl3); 6 6,90 (m, 5 H, Ph), 5,33
d,1H,J,2,=74Hz H-1),466(d,1H, ]y » =8,6Hz H-1'),464(dd, 1 H, J,3=11,1Hz, 3, =
3,1Hz, H-3),3,86 (dd, 1 H, J¢a e = 12 Hz, ¢ 5 = 3,7 Hz, H-6"a), 3,77 (dd, 1 H, Je1, 5 = 6,8 Hz,
H-6'b), 3,71 (m, 1 H, J56 = 6,78 Hz, H-5), 3,22 (s, 3 H, OCHj3), 1,32 (d, 3 H, H - 6); 3*C NMR
(90,54 MHz, CDCl;) 98,73 és 98,55 (C-1 és C’-1), 65,52 (C-6"), 65,14 (PhCH,), 62,94 (C-4), 54,13
(OCH3), 52,69 és 52,49 (C-2 és C-27), 17,37 (C-6). Anal. szamitott (C3sH27ClsN5041): C 43,71;
H 2,75. Mért: C, 43,70; H, 2,79

Metil-[(3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetrakl6rftalimido-a-L-altropiranozil)uronsav]-
(1—3)-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftilimido-3-D-galaktopiranozid (51). 260 mg
(0,26 mmol) 50-t CH,Cl,-0s (10 ml) oldatahoz 750 pl telitett NaHCOs-o0s oldatot, 4.46 mg
(0,03747 mmol) KBr, 9.34 mg (0.02245 mmol) BusNBr és 5 mg TEMPO-t (2,2,6,6-tetrametil-
1-piperidiniloxi) adagoltam, majd 0° C-on 5 ml NaOCl-t (Clorox HYPO) csepegtettem az
elegyhez. Két 6ra mulva a reakcidelegy pH-jat 4-re allitottam (1M-os HCl-al), EtOAc-al
extrahdltam, a szerves fazist vizzel mostam, szaritottam, beparoltam és tisztitas nélkiil to-
vabbvittem. 160 mg 51 terméket nyertem 61%-o0s hozammal. Miel6tt a rendelkezésemre
all6 osszes 50-es anyagmennyiséget reakcidba vittem volna, prébareakciét hajtottam végre
50 mg 50-es vegyiilettel. A fentiektdl eltéréen feldolgozaskor a reakcidelegyet bepdroltam,
tobbszor toluolt paroltam le réla, majd 1 ml DMF-ben feloldottam és hiités kozben 0,05 ml
metil-jodidot adtam hozzd. Huisz 6rat szobahémérsékleten keveredett, majd feldolgozaskor
a reakcidelegyhez vizet adtam, diklérmetdnnal extrahdltam, széritottam, beparoltam és igy
az 51’ (22 mg) uronsav metilésztert nyertem, amelyet analitikai vizsgalatokra leadtam: [a]p
+10,08° (¢ 0,30 CHCl;); '"H NMR (360 MHz, CDCl3); 6 7,0-6,8 (m, 5 H, Ph), 5,56 (d, 1 H, ]/ »
9Hz H-1"),480(d,1H, J,»80Hz H-1),482 (d, 1 H, Jy5 2 Hz, H-5"), 4,89 (dd, 1 H, J»3
11 Hz, J54 3,5 Hz, H-3), 4,79 (d, 1 H, ] 12,5 Hz, PhCH,), 4,66 (t, 1 H, |3 » = J» 5 3 Hz, H-4"),
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4,56-4,33 (m, 2 H, H-2 és H-2"),4,25(dd, 1 H, J,5 1 Hz, J54 3,5 Hz, H-4),4,05(d, 1 H, ] 12,5
Hz, PhCH,), 4,01 (dd, 1 H, J» 5 11 Hz, J3.4 3 Hz, H-3"), 3,92 (s, 3 H, COOCHs), 3,77 (qd, 1 H,
Js6 6 Hz, H-5), 3,28 (s, 3 H, OCH3), 1,39 (d, 3 H, H-6). Anal. szamitott (C3;H37CIsN5042): C
43,68; H 2,67. Mért: C 43,62; H 2,55.

Metil-[(2-acetamido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozil)uronsav]-(1—3)-2-
acetamido-4-azido-2,4,6-tridezoxi -3-D-galaktopiranozid (52). 130 mg (0,181 mmol) 51 eta-
nolos oldatat (30 ml) 50 pl etilén-diaminnal egy éjszakadn &t forraltam, miutdn a reakci6-
elegyet beparoltam, tobbszor toluolt paroltam le réla, oszlopkromatografidval tisztitottam
(CHCl,:EtOH 60%: AcOH 5:4:1) 90 mg diamin szarmazékot nyerve. A nyersterméket 5 ml
metanolban 500 ;1 Acy;O-el 0°-on acetileztem, oszlopkromatografiaval tisztitottam, 40 mg
(56%) 52-t nyertem: [a]p +22,66° (¢, 0,35 MeOH); R¢: 0,4 (CHCl; - EtOH - 60% AcOH 5:4:1);
'H NMR (360 MHz, CD;0D); § 7,30 (m, Ph), 5,03 (d, 1> = 6,84 Hz, H-1"), 4,71 és 4,58 (2d,
PhCH,), 4,48 (t, 1 H, [y 5 = 4 Hz, H-4'), 442 (d, 1 H, H-5'), 4,26 (d, 1 H, ], = 8,1 Hz, H-1),
421 (dd, 1 H, Jy3 = 8,8 Hz, H-2’), 4,08 (dd, 1 H, J,5 = 2,3 Hz, H-4), 4,04 (dd, 1 H, J5, =
3,34 Hz, H-3), 3,99 (dd, 1 H, J3 = 10,7 Hz, H-2), 3,77 (m, 1 H, J5¢ = 6,4 Hz, H-5), 3,66 (dd,
1H, Jy+ =3 Hz, H-3'), 3,40 (s, 3 H, OCH3), 1,90 és 1,98 (2s, 6 H, NHCOCH3), 1,30 (d, 3 H,
CHj3); C NMR (90,54 MHz, CD;0D); 102,9 (C-1), 100,7 (C-1"), 78,9 (C-3), 77,0 (C-3'), 76,4
(C-5),71,2 (PhCH,), 69,6 (C-5), 67,0 (C-4"), 65,9 (C-4), 55,8 (OCH3),51,5 (C-2), 50,8 (C-27), 22,1
(NHCOCH3), 16,6 (H - 6, CHj3). Anal. szamitott (Co4H36N5040): C 51,98; H 6,54. Mért: C
51,89, H 6,55.

Metil-[(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altropiranozil)uronsav]-(1—3)-2-acetamido-4-
amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozid (53). 20 mg (0,036 mmol) 52-t a 43-ndl leirt
modszerrel katalitikusan hidrogéneztem. Oszlopkromatogréfidval tisztitottam (CH,Cl, -
EtOH - 60% AcOH 5:4:1) 8 mg 53 terméket nyerve (51%): [a]p 7,53° (c = 0,1 H,O); R; 0,3
(CH,Cl, - EtOH - 60% AcOH 5:4:1); '"H NMR (500 MHz, D,O); § 4,77 (d, 1 H, J» > = 8,6 Hz,
H-1"),4,40 (dd, 1 H, J34 = J45 = 4,6 Hz, H-4),432(d, 1 H, ], 2 = 8,7 Hz, H-1), 4,28 (m, 6 H,
H-4’,H-5),398 (qd, 1H, |5 s = 6,7 Hz, H-5), 3,87 (dd, 1 H, ] 5 = 10,8 Hz, H-2"), 3,80 (dd, 1 H,
H-3),3,72 (dd, J.3 = 10,9 Hz, H-2), 3,55 (dd, 1 H, |3 » = 3 Hz, H-3’), 3,40 (s, 3 H, OCHj3), 1,9
és 1,93 (2s, 6 H, NHCOCH3), 1,24 (d, 3 H, H - 6); '*C NMR (125,76 MHz, D,0), 102,9 (C-1’),
101,3 (C-1), 78,4 (C-5"), 76,5 (C-3), 69,6 (C-4"), 68,5 (C-3"), 67,8 (C-5), 57,8 (OCH3), 55,1 (C-4),
51,8 (C-2’),50,9 (C-2), 22,6 (NHCOCH3;), 15,9 (C - 6). Anal. szdmitott (C;7H9N304(): C 46,89;
H 6,71. Mért: C 46,98, H 6,69.
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Metil-(3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftalimido-2-3-D-galaktopiranozil)-
(1—4)- 3-O-benzil-2-dezoxi-2-ftalimido-6-O-kléracetil-o-D-altropiranozid (56). 49 mg (0,1
mmol) metil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-ftadlimido-6-O-kléracetil-a-D-altropiranozid 54 akceptort
és 44 mg (0,11 mmol) 8 donort 4A molekulaszitaval széraz diklér-meténban (1 ml) 30 percet
argon atmoszféraban kevertettem, majd -40°C-ra hiitottem. 0,13 mmol N-jéd-szukcinimid
és 0,013 mmol TfOH szaraz CH,Cl,-os oldatét (1 ml, 10% tetrahidrofurant is tartalmazott)
az elegyhez csepegtettem. A reakcidelegyet -40°C-on 20 percet kevertettem, majd 100 pl
EtsN-al semlegesitettem, diklér-metdnnal (20 ml) higitottam, vizzel mostam, széritottam,
beparoltam. A nyersterméket oszlopkromatografidval tisztitottam igy 30 mg 56 terméket
nyertem 33%-o0s hozammal: [a]p -93,1° (c 1,03); '"H NMR (360 MHz, CDCl3); § 7,75 (m, 8 H,
aromas), 7,11 (m, 5 H, aromas), 5,83 (dd, 1 H, |- » = 6,0 Hz, H-1), 4,70 (dd, 1 H, H-2"), 4,43
(dd, 1 H, Jo3 = 8,0 Hz, H-2),4,38 (dd, 1 H, J34 = 3,5 Hz, J45 = 4,5 Hz, H-4), 429 (dd, 1 H,
H-3),4,10 (s, 6 H, CICH,), 3,92 (m, 1 H, H-5"), 2,90 (s, 3 H, OCH3), 2,00 (s, 3 H, CH3CO), 1,33
(d, 3H, Js¢ = 6 Hz, H-6); *C NMR (90,54 MHz, CDCl;) § 170,1 (CICH,CO), 167,7, 166,9,
(C=0),98,2¢é596,9 (C-1és C-1"),72,5,71,8,71,2 (PhCH,), 70,69, 70,3, 69,4, 65,1 (C-6), 63,2, 54,8
(OCH3), 52,5 és 51,1 (C-2 és C-2’), 40,7 (CICH,), 20,4 (CH3CO), 17,3 (C-6"). Anal. szamitott
(C4oH3sCIN5O43): C, 57,73; H, 4,60. Mért: C, 57,99; H, 4,53.
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5. Osszefoglalas

5.1. Irodalmi el6zmények, célkitiizés

Doktori értekezésem témédja a Debreceni Egyetem Biokémiai Tanszékén végzett kutatasi pro-
gram része. Célunk a Shigella sonnei 4ltal okozott fert6zés elleni véddoltas kifejlesztése volt.
A Shigella sonnei Gram-negativ baktérium. Feltételezéseink szerint hatékony oltéanyag a
Shigella sonnei lipopoliszacharidja O-specifikus szénhidratldncanak természetes poliszacha-
ridjanal rovidebb, 2-4 ismétl6d6 egységbdl allo, oligoszacharid elballitasa és hordozoé prote-
inhez val6 kovalens kapcsolasa ttjan 4llithat6 eld. Dolgozatomban az O-specifikus oldalldnc

ismétlsdo egységének szintézisét tliztem ki célul.

A Shigella sonnei O-specifikus oldallancanak ismétl6dd egysége két ritka monosza-
charidbdl épiil fel, egy a-kotéssel kapcsolédéd 2-acetamido-2-dezoxi-L-altruronsavbol és a
B-kotéssel kapcsolodé 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-D-galaktopiran6zbdl (8. &bra).
A diszacharid peptidekre jellemzé ikerionos szerkezete, az interglikozidos kotések [a-L-
(1—3) és (-D-(1—4)] a mindkét monoszacharidban fellelheté 2-NHAc, szokatlan szerke-
zetre utalnak. A 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-D-galaktopiranéz egység el6éllitasa
D-gliik6zaminbdl (2) kiindulva tortént. A szintézis sordn a C-4 helyzetben konfiguracié in-
verziot és 4-amino-4-dezoxi csoport bevezetését a 7 4-O-tozil szdrmazék NaNs-al végzett
nukleofil cseréjével végeztem, majd az azido funkcié redukcidjat a szintézis legutolsé 1épé-

seként, oligoszacharid szinten hajtottam végre [174].
A kovetkezd szerkezetek barmelyike leirhatja a Shigella sonnei O-specifikus poliszacha-
ridjdnak ismétl6d6 egységét:
—3)-4-NH,-2,4,6td-3-D-GalpNAc-(1—4)-2d-a-L-AltpNAcU-(1— @
—4)-2d-a-L-AltpNAcU-(1—3)-4-NH,-2,4,6td-3-D-GalpNAc-(1— (II)
A fenti két diszacharid egység el6dllitdsa volt a célom. A 2-amino funkcié védelmére

N-ftaloil és N-tetraklorftaloil csoportot alkalmaztam. Az anomer centrumot tioglikozid,

triklor-acetimidat és halogenid forméban aktivaltam.

7 2

Az 1 szerkezetli diszacharid el6allitasara felhasznalt tetraklorftaloillal védett 3-O-ace-
til-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftalimido-3-D-galaktopiranozil-triklér-acetimidat  (38)
donort az etil-3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftalimido-1-tio-3-D-glaktopiranozid (8)
galakt6zszdrmazékbdl allitottam el6. Az NPhth-val és az NTCP-vel védett metil-(metil-
3-O-benzil-2-dezoxi-2-ftalimido-a-L-altropiranozid)uronat (33) és metil-(metil-3-O-benzil-2-

dezoxi-2-tetraklérftadlimido-a-L-altropiranozid)uronat (34) akceptorokat TMSOTT jelenlété-
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ben a 38 imidattal glikozilezve kitlind 89% illetve 93%-o0s hozammal nyertem a metil-(3-O-
acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftdlimido-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(metil-2-
ftalimido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)urondt (40) és metil-(3-O-acetil-4-azido-
2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftalimido-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(metil-2-tetrakl6rftalimi-
do-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronat (41) diszacharidokat. Az NHAc-al vé-
dett metil-(metil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-acetamido-a-L-altropiranozid)uronat (32) akceptor-
ral és 38 donorral végrehajtott glikozilezés eredményeként 32%-os hozammal izolal-
tam a metil-(3-O-acetil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-/3-D-galaktopiranozil)-
(1—4)-(metil-2-acetamido-3-O-benzil-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronat (39) diszachari-
dot.

A 41 diszacharid véd&csoportjai eltdvolitdsanak eredményeként a metil-(2-acetamido-
4-amino-2,4,6-tridezoxi-(3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altropira-
nozid)uronét (43) végtermékhez jutottam.

Az 1l szerkezeti diszacharid szintézisére a metil-(4-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-
2-tetraklorftalimido-a-L-altropiranozil)uronét-triklér-acetimidat (35) donorral és metil-4-
azido-2,4,6-tridezoxi-2-ftalimido-3-D-galaktopiranozid (12) akceptorral TMSOTTf jelenlété-
ben végrehajtott glikozilezésben 69%-o0s hozammal izoldltam a metil-[metil-(4-O-acetil-3-
O-benzil-2-dezoxi-2-tetrakl6rftadlimido-a-L-altropiranozil)uronéat]-(1—3)-4-azido-2,4,6-tri-
dezoxi-2-ftalimido-/3-D-galaktopiranozid (44) diszacharidot. J6éval alacsonyabb hozammal
(44%) nyertem a metil-[metil-(4-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklorftalimid o-o-L-tetra-
klérftalimido-3-D-galaktopiranozid (45) diszacharidot az el6bbi 35 donor és a metil-4-azido-
2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftalimido-/3-D-galaktopiranozid (31) akceptor reakcidja sordan. A
31 akceptor 3-as hidroxiljanak metil-(4-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2- tetraklorftalimido-o-
L-altropiranozil) uronat-bromiddal 36 tortént glikozilezése AgOTf jelenlétében alacsonyabb,
35%-0s hozammal eredményezte a 45 diszacharidot. Sikertelennek bizonyultak a 44 és 45
diszacharidok véd&csoportjainak eltavolitdsara végzett kisérletek.

Az el6z6 pontban tapasztalt nehézségek miatt a Il szerkezet(i diszacharid el6allitasara
a glikozilezés utan torténd oxidacio stratégiajat alkalmaztam.

A metil-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftalimido-3-D-galaktopiranozid (31) akcep-
tor 3-as hidroxiljat a 4,6-di-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklérftdlimido-a-L-altropira-
noz-triklér-acetimidattal (48) glikozileztem, TMSOTT jelenlétében, igy 60%-0s hozammal ju-
tottam a metil-(4,6-di-O-acetil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-tetraklérftalimido-a-L-altropiranozil)-

(1—3)-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklorftalimido--D-galaktopiranozid (49) diszacharid-
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hoz.

Az 49 vegyiilet savas dezacetilezésével el6allitottam a 4,6-diolt(50), amelyet TEMPO-
val medialt gyokos oxidacidval a metil-[(3-O-benzil-2-dezoxi-2- tetraklorftalimido- a-L-
altropiranozil)uronsav]-(1—3)-4-azido-2,4,6-tridezoxi-2-tetraklérftadlimid o-3-D-galaktopira-
nozid (51) termékké alakitottam.

Ez esetben is a szokdsos reakcidkat alkalmaztam az 51 vegydiilet véd&csoportjainak elt-
volitdsdra és igy allitottam el az metil-[(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altropiranozil)uronsav]-
(1—3)-2-acetamido-4-amino-2,4,6- tridezoxi-3-D-galaktopiranozid (53) végterméket.

A rendelkezésemre all6 metil-2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopirano-
zidot (15), metil-(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronsav (57), a metil-(2-acetami-
do-4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altro-
piranozid)uronsav (43) diszacharidot immunolégiai vizsgalatoknak vetettiik ald. Az immu-
nolégiai vizsgélatot a Pécsi Orvostudoményi Egyetem Mikrobioldgiai Tanszékén a Kontrohr
Tivadar vezette kutatécsoport végezte. A vizsgélat a passziv hemolizis inhibici6 teszt alkal-
mazdsaval tortént. Ennek eredményeként mindkét monoszacharid és a 43 diszacharid kom-
petitiv inhibitornak bizonyult, az IK5, inhibiciés konstans 9,8 mM a 15 galakt6zszdrmazék,
6,9 mM az 57 altruronsav és 3,9 mM a 43 diszacharid esetében. Ez az eredmény azt mutatja,
hogy a diszacharid antitesthez torténd illeszkedése és affinitasa lényegesen kedvez6bb mint

a diszacharidot felépit6 monoszacharidoké.
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6. Summary

Introduction

In this dissertation the synthesis of the repeating unit of the O-specific polisaccharide of

Shigella sonnei is presented.

Our primary, long-range objective is the development of a carbohydrate-protein con-
jugate vaccine against enteric infections caused by the Gram-negative bacterium Shigella

sonnei.

Shigellosis, an inflammatory disease of the lower intestine, is a continuing public he-
alth problem in both the developing and industrialized countries. Shigellae are the leading
cause of dysentery throughout the world. It is dysentery (fever, mucous and blood in the
stool) which is the leading cause of growth retardation in the world. In the United States
~60.000 cases are reported annually, and the rate of disease is increasing e.g. among pati-
ents infected with the human immunodeficiency virus. The incidence in Israel is ~20 times
higher than in the United States, and affects ~0.15% of the population. The attack rate is
especially high in the military field units of the Israeli Defense Force and among children
between 1 and 4 years of age. Four groups of Shigellae (Sh. dysenteriae type 1, Sh. flexneri
type 2a, Sh. boydii, and Sh. sonnei) account for almost all cases of shigellosis throughout the
world. Sh. sonnei is responsible for ~3/4 of the cases of shigellosis among the recruits of the

IDF, while the other quarter is caused by Sh. flexneri type 2a.

An approach to combat this disease can be vaccine development. In spite of the fact,
that the causative organisms have been identified a century ago, there is no licensed vaccine
against shigellosis. The need for such vaccines is documented by a World Health Organisa-

tion document which accords priority to the development of vaccines against Shigellosis.

The essential role of the O-specific polysaccharides of Sh. sonnei, and also other ente-
ropathogenic bacteria led to the hypothesis of Robbins and co-workers, that serum IgG an-
tibodies to the O-SPs confer protective immunity to the host. The validity of this hypothesis
was substantiated by experiments with conjugate vaccines containing purified, O-specific
polysaccharides covalently linked to an immunogenic protein. In mice, subcutaneous, injec-
tion of a conjugate containing the O-SP of Sh. sonnei elicited O-specific polysaccharide IgG

and IgM antibodies.
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The repeating unit of Shigella sonnei O-specific polysaccharide

The O-specific polysaccharide of Shigella Sonnei is composed of the disaccharide repeating
unit consisting of the rare sugars 2,4,6-trideoxy-2-acetamido-4-amino-D-galactose and 2-
acetamino-2-deoxy-L-altruonic acid that are connected through 1,2-trans interglicosidic lin-
kages (Scheme 8). This disaccharide is quite unique since it posesses the zwitterionic struc-
ture of the peptides/proteins, as well as the interglycosidic (a-L and 3-D) linkage characte-
ristic of the oligosaccharides, two different types of linkage [(1—3) and (1—4)], as well as

the NHAc-2 moiety present in both saccharide units.

Synthesis of 4-amino-2,4,6-trideoxy-2-acetamido-p-galactose [174]

To design the synthetic route to this compound the compatibility of the protecting gro-
ups and selection of a strict oder of the steps in the reaction sequence were essentially
important. When selecting the N-protecting group, essential requirements were to en-
sure the development of an 1,2-trans-glycosidic bond, and also an easy exchange to an
N-acetyl function in a later phase of the synthesis. For such purposes a great majo-
rity of the literature examples suggest the application of the N-phthaloyl group. Thus,
the starting sugar D-glucoseamine 2 was conventionally converted into ethyl 3-O-acetyl-2-
deoxy-4,6-O-isopropylidene-2-phthalimido-1-thio-3-D-glucopyranoside (3), described ear-
lier by the van Boeckel group. Following removal of the isopropylidene function under
mild acidic conditions, the resulting diol 4 was treated with p-toluenesulfonyl chloride
to obtain ethyl 3-O-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido-1-thio-4,6-di-O-(p-toluenesulfonyl)-3-D-
glucopyranoside (5) (Scheme 13). Since direct conversion of the primary p-toluenesulfonyl
group of 5 into a deoxy moiety failed, it was exchanged to an iodo function, to allow to
isolate ethyl 3-O-acetyl-2,6-dideoxy-6-iodo-2-phthalimido-1-thio-4-O-(p-toluenesulfonyl)-3-
D-glucopyranoside (6). Reduction of the iodosugar 6 could be best achieved by using
the procedure of Wessel. Thus, hydrogenation over Pd/C in the presence of Et;N resul-
ted in 86% of ethyl 3-O-acetyl-2,6-dideoxy-2-phthalimido-1-thio-4-O-(p-toluenesulfonyl)-D-
galactopyranosyde (7). Reduction with Zn powder in acetic acid, or with tri-n-butyltin hyd-
ride proceeded with 76% and 74% yield, respectively, but workup of the reaction mixtu-
res were much more tedious. Nucleophilic substitution of the 4-O-(p-toluenesulfonyl) deri-
vative 7 with sodium azide furnished crystalline ethyl 3-O-acetyl-4-azido-2,4,6-trideoxy-2-
phthalimido-1-thio-3-D-galactopyranoside (8) in acceptable (61%) yield. Either this compo-
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und itself, or its 1-O-trichloroacetimidate derivative, which are available from 8, were con-
sidered to be promising glycosyl donors for the subsequent glycosylation reactions. At the
same time, the azidosugar 8 was an excellent starting material for the synthesis of the agly-
cones: methyl 4-azido-2,4,6-trideoxy-2-phthalimido-3-D-galactopyranoside (12) and methyl
2-acetamido-4-azido-2,4,6-trideoxy-(3-D-galactopyranoside (14), and also of methyl 4-amino-
2,4,6-trideoxy-2-acetamido-3-D-galactopyranoside (15) (Scheme 14), which was required for
the biological studies. Although the lowest yields in the applied reaction sequence were hig-
her than 60%, the overall yield for the synthesis of compound 15 was still near 1-2% because

of the numerous reaction step.

Synthesis of the disaccharides

Since the biosynthesis of the natural polysaccharides (i.e. also the O-PS of Shigella sonnei)
is not under genetic-control, their structure is primarily determined by the specificity of
the enzymes (e.g. glycosyltransferases) participating in the biosynthetic process. In the
present case it is impossible to claim that which is the monosaccharide building unit the
sequence is started with. Therefore-taking the inhomogenity by the molecular mass also
into consideration-we can suppose that either of the following two structures may describe

the correct structure of the O-PS:

— 3)-4-NH,-2,4,6td-3-D-GalpNAc-(1—4)-2d-a-L-AltpNAcA-(1— D)
— 4)-2d-a-L-AltpNAcA-(1—3)-4-NH,-2,4,6td-3-D-GalpN Ac-(1— (I1)

It is of historical interest that in the Arrhenius Laboratory (Stockholm, Sweden), one
of the finest carbohydrate research team of Europe, attempted to realize the synthesis of
structure I in 1990. However, the trial was unsuccessful, and although this team elucidated
the structure of many natural polysaccharides, they gave up related research. The severe
difficulty in the synthesis of the disaccharides with structure I and Il is encountered with the
presence of the 2-acetamido-2-deoxy unit in both monosaccharides. This is why generation
of the interglycosidic likage can not be carried out with the participating 2-acetamido gro-
ups, and also, the zwitterionic structure of both units is much more characteristic of peptides

than of the carbohydrate oligomers.

For the production of 1,2-trans interglycosidic linkages built up from 2-acetamido su-

gars N-phthaloyl (NPhth) and N-tetrachlorophtaloyl (NTCP) protecting groups are gene-
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rally applied, which work well also for N-glycoproteins, although removal of the imide-type
protecting groups calls for rather drastic conditions. Activation of the anomeric centers of
the monosaccharide units is usually facilitated with various leaving groups, represented by
the trichloroacetimidate, thioglycoside, halogeno derivatives. With these literature experi-
ences in mind, we designed our oligosaccharide syntheses mainly with the NPhth and the

NTCP protecting groups, and based on the thio, imidate, and halogeno leaving groups.

Synthesis of disaccharides with structure I.

For the preparation of the disaccharide represented by structure I, methyl (methyl 3-
O-benzyl-2-deoxy-2-phthalimido-a-L-altropyranoside)uronate (33), the corresponding 2-
tetrachlorophthalimido derivative (34), and methyl (methyl 2-acetamido-3-O-benzyl-2-

deoxy-a-L-altropyranoside)uronate (32) were applied as the aglycone.

The glycosyl donors to the syntheses were ethyl 3-O-acetyl-4-azido-2,4,6-trideoxy-2-
phthalimido-1-thio-3-D-galactopyranoside (8), its 2-tetrachlorophthalimido derivative (28),
and the 1-trichloroacetimidate 38. The prepared building blocks were employed in
the following combinations: the NHAc uronate (32), N-phthaloyl uronate and (33) N-
tetrachlorophthaloyl (34) uronate were glycosylated with the N-tetrachlorophthaloyl trich-
loroacetimidate (38), and afforded the disaccharides 39 in 32% yield, 40 in 89% yield and 41
in 93% yield (Scheme 17, Table 4).

Although we strictly kept the literature suggestions, i.e. 1) hydrolysis of the uronic
ester with LiOH or Lil in pyridine; 2) treatment with the base; 3) acetylation, removal of
the N-protecting group of both disaccharides (39 and 40) either with hidrazine hydrate or

ethylenediamine proceeded with rather low yields.

Literature data, and our investigations with the monosaccharide models showed that
the N-tetrachlorophthaloyl group can be much quickly removed with a considerably lo-
wer diamine concentration than the N-phthaloyl function. The above difficulties with
the removal of the protecting groups led us to prepare structure I also with the N-
tetrachlorophthaloyl protecting group. By removal of the methyl ester moiety with LiOH
(Scheme 18.), followed by refluxing with 6 equivalents of ethylenediamine in methanol for
14h, we could get rid of the tetrachlorophthaloyl group. However, acetylation of the pro-
duct could be achieved only with 38% yield, to obtain the di-N-acetyl derivative 42. Splitting

off of the benzyl group, and reduction of the azide function into amino was effected with
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catalytic hydrogenation, to obtain the target disaccharide 43 with 51% yield. Full characteri-
zation of each of the disaccharide derivatives was carried out by means of "H and '*C-NMR

measurements (Table 5, 6).

Synthesis of disaccharides with structure II.

In this case we applied methyl 4-azido-2,4,6-trideoxy-2-phthalimido-/3-D-galactopyranoside
(12), and its 2-tetrachlorophthalimido analogue (31) as the aglycones, and methyl(4-O-ace-
tyl-3-O-benzyl-2-deoxy-2-phthalimido- 1-O-trichloroacetimidoyl-a-L-altropyranosid)uro-
nate (35) as the glycosyl donor.

Coupling of 12 with 35 in the presence of trimethysilyl triflate catalyst fur-
nished 69% of methyl[methyl(4-O-acetyl-3-O-benzyl-2-deoxy-2-tetrachlorophthalimido-
a-L- altropyranosyl)uronate]-(1—3)-4-azido-2,4,6-trideoxy-2-phthalimido-3-D-galactopyra-
noside (44). Under equal conditions, the two 2-tetrachlorophthalimido components 31 and
35 afforded methyl[methyl(4-O-acetyl-3-O-benzyl-2-deoxy-2-tetrachlorophthalimido-a-L-
altropyranosyl)uronate]-(1—3)-4-azido-2,4,6-trideoxy-2-tetrachlorophthalimido-3-D-galac-
topyranoside (45) in an essentially lower yield (44%). The 36 bromid glycosyl donor and the
31 2-N-tetrachlorophthaloyl alglycone afforded the 45 disaccharide also in rather low yield
(35%) (Scheme 19, Table 7).

The removal of the N-phthaloyl and N-tetrachlorophtaloyl groups from the disaccha-
ride 44 and 45, could not be performed (Scheme 20).

Due to the observed low yields, this route was somewhat modified, as we learnt that a
TEMPO-mediated oxidation reaction under phase-transfer conditions can be accomplished

even in the presence of base-sensitive functional groups.

Thus, glycosylation of the N-tetrachlorophthaloyl derivative 31 with the donor: 4,6-di-
O-acetil-3-O-benzyl-2-deoxy-2- tetrachlorophthalimido-1-O-trichloroacetimidoyl-a-L-altro-
pyranose (48) furnished methyl (4,6-di-O-acetyl-3-O-benzyl-2-deoxy-2- tetrachlorophthali-
mido-a-L-altropyranosyl)-(1—3)-4-azido-2,4,6-trideoxy-2-tetrachlorophthalimido-3-D-gala-
ctopyranoside (49) with good (60%) yield (Scheme 21). This latter compound, after aci-
dic de-O-acetylation, was oxidized with NaOCl and 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxide
(TEMPO), in the presence of KBr and tetrabutylammonium bromide in dichloromethane.
The reaction mixture was slightly acidified, and the disaccharide 51 was isolated from the

organic phase over 60% yield. Following removal of the tetrachlorophthaloyl groups, acety-
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lation afforded the disaccharide 52 with 56% yield carrying C-4 azido and O-3’-benzyl
groups. Catalytic hydrogenation then led us to the target disaccharide 53 with 53% yield.
The structure of the products were demonstrated by means of 'H and "*C-NMR measure-
ments (Table 8, 9).

Immunological study [189]

The antigenicity of the disaccharide was assayed by the passive hemolysis inhibition test as
described by Kontrohr and Péterffy. The method is based on complement-mediated hemoly-
sis of lipopolysaccharide-sensitized erythrocytes after anti-LPS antibody binding. Using
sheep erythrocytes, guinea pig complement, phase I lipopolysaccharide of S. sonnei, and
hyper-immune polyclonal rabbit serum raised against Shigella Sonnei, the concentration of
the disaccharide 43 and those of the component monosaccharides 57 and 15 were determi-
ned that were necessary for 50% inhibition of hemolysis. The results (Table 10) show that
the disaccharide 43 is a better inhibitor than either one of its monosaccharide components
of which the altruronic acid derivative 57 is superior. Less than 20% inhibition could be
observed with the unnatural disaccharide 58 up to 15 mM concentration and no inhibition

was seen with unrelated saccharides.
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