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1. Az értekezés elozményei és célkitiuzései

Napjainkban a szénhidratok biolégiai szerepének felismerése a szénhidratkémia parat-
lan fejlodését vonta maga utan. Mig korabban a szénhidratokat kizarélag tartaléktapa-
nyagként tartottak szamon Gjabban a modern muszeres technikak, els6sorban az NMR
és tomegspektroszkopia fejlodése révén tudjuk, hogy a szénhidratok (oligo- és polisza-
charidok) akar szabadon, akar pedig proteinekkel és lipidekkel alkotott konjugatok for-
majaban (glikoproteinek, proteoglikanok és glikolipidek), fontos biolégiai szerepet tolte-
nek be. Legfontosabb a bioldgiai felismerési folyamatokban jatszott szerepiik. E mole-
kulak oligoszacharid lancai altalaban a sejtmembran feliiletén helyezkednek el, ezaltal
kitintetett szerepiik van a sejtek kiilvilaggal torténo és a sejtek kozotti kommunikacio-
ban. 1993-t6] kezdve vettem részt a Debreceni Egyetem Biokémiai Tanszékén Prof. Dr.
Liptak Andras iranyitasaval a doktori képzésben. Dolgozatom ezen id6 alatt elért ered-
mények Osszefoglalasa. Doktori értekezésem témaja a Debreceni Egyetem Biokémiai
Tanszékén végzett kutatasi program része. Célunk a Shigella sonnei altal okozott ferto-
zés elleni védooltas kifejlesztésének elokészitése volt. A Shigella sonnei Gram-negativ
baktérium. Feltételezéseink szerint hatékony oltéanyag a Shigella sonnei lipopolisza-
charidja O-specifikus szénhidratlancanak természetes poliszacharidjanal rovidebb, 2-4
ismétlodo egységbol allo, oligoszacharid eléallitasa és hordozé proteinhez valé kovalens
kapcsolasa utjan allithaté el6. Dolgozatomban az O-specifikus oldallanc ismétlodo egy-

ségének szintézisét ttiztem ki célul.

2. Az alkalmazott vizsgalati moédszerek

Szintetikus munkam soran a modern preparativ kémia makro-, félmikro- és mikromaéd-
szereit alkalmaztam. A reakcié kovetésére, az anyagok tisztasaganak ellendrzésére, a
termékaranyok meghatarozasara vékonyréteg-, nagynyomasua folyadék- és gazkroma-
tografias médszereket hasznaltam. A nyerstermékek tisztitasat, a klasszikus kristalyo-
sitason kiviil oszlopkromatografia segitségével végeztem. Az eldallitott vegyiiletek jel-
lemzésére, szerkezetének igazolasara a klasszikus eljarasok (elemanalizis, olvadaspont
és fajlagos forgatoképesség meghatarozasa) mellett modern spektroszkoépiai méodszere-

ket (egy- és kétdimenziéos NMR, tomegspektrometriai technikak) alkalmaztam.
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3. Az értekezés 4j tudomanyos eredményei

A Shigella sonnei O-specifikus oldallancanak ismétlodo egysége két ritka monoszacha-
ridbdél épiil fel, egy a-kotéssel kapcsolodo 2-acetamido-2-dezoxi-L-altruronsavbdl és a (-
kotéssel kapcsolédoé 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-D-galaktopiranézbél (1. abra):

A diszacharid peptidekre jellemz6 ikerionos szerkezete, az interglikozidos kotések [a-L-

.
NH,
CH, o
0 0
d NHAC 0
HO
NHAC
COoO-
1. 4bra.

(1—3) és 3-D-(1—4)] a mindkét monoszacharidban fellelhet6 2-NHAc, szokatlan szerke-

zetre utalnak.

3.1. A 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-p-galaktoz egység elo-
allitasa
D-gliikk6zaminbdl kiindulva eldallitottam a 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-D-

galaktoz egységet, a kovetkezoképpen:

e A C-4 helyzetben konfiguraci6 inverziét hajtottam végre és a 7-be a 4-azido funk-
ciot a 4-O-tozil szarmazék natrium-aziddal végzett nukleofil cseréjével vezettem
be. Az azido funkcié katalitikus redukcigjat a szintézis legutolsoé 1épéseként, oligo-

szacharid szinten végeztem,;
e A C-6 helyzetben a 6-dezoxi funkcié kialakitasa a 6 6-dezoxi-jéd kozti terméken
keresztiil katalitikus redukciéval tortént (2. abra).
3.2. A diszacharidok szintézise

A kovetkezo6 szerkezetek barmelyike leirhatja a Shigella sonnei O-specifikus poliszacha-
ridjanak ismétlodo egységét:

. 3)-4-NH,-2,4,6td-3-D-GalpNAc-(1—4)-2d-a-L-AltpNAcU-(1— )
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Reagensek és reakciokorulmények: (a) CF;,COOH, H,O, CH,CI,, 2 6ra, 96%; (b) TsCl,
piridin, 4 nap, 77%; (c) Nal, MeCOEt, reflux, 16 6ra, 69%; (d) H,, Pd/C, EtOH, Et;N,
2 Ora, 86%; (e) NaN,, DMF, 120 °C, 16 ¢ra, 61%; (f) NaOMe, MeOH, 30 perc, 88%.

2. abra.



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

Eloallitottam az I és II szerkezetnek megfelel6 metil-(2-acetamido-4-amino-2,4,6-
tridezoxi-3-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uron-
sav (43) és metil-[(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-altropiranozil)uronsav]-(1—3)-2-acet-
amido-4-amino-2,4,6-tridezoxi-(3-D-galaktopiranozid (53) diszacharidokat. A 2-amino
funkci6 védelmére N-ftaloil és N-tetraklorftaloil csoportokat alkalmaztam. Az anomer

centrumot tioglikozid, triklor-acetimidat és halogenid formaban aktivaltam.

Az I szerkezetd diszacharid eloallitasara a 2-N-tetraklorftaloillal védett 28 tioetil
és 38 imidat donort a 8 galaktézszarmazékbol allitottam el6. A glikozilezési reakciok-
ban alkalmazott aktivatorokat valamint a reakciok hozamait a 1. tablazatban foglaltam
Ossze. A NPhth-val és a NTCP-val védett 33 és 34 akceptorokat a 38 imidattal glikozi-

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

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

1. tablazat. Az I szekvencia eloallitasara alkalmazott glikozilezési reakciok eredményei

lezve kitiin6 89% illeteve 93%-0s hozammal nyertem a 40 és 41 diszacharidot (3. abra).
Oldékonysagi problémak miatt a 39 diszacharid csak 32%-o0s hozammal keletkezett. Az
N-ftaloil csoportot tartalmazé 40 diszacharid védocsoportjainak eltavolitasa nem jart
sikerrel. Az N-tetraklorftaloil funkciéval védett 41 diszacharid védocsoportjainak elta-

volitasa a 4. abra szerint tortént:

e elso 1épésként a 41 uronsav metil-észtert LiOH-al hidrolizaltam;

e masodik 1épésként a tetraklorftaloil csoportot etilén-diaminnal metanolban reflux

homérsékleten lehasitottam;

e majd harmadik 1épésként a 2-amino csoportokat acetileztem és igy 38%-os hozam-

mal jutottam a 42 vegyiilethez;

e negyedik 1épésként a galaktéz azido csoportjat és a benzil csoportot redukaltam,
Pd(OH),/C katalizatort alkalmazva hidrogén atmoszféraban, a metil-(2-acetamido-
4-amino-2,4,6-tridezoxi-3-D-galaktopiranozil)-(1— 4)-(2-acetamido-2-dezoxi-a-L-

altropiranozid)uronat (43) végterméket 51%-os hozammal izolaltam.
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A IT szerkezetii diszacharid szintézisénél alkalmazott donorokat, akceptorokat, re-
akciékorilményeket, valamint a kapcsolasi reakciok hozamait a 2. tablazatban foglal-

tam oOssze:

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

35 14 TMSOTS )

35 12 TMSOTS 44 69
35 31 TMSOTY 45 44
36 31 AgOTf 45 35

2. tablazat. A 1I szekvencia el6allitasara alkalmazott glikozilezési reakciok eredményei

A II szekvencia eloallitdsara donorként a 2-NTCP-vel védett 35 imidatot és a 36
bromidot alkalmaztam, akceptorként a 2-NHAc(14), 2-NPhth(12) és 2-NTCP(31) galak-
tozszarmazékokat hasznaltam fel. A 35 imidat donort TMSOTHf-al aktivaltam (5. abra).
A 2-N-ftaloil (12) akceptor glikozilezése a 35 imidattal 69%-os hozammal eredményezte
a 44 diszacharidot. Jéval alacsonyabb hozammal (44%) nyertem a 45 diszacharidot a
2-N-tetraklotftaloillal védett 31 akceptorral és az elobbi donorral (35) végrehajtott kap-
csolasi reakci6 soran. Ugyanazt a 45 diszacharidot nyertem a 36 glikozil-bromid donor
és a 31 2-NTCP akceptor reakcigja soran alacsonyabb, 35%-0s hozammal. Nem keletke-

zett a vart diszacharid a 2-NHAc(14) akceptor glikozilezésekor.

Az el6z6 pontban tapasztalt nehézségek miatt a II szerkezeti diszacharid eléalli-
tasara a glikozilezés utan torténo oxidacié stratégiajat alkalmaztam (6. abra). A 31
2-NTCP galaktoz akceptor 3-OH-jat a 48 altropiranéz imidattal glikozileztem, TMSOTf
katalizator jelenlétében, igy 60%-0s hozammal jutottam a 49 diszacharidhoz. A 49 ve-
gyiilet savas dezacetilezésével eloallitottam a 50 4,6-diolt, amelyet TEMPO-val medialt
gyokos oxidaciéval az 51 termékké alakitottam. Ez esetben is a szokasos reakcidkat
alkalmaztam az 51 vegyiilet véddcsoportjainak eltavolitasara és igy allitottam el6 az 53

végterméket.

3.3. Immunolégiai vizsgalatok

A rendelkezésemre allo 15 galaktéz szarmazékot, a 43 diszacharidot és a metil-(2-
acetamido-2-dezoxi-a-L-altropiranozid)uronsavat (57) immunolégiai vizsgalatoknak ve-
tettem ala. A vizsgalat a passziv hemolizis inhibicié teszt alkalmazasaval tortént. En-
nek eredményeként mindkét monoszacharid és a 43 diszacharid kompetitiv inhibitor-

nak bizonyult, az IK;, inhibiciés konstans 9,8 mM a 15 galaktézszarmazék 6,9 mM az
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6. abra.
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7. abra.

57 altruronsav és 3,9 mM a 43 diszacharid esetében. Ez az eredmény azt mutatja, hogy
a diszacharid antitesthez torténo illeszkedése és affinitasa lényegesen kedvezobb mint

a diszacharidot felépit6 monoszacharidoké.
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