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1. Bevezetés

A thromboembolia korunk veszedelmes jarvanyanak mondhato, kiilondsen az
iparosodott orszagokban megddbbentd a gyakorisaga. A verdereket érint problémak, mint a
sz¢liités, szivizomelhalas és érsziikiilet kozismertnek mondhatoak, de mellettiik az érrendszer
,»masik”, vénas oldaldnak a megbetegedései sem kevésbé gyakoriak és kovetkezményeikben
ugyanolyan félelmetesek. A vénds trombozis, illetve a tiidéembolia az Eurdpai Unid évente
mintegy félmillid6 polgaranak a halalahoz vezet, és a megbetegedés gyakorisaga egyre no,
amelynek tobb oka is van. Ezek kozt megemlitendé a mozgashidnyos életmod, a hossz
repiildutak, az egyébként hatdsos gydgyszerek trombozisra hajlamosité mellékhatasa, illetve a
fogamzasgatlok és egyéb hormonkészitmények fokozott elterjedése. Hasonldan a nyugati
orszagokhoz, hazankban is komoly népegészségiigyi terhet jelent a vénas thromboembolias
betegek egyre novekvé szdma. Fontos megjegyezni, hogy a betegség nem csak az akut
szakaszaban potencidlisan haldlos volta miatt veszélyes, kései kdvetkezményei is rendkiviil
sulyosak, az ¢letkoriilményeket jelentésen rontjak (példaul a véndk elzarodasat kovetd
kronikus labszarfekély).

Lathat6 tehat, hogy a modern szemléletii alvadasgatld megel6zés és kezelés dontd
jelentdségli a mai tarsadalomban, és kulcsfontossagu a leghatékonyabb ¢és elegendd ideig
alkalmazott terapia megvalasztasa. A szoros ellendrzést igényld és szamos mellékhatassal bird
hagyomanyos antikoagulansok mellett ma egyre tobb az 01j alternativa. A téma jelentdségét jol
mutatja, hogy jelenleg is szamos kutatas foglalkozik az jabb, kedvezdbb tulajdonsagokkal
bird véralvadasgatlok eldallitasaval.

A mi kutatécsoportunkban évek ota folynak intenziv kutatdsok a heparin-analdg
pentaszacharidok szintézisével kapcsolatban. Az eddigi legnagyobb hatékonysaggal biro
szintetikus analogot, az idraparinuxot hasznaltuk vezérmolekulaként. A munka soran olyan
pentaszacharid-szarmazékokat allitottunk eld, amelyek a szulfatészter-csoportok helyett
metanszulfonsav-csoportokat tartalmaznak, ezéltal a biologiai kozegben vald stabilitds és az
aktivitas novekedését is vartuk. A szintézis utan vizsgaltuk ezen molekuldk véralvadasgatlo
hatasat is. A kapott eredmények alapjaul szolgalhatnak tovabbi farmakologiai vizsgalatoknak

¢s 1j szintetikus gyogyszerkészitmények kifejlesztésének is.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A vérzéscsillapodas (hemosztazis)

A hemosztazis fogalma alatt az érpalyanak azt a képességét értjiik, amely lehetové teszi,
hogy a vér az érpalyan beliil megtartsa folyékony allapotat és abbol kikeriilve elveszitse azt,
un. véralvadékot képezve. A vérzéscsillapitdé mechanizmusok 0Osszességének pontos
miikodése esszencialis a szervezet életben maradasahoz, alapvetd jellemzoi, hogy egészséges
egyénekben gyorsan miikodésbe 1€p, csak érsériilést kovetden aktivalodik, a sériilés helyére
korlatozodik és a vérzéscsillapodas utan inaktivalodik.® A hemosztazis korosnak tekintendd,
ha a vér az érpalyan beliil megalvad (thrombosis), vagy pedig a vér az érpalyat elhagyva sem
alvad meg (haemorrhagias diathesis).

A vérzéscsillapodas harom f0 szakaszra bonthatd. A sériilést kdvetden elészor helyi
érsziikiilet (vasoconstrictio) jon létre, ez azonban csak atmeneti és csak a valoban hatdsos €s
tartos vérzéscsillapitd mechanizmusok megindulésara ad idét. A masodik szakaszban torténik
a vérlemezkék (thrombocytdk) kitapadasa, aktivalodasa és aggregalddasa. Az aggregalt
thrombocytakbol alakul ki az érsériilés helyéhez tapadd thrombocytadugd, azaz a fehér
thrombus. Ezzel parhuzamosan megindul a harmadik szakasz, a véralvadas (koagulacio)
folyamata, amely vérben oldhatatlan fibrinhalé képzddéséhez vezet, és az a vér sejtes
elemeivel egyiitt 1étrehozza a sériilést véglegesen és stabilan elzaré alvadékot (vOrds
thrombus)."” A tovabbiakban a harmadik lépésre, a véralvadasra fokuszalok és ennek
mechanizmusat mutatom be részletesebben.

A fibrinhéalozat képzddése egy tobblépcsds reakcidsorozat végeredménye. Az egymast
kovetd lépésekben egy-egy proenzim alakul at aktiv enzimmé (az enzimek egy kivétellel
szerin-proteazok). Az aktivalt enzim egy tovabbi proenzimben hasit peptidkotés(eke)t, és ily
modon aktival egy jabb enzimet. Ezt az egyre gyorsuld folyamatsort nevezziik ,,véralvadasi
kaszkad”-nak.

Az alvadas folyamata két uton indulhat meg. Természetes koriilmények kozott a
véralvadas az extrinsic, azaz kiils6 indittatasi ut faktoraival indul meg, ez a korai
fibrinképzddéshez vezet. Az intrinsic, azaz belsd indittatasu Ut folyamatsora késébb 1ép be, a
normalis véralvadashoz ez az Ut is elengedhetetlen, hiszen ez a folyamat felelds a kaszkad

felerdsitéseért, és az alvadek stabilizalaséért. Ahogyan az 1. abra is mutatja, a két folyamat
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csak a kezdeti Iépésekben kiilonbozik egymastdl, mas faktorok aktivalodnak, a késébbi

lépések viszont mar megegyeznek.

Kiilsd

'extrinsic'

’®~/ @;
1/

(+ antitrombin)

=) K Vitamin antagonistdk ,
=) Direkt Xa faktor inhibitorok @ -
mm) Fondaparinux (+ antitrombin)

> LMWHs (+ antitrombin) ’

mm) Direkt trombin inhibitorok l

Fibrinogén — > Fibrin

- Nemfrakcionalt heparin @

1. abra: A véralvadasi kaszkad és a véralvadasgatlok timadaspontjai

Az extrinsic ut, igy a véralvadas legf6bb beinditdja az aktivalt VII faktor (FVIla), de
normal koriilmények kozott a VII faktor csak rendkiviil kis mértékben képzddik és gyorsan
inaktivalodik is. Azonban ha szoveti sériilést kovetden a VII faktor kapcsolatba 1ép a szoveti
faktornak (TF) nevezett kofaktordval, akkor aktivitasa jelentdsen megnd, és beindul az
extrinsic Utvonal. A VIla-TF komplex a X faktor aktivalasdhoz (Xa) vezet, emellett a IX
faktort is aktivalja, a IXa faktor pedig eldsegiti és felgyorsitja az emlitett X — Xa atalakulast.
Az extrinsic utvonal egyik fontos funkcidja, hogy meginditja a belsd, intrinsic Utvonalat,
amely a XI faktor aktivalasaval kezdddik. A XI faktort az addig aktivalt protedzok alakitjak
Xla-va, ez a protedz pedig a IX — IXa atalakulast inditja meg. A 1Xa faktor Ca®* ionok,
negativ toltésii foszfolipid-felilet, és VIlla faktor jelenlétében képes a X faktor aktivalasara.
A mindkét at soran keletkezett Xa faktor a kaszkad kulcslépését, a protrombin (FII) >
trombin (Flla) atalakulast inicialja. Az atalakitashoz sziikséges aktivaciés komplexben a Xa
az aktiv enzim, a protrombin a szubsztrat, az Va faktor a regulator fehérje, a komplex Ca*"ok

jelenlétében aktiv lipidfeliileten jon 1étre. A kozponti fontossagu trombin elengedhetetlen a
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fibrinogén — fibrin atalakuladshoz, aktivalja a XI faktort, mely révén stabilizalodik a
fibrinhalozatot, tovabbi kozvetlen hatdsként pedig aktivalja a thrombocytdkat is, illetve
gatolja a korai fibrinolizist. A fiziologids alvadasszabélyozas fontos eleme, hogy a trombin
csak addig fejtse ki hatasat, amig sziikséges. Az inaktivalast a vérplazma egyik fehérjéje, az
antitrombin (AT) végzi, mely a trombin enzimatikus hatasat irreverzibilisen felfliggeszti. Az
AT affinitasa a trombin molekuldhoz 6nmagaban kicsi, ezaltal az antitrombin csak nagyon
lassu folyamatban képes inaktivalni a trombint, de heparin jelenlétében az inaktivacios
folyamat jelentOsen felgyorsul. A véralvadasgatlok (antikoaguldnsok) csoportjairdl, koztiik a
heparinrél és szarmazékairol valamint timadaspontjaikrol a kdvetkezo fejezetben részletesen

lesz sz6.°
2.2. Az antikoagulansok csoportositasa

A jelenleg ismert antikoagulansokat timadaspontjuk szerinti csoportositasban szeretném
bemutatni, fokozott figyelmet forditva a heparinokra és a heparin szarmazék
pentaszacharidokra, mivel ezek szorosan kapcsolédnak a sajat kutatdsi témdmhoz. A

tovabbiakban ismertetett véralvadasgatlokat és timadaspontjaikat az 1. abran tiintettem fel.
2.2.1. K-vitamin antagonistak (kumarinok, oralis antikoagulansok)

A kumarinok (pl. acenokumarol, 2. abra) véralvadasgatlo hatasa azon alapul, hogy
hatasuk kovetkeztében a K-vitamin dependens véralvadasi faktorok: a protrombin (FII), a VII,
a IX és a X faktor csak funkcioképtelen eléanyagként szintetizalédnak a mdjban. Lathato,
hogy a véralvadast tobb ponton gatoljak, hatdsuk nem specifikus. Az oralis adagolas a
paciensek szempontjabol elényos, jol toleralhatd, de a kumarin-szarmazékoknak szamos
hatranyos tulajdonsaguk is van. Hatasuk lassan alakul ki, terapids ablakuk sziik, rendszeres
kontrollt igényel hasznalatuk, valamint interakcioba Iépnek szamos étellel és gy(’)gyszerrel.1

0__0O NO,
SOYs
OH CH,

o

2. abra: Acenokumarol
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2.2.2. Heparin

A gydgyaszatban véralvadasgatloként mar az 1940-es évek oOta alkalmazzdk. Hatasat
indirekt modon, az antitrombinhoz k&tédve fejti ki, ezaltal blokkolja a trombint és a Xa
faktort a véralvadasi kaszkadban. A heparin katalitikus szerepet jatszik a trombin-antirombin
reakcidoban. Az antitrombin és a trombin is nagy affinitassal kotddik a heparinhoz, majd az igy
létrejott harmas komplexben az enzim aktiv centruma és az inhibitor kozott kovalens kotés
jon létre, és a trombin inaktivalodik. Az antitrombin heparin nélkiil is képes koétédni a
trombinhoz, de heparin jelenlétében sokkal nagyobb reakciosebességgel, kb. 2000-szer
gyorsabban torténik meg az inaktivacié. Minthogy a trombin-antitrombin komplex affinitasa a
heparinhoz kicsiny, a heparin szabaddd valik, és ujra felhaszndlodhat egy kovetkezd
reakcioban. Az Un. nem frakciondlt heparin (UFH) a szulfatilt gliikdzaminoglikdnok
csoportjaba tartoz6 heterogén poliszacharid, kiilonb6zd diszacharidegységekbdl épiil fel,
amelyeket egy aminocukor (D-gliikozamin) és egy uronsav (D-gliikuronsav vagy L-iduronsav)
alkot. Az igy felépiilt lancok hossza és molekulatomege valtozik, rdadasul a lancot alkotd
egységek nagy része k6zombos az alvadasgatld hatds szempontjabol, viszont a mellékhatasok
létrehozasaban szerepiik lehet. Ezért az UFH-bol depolimerizalassal, frakcionalt, kis
molekulatomegli  heparinokat (LMWH) allitottak el6. (Minél kisebb a heparin
molekulatomege, annal nagyobb mértékben csokken a trombinaktivald és né az FXa-ellenes
hatasa.) A heparinok csak parenterdlisan adhatok, tovabbi hatrdnyuk, hogy vérzéses
mellékhatasokat, illetve egy ritka, de nagyon stlyos mellékhatasként heparin indukalta
thrombocytopeniat okozhatnak.

Belathaté, hogy az elsé két csoport hatdsa nem specifikus, szdmos hatranyos

tulajdonsaguk van, ezért sziikség volt 1], célzottan hatd antikoagulansok kifejlesztésére.
2.2.3. Indirekt Xa-gatlo gyogyszerek (heparinoidok)

Az indirekt, célzott Xa-gatlokat a heparinbdl fejlesztették ki, ezek is az antritrombinhoz
kotddve hatnak. Az 1980-as évek elején fedezték fel, hogy az antitrombin aktivalasat egy
egyedi pentaszacharid okozza (1, 3. abra). Ezutan szamos kutatasi program indult olyan
szintetikus pentaszacharid analogok szintetizaldsara, melyekkel a heparin mellékhatdsai
kikiiszobolhetdek, és hosszabb ideig tartd biologiai aktivitassal rendelkeznek.* Az egyik ilyen
hatasosnak bizonyul6 szintetikus pentaszacharid analdg az 1987-ben szintetizalt fondaparinux

(2, Arixtra®, Sanofi-Aventis, majd GlaxoSmithKline) volt, elénye a nagyobb hatékonysag
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mellett a napi dozis jelentds csokkenthetOsége volt.>® Erdemes megemliteni, hogy a

fondaparinux maig az elsd ¢és egyetlen forgalomban 1évé szintetikus oligoszacharid

gyogyszer.
D E F G
0805 050 )
0 } 3 ‘00C5 OH O 0s80  hoco.0H O
HO CO0 ¢} 0/ HO o
O™ pehN 0%0 - ©
AN "Ho - 0 - o
o 989 4 GAN 0350 0380" 6.sHN . 0380
1 2 (fondaparinux)

3. abra: A heparin aktiv pentaszacharid egysége (1) és a fondaparinux (2)

Késoébb olyan analdgok keriiltek eldtérbe, melyek szintézise egyszerlibb, ilyen volt a teljesen
O-szulfatalt és O-metilezett szarmazék, a nagy biologiai aktivitassal biro idraparinux (3, 4.
abra).

Eldny6s tulajdonséagai ellenére mégsem valt gyogyszerré, mivel a klinikai vizsgalatanak
harmadik féazisdban kideriilt, hogy a mellékhatdsként fellépd vérzékenység a hatdanyag
nagyon hosszu felezési ideje (120 6ra) miatt nehezen kezelhetd, ezért a tovabbi fejlesztését
leallitottak.® Az idrabiotaparinuxot (4, 4. abra) abbél a célbol feljlesztették ki, hogy az

idraparinux okozta vérzékenységi problémékat ki lehessen kiiszobolni.”

D E F G
0SO5” 0805 oso3
S %70% PR s
0,50
MeO MeO 3
MeO R OMe"05S0 0803 -0;S0 OMe
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o) S
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4. abra: Az idraparinux (3) és az idrabiotaparinux (4)

Vegyiilet Név Eléallitas Felezési id6 Doézis
) Izolacié allati 2x30 mg/nap v 40
LMW heparin 1 ora
szervekbdl mg/nap
2 fondaparinux (2) | 55 Iépéses szintézis 17 6ra 2.5 mg/nap
3 idraparinux (3) | 42 1épéses szintézis 120 6ra 2.5 mg/hét

1. tablazat: Véralvadasgatld hatast természetes €s szintetikus szarmazékok 6sszehasonlitasa
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Ez a molekula biotint tartalmaz és intravénds avidinnel inaktivalhatd, igy vérzékenységi
komplikaciok fellépése esetén avidin hozzdaddsaval a véralvadasgatld hatas konnyen és

gyorsan semlegesithetd.
2.2.4. Direkt Xa-gatlo gyogyszerek

A célzott, direkt Xa-inhibitorok nem igényelnek antitrombint hatdsuk kifejtéséhez, a
molekula aktiv centrumaban hatnak. Jellemzdjiik, hogy az FXa-t nemcsak a plazmaban ¢és a
protrombinképzé komlexben, hanem a thrombusban is gatoljak, mivel kis molekulatomegiik
kovetkeztében oda is penetralnak. A rivaroxaban (Xarelito, Bayer) az elsé ilyen 1j, oralisan

alkalmazhato, nagy szelektivitasa FXa-inhibitor."

o
0 OH /@x”f
CI@)L N ,\X\N 0
o—&o
5. abra: Rivaroxaban

2.2.5. Direkt trombingatlok

A trombin (FIla) gatlasdnak elsddleges célja a fibrinképzddés megakadalyozédsa. Az
eddig ismert legerésebb, irreverzibilis trombingatld az orvosi pidcabol izolalt hirudin, mely
hatasat a trombinhoz kotddve, azzal 1:1 ardnyban enzim-inhibitor komplexet képezve fejti ki.
A hirudin csak parenteralisan adhato, 1étezik azonban szintetikus, oralisan adhato, hatékony,

direkt trombininhibitor is, ilyen a dabigatran-ezexilat (Pradaxa, Boehringer Ingelheim).?®

2.3 Szintetikus pentaszacharid-szarmazékok eléallitasa — Elozetes eredmények és

celkitiizés

A kutatocsoportunk évekkel ezeldtt céljaként tlizte ki, hogy az idraparinuxot
vezérmolekulaként hasznalva, azon kiilonb6z0 valtoztatasokat végrehajtva 1) tipusu
antikoagulans pentaszacharid-szarmazékokat allit el6. Az 0j iranyvonalat az jelentette, hogy
az idraparinux farmakofor szulfatészter-csoportjait (-OSOj3) bioizoszter metanszulfonsav-

csoporttal (-CH,SOs3) kivantuk helyettesiteni. Feltételeztiik, hogy a szulfonsav-sok is
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biztosithatjak a biologiai aktivitdshoz szilikséges ionos kotések kialakulasat, raadasul
ellendllnak a szulfatdzok és az észterdzok hidrolitikus hatasanak, ezért tovabb képesek a
szervezetben maradni. Az elmult évek soran két ilyen, szulfonsav tartalmi szarmazékot
sikeriilt szintetizdlni (szarmazékonként ~50 lépést igényelt az eldallitas).® Az egyik
szarmazék, a pentaszacharid-diszulfonsav, az F és a H egységen tartalmaz metanszulfonsav-
csoportot, mig a masik sikeresen szintetizalt molekulan, a pentaszacharid-triszulfonsav

szarmazékon, a D, F, H egységen is megtortént a szulfatészter csoport cseréje szulfonatometil

csoportra.
D
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e coo- - 0
N oPom)
€0 9% s0 b "03S0 OMe
MeO
5
D
CH,S0; ¢ F H
0 CH,s05 © CH,SOy
MeO Ccoor o COO . o
MeO Meoomo_ PN 70580
Moo 2°%8s0 b "0380 OMe
MeO
6

6. abra: A pentaszacharid-diszulfonsav (5) és a pentaszacharid-triszulfonsav (6)

Az eloallitott két szarmazékkal elvégezték a Xa faktor-gatlds vizsgalatat, amely
meglehetdsen érdekes eredményeket szolgaltatott (2. tablazat).®® A vizsgalat azt mutatta,
hogy a diszulfonsav-szarmazék kimagasld anti-Xa hatassal bir, még az eddig
leghatékonyabbnak bizonyul6 idraparinux aktivitasat is feliilmalja. Ezzel szemben a

triszulfonsav-szarmazék csekélynek mondhato Xa-gatlo aktivitast mutatott.

Vesviilet neve Anti-Xa aktivitas
gyu v (U/mg)
fondaparinux (2, Arixtra) 1195189
idraparinux (3) 1911+£193
pentaszacharégid|szulfonsav 21532153
pentaszachar;cé;trlszuIfonsav 384+139

2. tablazat: A pentaszacharidok anti-Xa aktivitasa
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Ezekbdl az eredményekbdl kiindulva elhataroztuk, hogy a szerkezet-hatés
Osszefiiggések minél teljesebb megismerése érdekében tovabbi szulfonsav-tartalmu
szarmazékokat szintetizalunk. A két csoport (szulfat-észter és metanszulfonsav-csoport)
harom lehetséges pozicidban (D, F, H egységeken) valdo kombinaldsaval 0sszesen 23 azaz 8
kiilonbozo vegylilet allithatd eld. Ebbdl harmat, az idraparinuxot, az emlitett pentaszachrid-
diszulfonsav és pentaszacharid-triszulfonsav szarmazékokat mar sikeresen eldallitottuk, igy
ezutan a tovabbi 6t pentaszacharid szintézise lett a kitiizott cél. Ezen 6t pentaszacharid koziil
én, sajat munkam soran, olyan monoszulfonsav szarmazék eldallitasan dolgoztam, mely a
szulfonatometil-csoportot az F egységen tartalmazza. A ,,Sajat vizsgalataim” cimi fejezetben

ennek a vegyiiletnek a szintézisét mutatom be részletesen.
2.4. Az oligoszacharidok szintézisének alapjai

Az oligoszacharidok eldallitasa soran két polifunkcios molekulat kell glikozidos
kotéssel regio- és sztereoszelektiven Osszekapcsolni. Regioizomereket eredményez a
glikozidos kotés megvalosulasanak lehetséges sokfélesége, hiszen a donor molekula
glikozidos szénatomja az akceptor barmelyik hidroxiljaval 6sszekapcsolddhat, tovabba a kotés
a glikozidos centrumhoz a- vagy B-oldalrol is csatlakozhat, igy minden regioizomer kétféle (a

glikozidos centrumok dsszekapcsoloddsanal haromféle) sztereoizomer formaban keletkezhet.

o,p
o |
OH \ OH o,p D-glukopiranozil-a,B-D-glukopiranéz
8 izomer
HO 0 HO Oup / ,
HM * HWOH D-gluikopiranozil-D-glukopiranozid
OH OH 3 izomer
o \ (o, P, B)
o,p

7. abra: Gliikopiran6z molekulak 6sszekapcsolodasa diszacharidda

crer

elv vezérli: az anomer effektus (az o-glikozidok kialakulasanak kedvez), és a
lehet kontrollalni a kialakuld glikozidos kotés térallasat, mivel a glikozilezés dontéen
monomolekularis (Sy1) mechanizmus szerint megy végbe. A regioszelektivitds biztositasa
érdekében a glikozil akceptornak altalaban csak a glikozilezendd hidroxilcsoportja szabad, a

tobbi csoportjat kiilonb6z6é véddcsoportokkal blokkoljak. A glikozil donor anomer
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centrumaban konnyen aktivalhato, jol tavozo csoport taldlhatod, és ennek az egységnek a
hidroxilcsoportjait is védik, nehogy glikozil akceptorként is részt vegyen a reakcidoban. A
sztereoszelektivitast a megfeleld reakcidokorilmények (pl. hémérséklet, olddszer)
alkalmazaséaval, valamint a védOcsoportok helyes megvalasztisaval lehet elérni. Az igy
eléallitott védett oligoszacharidrol a védbécesoportok eltavolitasat lehetéleg olyan enyhe
koriilmények kozott kell végezni, hogy a mar kialakult interglikozidos kotések ne hasadjanak
¢s ne anomerizaldodjanak. Mindezeket figyelembe véve azt mondhatjuk, hogy egy tobb
egységbOl allo oligoszacharid felépitése nagy koriltekintést igényld, kihivasokkal teli
folyamat. Osszehasonlitva peptidek, illetve nukleinsavak szintézisével, az oligoszacharidok

kémiai eléallitisa joval nehezebb feladatnak bizonyul.>*°

2.4.1. Védocsoportok szerepe az oligoszacharidok szintézisében

Az oligoszacharid-kémiaban a véddcsoportok helyes megvalasztasa nagyon fontos
szempont. Figyelembe kell venni, hogy az adott csoportok hogyan befolyasoljak a
glikozilezési reakcidban a donor reaktivitasat vagy a kialakuld glikozidos kotés térallasat. A
rendelkezésre allo véddcsoportok rendkiviil nagy valasztéka lehetdvé teszi minden egyes
hidroxil megfeleld, egyedi védelmét, ami alapvetd fontossdgu a sikeres szintézishez.
Leggyakrabban éter, acetal vagy észter csoportokkal védjiik a hidroxilokat. A
véddcsoportokat az adott szintézisben betoltott szerepiik szerint allandé vagy iddleges
csoportokra oszthatjuk. Allandé véddcsoportokkal azokat a poziciokat latjuk el, ahol a
végtermék szabad hidroxilt tartalmaz, igy azokat a szintézis utolsd 1épésében tavolitjuk el.
Id6leges véddcsoportokkal védjiik azokat a hidroxilokat, amelyeket a szintézis egy adott
fazisdban fel kell szabaditanunk, valamilyen atalakitds, pl. lanchosszabbitas, lancelagazas

vagy funkcids csoport kialakitasa Céljz'ib(')l.g'll

2.4.2. Az oligoszacharid szintézisekben alkalmazott stratégiai eljdardasok

Az oligoszacharidok eldallitasara tobbféle stratégia létezik, ezek koziil kettét mutatok
be, a 1épésenkénti modszert és a blokkszintézist. A 1épésenkénti szintézis soran mindig egy
monoszacharid egységgel n6 az oligoszacharid lanc. Az egymast kovetd glikozilezési 1épések
kozott mindig el kell tavolitani a védGcsoportot az egyre nagyobb tagszamu oligoszacharid
glikozilezend6é hidroxilcsoportjardl. Ezzel ellentétben, a blokkszintézisek sordn a kivant

oligoszacharidot kisebb tagszamu oligoszacharid egységekbdl épitik fel. Az egyik blokkot
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glikozil donorra alakitjak, majd elvégzik vele a masik egység szabad hidroxilcsoportjanak a
glikozilezését. A blokkszintézis alkalmazasanak elénye, hogy csokkenti a reakciolépések
szamat, valamint lehetdséget ad arra, hogy a nehezebben kialakithaté glikozidos kotéseket

diszacharid szinten valositsak meg. 10
4.2.3 Tioglikozidok aktivalasa

A tioglikozidok a stabil glikozil donorok csoportjaba tartoznak, és nagymértékii
stabilitast mutatnak szamos véddcsoport manipulacidé soran. Leggyakoribb képviseldi a
metiltio-,*2 etiltio-,*2 és fenilti013-glikozidok. Kezdetben promotorként HgSO413-Ot,
PhHgOTf*-ot vagy NBS™-t alkalmaztak, de ekkor még csak gyenge hozamokat tudtak elérni
hasznalatukkal. Jobb hozamot kaptak, amikor a toxikus metil-triflat*® volt az aktivalé agens.
MeOTf alkalmazéasa soran el6fordulhat, hogy az aglikon részben metilezddik, f6leg ha
alacsony reaktivitasi az akceptor. Késdbb még hatékonyabb tiofil promotorok kifejlesztésére
keriilt sor, példaul a dimetil(metiltio)szulfonium-trifluormetanszulfonat (DMTST),* a
NIS/TfOH és a jodonium-dikollidin-perklorat (IDCP),"® amelyek alkalmazésa soran anomer
szulfonium ion intermedieren keresztiil jatszodik le a glikozilezési reakcio (8. abra). Munkam

soran —SPh glikozidot hasznaltam donorként NIS/AgOTf aktivalas mellett.

OR OR OR OR OR
@

RO o ERETER S IR e AR | ROURORLO
RO&MSR'H RO SR'—=| RO e<—> RO — RO OR"
RO RO Il: RO RO RO
l. Il . V. V.

8. abra: Tioglikozidok aktivalasanak altalanos séméja
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3. Sajat vizsgalatok

3.1. Célkitiizés, sajat szerep a kutatasban

A 2.3. fejezetben részletesen bemutattam a kutatocsoportunk eddigi eredményeit, és az
ezek alapjan kitlizott tovabbi céljainkat. Tehat f6 célként a pentaszacharid di-, és triszulfonsav
-szarmazek eldallitdsa utdn, az F egységen szulfonsav-csoportot tartalmaz6 monoszulfonsav-
szarmazék (7, 9. abra) szintézisét tlztik ki. Személyesen a kutatds azon fazisaban
kapcsolédtam be a kutatdcsoport munkajaba, amikor a véddcsoport stratégia a korabbi
tapasztalatok alapjan mar kirajzolodott. Tovdbbd a pentaszacharid épitdegységei, a
diszacharid donor (8) és a szulfonsav-tartalmu triszacharid akceptor (9), mar rendelkezésemre
alltak. A reakciok kivitelezéséhez is tdmaszkodhattam a mar szintetizalt vegyiileteinknél
szerzett tapasztalatokra, természetesen szamos esetben moddositva azt, a sajat vegyiiletem
tulajdonsagaihoz alkalmazkodva. Mindezeket figyelmbe véve, a sajat céljaim a triszacharid
akceptor ¢és a diszacharid donor sikeres kapcsolasa, és a védett pentaszacharid céltermékkeé
alakitasa voltak. A céltermék eldallitasa tobb szempontbdl is fontos feladat. Egyrészt a
bioldgiai vizsgalatok elvégzése révén kideriil, hogy milyen antikoaguldns hatassal bir ez a
monoszulfonsavas szdrmazék, ezaltal a szerkezet-hatds Osszefiiggésekrdl teljesebb képet
kaphatunk. Ezen tul az atalakitasi 1épések soran szerzett Gjabb tapasztalatok nagyban
segithetik a kutatas jovObeli tovabbi folytatasat, amely reményeink szerint alapjaul szolgalhat

1j, még hatékonyabb antikoagulans gydgyszerek kifejlesztésének.

0SO;Na

M&Ooé&‘ SO;Na
e
MeO COONa COONa oso Na
OMe 3
aO3SO O 0
als
Na0;SO| NaG30)
SO;Na
COOMe OBn
Meoo ONAP OMeO O
R0
B o)
"~oMe
C
8 9

9. abra: A tervezett monoszulfonsav szerkezete és retroszintetikus analizise
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3.2. A védett pentaszacharid eldallitasa

A védett, F egységen szulfonsav-csoportot tartalmazo pentaszacharid-szarmazékot (7, 9.
abra) a korabban eldallitott vegyiiletek szintézisének tapasztalatai alapjan [2+3]
blokkszintézissel allitottuk el6 (DE donor + FGH akceptor). Szintén a korabbi tapasztalatok
alapjan gy terveztiik a szintézist, hogy a blokkszintézishez olyan DE diszacharid épitéelemet
hasznalunk, amelyekben a gliikuronsav hex6z perkurzora taldlhatd, és az uronsavva oxidalast
pentaszacharid-szinten hajtjuk majd végre. Igy a 8 tioglikozid donort alkalmaztuk a
pentaszacharid vaz felépitéséhez. A donor (8) és a glikozil akceptor (9) keverékét szaraz
CH,Cly-ban oldottuk. A kapcsolast N-jod-szukcinimid (NIS) és AgOTf aktivaloszerek
jelenlétében hajtottuk végre, -25 °C-on, a vizmentes koriilmények biztositasa céljabol
molekulaszitat is adtunk a reakcioelegyhez. A glikozil donor C-2 helyzetében talalhat6 acetil
védOcsoport a-oldali résztvevd hatdsanak koszonhetéen a reakcid soran sztereoszelektiv

modon csak a megfelel6 B-gliikozid (10) keletkezett.
OBn

(6]
Mﬁ?oﬁﬁ ONAP CH,SOsEt e OBn
MeO + 0MeOOC~/ O (0]
o) 0 o O BnO
AcO SPh BnO OMe
OAc I-lanO OBn OAc
8 9
absz. CH,Cl,
NIS, AgOTf | 63%
-25-0°C, 5h

OBn CH,SOsEt OBn
Meoﬁ . 0-_Me0OG /ﬁﬂ
MeO ONAPH, /%

ﬁv Ac BnO OMe

CH,SO;Et
CHZSO3Et o
ONAP ONAP o ONAP ;
-PhSI W 0~
o] Q OBn
wSPh S% \ HO OBn — - AD %50
o]

Me Meko

10. abra: A védett pentaszacharid el6allitasa és az 1,2-transz glikozidos kotés kialakulasanak mechanizmusa

Ezzel a pentaszacharid vaz elkésziilt, de a célvegyiiletnek ez csak prekurzora; szamos tovabbi
1épés sziikséges a végtermékig: ki kell alakitani az uronsavat, eltdvolitani a véddcsoportokat

¢s kialakitani a metiléter és szulfatészter csoportokat.
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3.3. Atalakitasok a pentaszacharidon
3.3.1. Dezacetilezés / soképzés

A kész pentaszacharidon végrehajtandd tovabbi 4atalakitasok els6 1épéseként
dezacetilezést hajtottunk végre Zemplén-féle modszerrel. A kiindulasi anyagot (10)
metanolban oldottuk fel, majd NaOMe-t hozzaadasaval végeztiik el az acetil véddcsoportok
eltavolitasat. A szokasos feldolgozasi modszert, az ioncseréld gyanta alkalmazasat jelen
esetben nem lehetett alkalmazni, mivel a szulfonsav-észterbdl felszabadulna a szulfonsav,
amely gyakorlatilag megemésztené a pentaszacharidot a glikozidos kotések bontasa révén.
Ebbdl kifolyolag a reakcio feldolgozasat ugy végeztiik, hogy 1-2 csepp ecetsav hozzdadasaval
semlegesitettiik a bazikus katalizatort. Ezt kdvetden, a terméket acetonban oldottuk, majd
Nal-ot hozzaadva nukleofil szubsztitiicidés reakcidban sét képeztiink a szulfonsav-észterbdl,

igy kaptuk meg a 11 molekulat.

OBn
OBn CH,SO4Et

MeO 'V'eOOC OMeg
ONAP Qv BnO osPM
% OB
AcO

1. MeOH, NaOMe 81 %

2. Aceton, Nal (két 1épésre)
OBn
OBn CH2803N3

Ml\?ooﬁ% MeOOC OMe S Vo

e NAP n

ol 0 % OB
OBn

11. abra: Az észter csoportok eltavolitasa

3.3.2. Metilezeés

Harmadik 1épésben a szabad hidroxilcsoportok metilezését hajtottuk végre. A kiindulasi
anyagot (11) szaraz DMF-ben oldottuk, majd 0 °C-ra hiitottiik. A metilezést NaH jelenlétében
Mel-dal végeztiikk. A reakciotermékrél mért MALDI spektrumbdl kideriilt, hogy a reakcio
nem ment teljesen végbe, csak egy hidroxilcsoport metilez6dott. Ezutdn a reakciot azonos

reakciokoriilmények mellett megismételtiik, az ismételt reakcid termékérél mért MALDI
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spektrum mar azt mutatta, hogy sikeresen végbement a reakcio, az 0sszes hidroxilcsoportot

sikerilt metilezni.

OBn
OBn CH,SO3Na
M“?Oo o) MeOOC OMe - Me
e n
MeO ONAP %/ OB
OBn
NaH, Mel o
absz. DMF | 67 %
0°C, 4h
OBn

OBn CH,SO,Na

o
MeO~_-0 MeOOC, OMe %ﬁ\
Meo% ONAP 0 O BnO OBnOMe

%O BnO oBr MeO

12

12. abra: Metilezési reakcid
3.3.3. (2-Naftil)metil (NAP) véddcsoport eltavolitisa

Kovetkezd 1épésként szelektiven eltavolitottuk az E egység 6-os helyzetli (2-
naftil)metil-csoportjat oxidativ kortilmények kozott, 2,3-diklor-5,6-dician-1,4-benzokinon
(DDQ) reagenssel. A kiindulasi anyagot (12) DKM és H,0 elegyében oldottuk, ezutan adtuk
hozzé a DDQ-tlg.

OBn
OBn CH,SO3Na (e}
MeO 'e) MeOOC OMe
Meoﬁﬁ ONAP 0 O BnO OBnOMe
%&0 BnO OB’ MeO
12
H,O, DKM
DDQ 80 %
rt, 30 min

OBn
OBn CH,SO3Na

o)
MeO~S_-O MeOOC, OMe %ﬁ
Meoﬁﬁ OH ) ,%7/0 BnO™ 45 OMe
MeO o n
o2 055> 0
MeO BnO N MeO
OMe 13

13. abra: Szelektiv NAP-éter eltavolitas
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3.3.4 Oxidacio

Az el6z6 reakcid kovetkeztében felszabadult 6-os helyzetli hidroxilcsoportot oxidaltuk
(biszacetoxi)jodbenzol (BAIB) és (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oxil (TEMPO) reagensek
alkalmazasaval®®. A reakciot vékonyréteg kromatografidsan kovetve azt tapasztaltuk, hogy a
reakcid az adott koriilmények kozott nem ment végbe, igy a reagensek hozzaadasat kétszer is
megismételtiik. fgy mar lejatszodott a reakcid, de a tomegspektrometrias vizsgalat alapjan arra
kovetkeztethettiink, hogy a vart termékiink (14) mellett tobbszorésen oxidalt szarmazékok is
keletkeztek. Sajnos igy a vartndl joval tobb anyagveszteségiink lett. A melléktermékektol
oszlopkromatografids modszerrel probaltuk elvéalasztani a vart termékiinket, de teljesen nem
sikeriilt megtisztitani tobbszori probalkozas ellenére sem. A reakcidsort igy is folytatatni
tudtuk, azzal a reménnyel, hogy a késdbbi reakciok utdn sikeriil teljesen elvalasztani a

termékiinket és a keletkezett melléktermékeket.

OBn
OBn CH,SO3Na

0
MeO~S_-0 MeOOC, OMe %ﬁ\
Meoﬁﬁ oH 0 . OBno> ) OMe
" e ?
MeO OBno™ OBn \eo
OMe

13
CH,Cl,, H,0
TEMPO, BAIB
rt, 60h
OBn
OBn CH2803Na O
MeO MeOOC OMe OMe
MeO NMoO COONa BI’IO OBn

OBno OB“ MeO

14. abra: Oxidacio

3.3.5. Karbonsavso képzése

Kovetkez6 1épésként az L-iduronsav egység karbonsav-metilészter csoportjat 0.5 M-0S
NaOH-oldattal MeOH és THF elegyében hidrolizalva nyertik a tri-natriumsét (15).
Megjegyezném, hogy az el6zd reakcid (oxidacio) feldolgozésa utan a szerves fazissal

végeztiik tovabb ezt a 1épést a tovabbiakkal egyetemben, mivel a MALDI eredmények alapjan
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ugy talaltuk, hogy csak a szerves fazisban van termékiink, a vizes fazis csak melléktermékeket

tartalmaz.
OBn
OBn CHZSO3Na O
MeO e} MeOOC_ OMe
0]
MeOMﬁﬁ COONa O 0 BnO OBnOMe
eO ) (@]
o) o) OBn
MeO BnO MeO
OMe
14
MeOH, THF
0.5 M NaOH oldat
rt, 24h
OBn
OBn CstOSNa (@)
MeO 0 NaOOC_ OMe
0]
MeOﬁﬁ COONa ) 0 BnO OBnOMe
MeO o) (@]
o o) OBn
MeO BnO MeO
OMe 15

15. abra: A karbonsav-észter hidrolizis

3.3.6. Benzil-védécsoportok eltavolitisa

Ezutan, a benzil-véddcsoportokat katalitikus hidrogénezéssel tavolitottuk el, a reakciot
nyomasallé bombacsében hajtottuk végre. A 15 molekulat 96 %-0s etanolban oldottuk fel,
majd Pd(C) katalizatort és tomény ecetsavat adtunk hozza, végiil lezartuk a bombat ¢€s
feltoltottik Ho-gézzal. Itt megjegyezném, hogy a reakcid kiinduldsi anyagaban olyan
szarmazékok is voltak, amelyekrdl a benzil csoportok egy része mar az oxidaciods 1épés soran

eltavozott, igy ettdl a reakciotol a termékiink egységesedését vartuk, és ezt is tapasztaltuk.

18



Varga Eszter: Véralvadasgatlé hatasi pentaszacharid-szulfonsav szarmazék szintézise
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16. abra: Hidrogénezés

3.3.7. Szulfatészter-csoportok bevitele

Az atalakitasi reakciosor utolso 1épésében a felszabadult hidroxil-csoportokat SO3-Et;N-
komplexszel terveztiik észteresiteni, és igy eldallitani a célvegyiiletiinket (7). A reakcid utan
tomegspektrumot készitettiink a termékiinkrdl, melybdl kidertilt, hogy a szulfatalds nem ment
teljesen végbe, mindossze egy szulfat-csoportot sikeriilt bevinniink a molekulara. A reakcidt a
reagens modositasaval ismételtik meg, ezattal SOs-DMF-komplexet hasznaltunk. Igy végiil
sikeriilt az 0sszes szulfat-csoport bevitelével a céltermékiinket, az atalakitott pentaszacharidot
eldallitani.

OH
CH2$O3Na O

MeO NaOOC OMe

O HO OH MeO

SO; * Et;N vagy SO, * DMF

DMF
50 °C, 24h
OSO,N
0SO;Na CH,SOsNa 03 a
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Me O 7 Na0350 OSO;Na

NaO SO OSO3Na MeO

17. abra: Szulfatészter csoportok kialakitasa
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4. Kisérleti rész

A reakciok lefutdsat vékonyréteg kromatografidsan kovettiik, a termékek tisztasagat is
igy ellendriztiik. A vizsgalatokat Kieselgel 60 Fis4 (Merck) rétegen végeztiik, a hasznalt
oldoszer az Ry értékek utan szerepel. Az anyagok detektaldsara UV-lampa fénye (A= 254 nm
¢és A= 366 nm), illetve 5%-os etanolos kénsavoldatba torténé merités és 140 °C-ra melegités
szolgalt. Oszlopkromatografias tisztitdshoz és elvalasztashoz Szilika gél 60 (Merck 0.063-
0.200 mm), Sephadex LH-20 és G-25 (Sigma-Aldrich, Bead size 25-100 p) gélt
alkalmaztunk. A szerves oldatokat MgSO,-tal szaritottuk, majd csokkentett nyomason, 40 °C-
os vizfiird6 alkalmazaséaval paroltuk be. A glikozidos kapcsolasnal az alacsony hémérsékletet
aceton folyékony nitrogén elegyével, Dewar-edényben biztositottuk. Az optikai
forgatoképesség  mérések  Perkin-Elmer — 241 fényelektromos polariméteren,
szobahémérsékleten torténtek. Az olvadaspontokat Kofler késziilékben hataroztuk meg, az
értékek nem korrigaltak. Az NMR spektrumok Bruker DRX-400 (*H 400.13 MHz, **C 100.03
MHz) spektrométeren késziiltek CDCl3, CD3OD vagy D,0 olddszerben MesSi belsd standard
alkalmazasaval (Me,Si: 0.00 ppm *H; CDCls: 77.00 ppm **C). A hasznalt olddszereket az
egyes vegyliletek leirdsanal adjuk meg. A MALDI-TOF MS mérések BIFLEX III (Bruker)
tomegspektrométeren pozitiv reflektron modban torténtek. A matrix 2,4,6-trihidroxi-
acetofenon (THAP) telitett MeCN-es oldata volt. Az ESI-TOF MS spektrumok felvétele
MicrOTOF-Q (Bruker) késziiléken zajlott, pozitiv reflektron méodban. Az elemanalizisek
Elementar Vario Micro Cube (CHNS) miiszerrel lettek meghatarozva. A vegyiiletek leirasat

novekvd szam szerint adtam meg.

Metil-(6-O-benzil-2,3,4-tri-O-metil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[2,3-di-O-acetil-6-O-(2-
naftil)metil-B-D-gliikopiranozil]-(1-4)-(2,3-di-O-benzil-6-dezoxi-6-C-etoxiszulfonilmetil-
a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[metil-(2-O-acetil-3-O-metil-a-L-idopiranozil)-uronat]-(1-4)-
(2,3,6-tri-O-benzil-a-D-gliikopiranozid) (10)

1.2 g (1.04 mmol) akceptort (9) és 1.23 g (1.55 mmol, 1.5 ekv.) donort (8) oldottunk 35 mL
szaraz DKM-ban. A vizmentes koriilmények biztositasa érdekében 4 A-s (1.0 g)
molekulaszitat is adtunk az elegyhez, majd 30 percig kevertettiik szobahémérsékleten. Ezutan
az oldatot lehtitéttiik -35 °C-ra, és tovabbi 20 percig kevertettiik. Ezt kovetden aktivaltuk a
reakcioelegyet 524 mg (2.33 mmol, 1.5 ekv. donorra nézve) NIS szaraz THF-o0s (1.5 mL), és
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96 mg (0.37 mmol, 0.24 ekv. donorra nézve) AgOTT, szaraz toluolos (1.5 mL) oldatanak
keverékével, majd hagytuk a reakcioelegyet felmelegedni 0 °C-ig 4 oran at. A feldolgozas
soran higitottuk DKM-nal a reakciéelegyet, majd sziirtik Celite®-rétegen, ezutdn mostuk
telitett Na,S,03- és NaHCOs-oldatokkal, valamint H,O-val semlegesre. Végiil a szerves fazist
szaritottuk és beparoltuk. A tisztitast oszlopkromatografiasan végeztiik (I. 6:4 Hexan-EtOAcC,
I1. 96:4 CH,Cl,-EtOACc). Hozam: 1.217 mg (63%) szirup. [a]p +26.3 (c 0.06, CHCI5); R¢ 0.33
(1:1 Hexan-EtOAc); *H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 (ppm) 7.81-7.15 (m, 37H, arom.), 5.24-
4.22 (m, 21H, 6 x Bn-CH,, 5 x H-1, NAP-CH,, SO3Et-CH,), 3.96-3.01 (m, 46H, 20 x vaz-H,
3 x H-6a,b, 6 x OCH3, H-7a,b), 2.33-2.20 (m, 1H, H-6a-F), 2.04, 1.99, 1.93 (m, 9H, 3 x Ac-
CHg), 1.87-1.76 (m, 1H, H-6b-F), 1.57 (t, 3H, SO3Et-CHj3); 3C NMR (CDCls, 100 MHz): 6
(ppm) 170.3, 170.1, 169.9, 169.5 (4C, 4 x CO) 139.2, 139.1, 138.2, 138.1, 138.0, 137.9,
136.0, 133.4, 133.0 (9C, 9 x C4 arom.), 128.5-125.6 (37C, arom.), 101.1, 98.3, 98.1, 97.9,
97.6 (5C, 5 x C-1), 83.2, 82.1, 81.8, 80.2, 79.8, 79.5, 79.3, 76.1, 75.1, 74.9, 74.8, 74.6, 74.5,
74.2,73.8, 73.4,72.9, 71.2, 70.2, 69.1 (20C, vazszenek), 74.9, 74.6, 73.8, 73.5, 73.4 (7C, 6 x
Bn-CH,, NAP-CH,), 68.7, 68.4, 68.3 (3C, 3 x C-6), 66.3 (1C, SO3Et-CH), 60.8, 60.4, 59.4,
58.2 (4C, 4 x OCHpg), 55.3 (1C, C-1-OCHpgs), 51.9 (1C, COOCHj3), 46.6 (1C, C-7-F), 25.9 (1C,
C-6-F), 21.2, 21.0, 20.7 (3C, 3 x Ac-CHj3), 15.2 (1C, SO3Et-CH3); MALDI-TOF: mért: m/z
1862.74 [M+Na]" (Szamitott: 1861.7). Anal.: Szamitott: CegH11503,S (1840.03): C, 55.91; H,
6.86. Mért: C, 56.11; H, 6.99.

Metil-(6-O-benzil-2,3,4-tri-O-metil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[6-O-(2-naftil)metil-B-D-
gliikopiranozil]-(1-4)-(natrium-2,3-di-O-benzil-6-dezoxi-6-C-szulfonatometil-a-D-
gliikopiranozil)-(1-4)-[metil-(3-O-metil-a-L-idopiranozil)-uronat]-(1-4)-(2,3,6-tri-O-
benzil-a-D-gliikopiranozid) (11)

1.217 g (0.661 mmol) 10-et oldottunk 35 mL MeOH-ban, majd hozzaadtunk 36 mg NaOMe-t,
¢s szobahOmérsékleten kevertettilk az elegyet egy napig. A reakcio lejatszodasa utan 1-2
csepp CH3COOH-val semlegesitettiik az oldatot, majd beparoltuk. Ezutan a nyersterméket 40
mL acetonban oldottuk, majd hozzaadtunk 148.6 mg Nal-t (0.992 mmol, 1.5 ekv./észter) és
szobahOmeérsékleten kevertettiik 24 6ran at. A reakcid lejatszodasa utdn beparoltuk az elegyet,
¢s Sephadex LH-20 oszlopon tisztitottuk metanol eluens alkalmazasaval. Hozam (két
1épésre): 919 mg (81%) szirup. [op +33.7 (¢ 0.11, CHCIs); Rs 0.28 (95:5 CH,Cl,-Aceton); *H
NMR (CDCls, 400 MHz): 6 (ppm) 7.79-7.07 (m, 37H, arom.), 5.34-4.21 (m, 19H, 6 x Bn-
CHa, 5 x H-1, NAP-CH,), 3.98-2.87 (m, 49H, 20 x vaz-H, 6 x OCHgs, 3 x H-6a,b, H-7a,b, 3 x
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OH), 2.43-2.38 (m, 1H, H-6a-F), 2.13-2.03 (m, 1H, H-6b-F); *C NMR (CDCls, 100 MHz): 6
(ppm) 171.3 (1C, CO), 140.7, 140.1, 139.4, 139.3, 138.9, 137.4, 134.6, 134.3 (9C, 9 x Cq
arom.), 129.4-126.8 (37C, arom.), 104.3, 102.2, 99.5, 98.9, 96.0 (5C, 5 x C-1), 84.6, 83.5,
81.7, 81.3, 81.2, 80.7, 80.3, 79.7, 78.0, 76.3, 75.9, 75.6, 72.6, 72.3, 71.6, 70.8, 69.2, 67.9
(20C, vazszenek), 75.7, 74.9, 74.4, 74.2, 73.9 (7C, 6 x Bn-CH,, NAP-CH,), 69.8 (3C, 3 x C-
6) 60.9, 60.8, 59.8, 58.5 (4C, 4 x OCHj3), 55.5 (1C, C-1-OCHpg), 52.9 (1C, COOCHz3), 48.2
(1C, C-7-F), 27.6 (1C, C-6-F); MALDI-TOF: mért: m/z 1729.72 [M+Na]* (Szamitott:
1729.64). Anal.: Szamitott: CgoH107NaO2S (1707.85): C, 63.29; H, 6.31; S, 1.88. Mért: C,
63.37; H, 6.40; S, 1.97.

Metil-(6-O-benzil-2,3,4-tri-O-metil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[2,3-di-O-metil-6-O-(2-
naftil)metil-B-D-gliikopiranozil]-(1-4)-(natrium-2,3-di-O-benzil-6-dezoxi-6-C-
szulfonatometil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[metil-(2,3-di-O-metil-a-L-idopiranozil)-
uronat]-(1-4)-(2,3,6-tri-O-benzil-a-D-gliikopiranozid) (12)

798 mg (0,467 mmol) 11-et oldottunk 15 mL szaraz DMF-ban, majd az oldatot 0 °C-ra
hitottikk. Ezutan hozzaadtunk 67.5 mg (1,68 mmol, 1.2 ekv./OH) nem tisztitott (60%
tisztasagu) NaH-et, és igy kevertettiik 30 percig szobahémérsékleten, majd hozzaadtunk 105
ul (1.68 mmol, 1.2 ekv./OH) Mel-t és igy kevertettilk még 4 oraig. A reakci6 lejatszodasa
utan MeOH-lal semlegesitettilk a reakcioelegyet, és adtunk hozza néhany csepp 1 M HCI-
oldatot majd beparoltuk. A tisztitast Sephadex LH-20 oszlopon végeztik, MeOH eluens
alkalmazasaval. Hozam: 550 mg (67%) szirup. [a]p +49.4 (c 0.26, CHCI3); Rf 0.38 (9:1
CH:Cl,-MeOH). Ry 0.38 (9:1 CH,Cl,-MeOH); *H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 (ppm) 7.79-
7.12 (m, 37H, arom.), 5.58 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.21 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 5.00-4.33 (m, 17H),
3.86-2.98 (m, 55H, 20 x vaz-H, 9 x OCHg, 3 x H6a,b, H-7a,b), 2.48-2.39 (m, 1H, H-6a-F),
2.02-2.01 (m, 1H, H-6b-F); **C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 (ppm) 169.8 (1C, CO), 139.3,
138.9, 138.3, 138.2, 138.1, 138.0, 136.1, 133.2, 132.8 (9C, 9 x Cq4 arom.), 128.3-125.6 (37C,
arom.), 103.0, 100.1, 99.7, 98.0, 96.0 (5C, 5 x C-1), 86.3, 84.8, 83.3, 81.6, 80.7, 80.2, 79.8,
79.6, 79.5, 79.1, 78.3, 76.4, 74.3, 74.2, 72.0, 71.5, 70.7, 70.2, 69.9, 69.6 (20C, vazszenek),
75.2,75.1, 74.6, 73.5, 73.3, 73.2, 72.9 (7C, 6 x Bn-CH,, NAP-CHy), 69.1, 68.3, 68.0 (3C, 3 x
C-6), 60.6, 60.4, 60.2, 59.7, 59.6, 59.4, 59.3 (7C, 7 x OCHj3), 55.2 (1C, C-1-OCHj3), 51.7 (1C,
COOCH3), 46.8 (1C, C-7-F), 26.4 (1C, C-6-F); MALDI-TOF: mért: m/z 1771.76 [M+Na]"
(Szamitott: 1771.69). Anal.: Szamitott: Co3gH113Na0O29S (1749.93): C, 63.83; H, 6.51; S, 1.83.
Meért: C, 63.92; H, 7.03; S, 2.01.
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Metil-(6-O-benzil-2,3,4-tri-O-metil-a-D-gliikopiranozil)-(1-*4)-(2,3-di-O-metil-B-D-
gliikkopiranozil)-(1-4)-(natrium-2,3-di-O-benzil-6-dezoxi-6-C-szulfonatometil-a-D-
gliikkopiranozil)-(1-4)-[metil-(2,3-di-O-metil-a-L-idopiranozil)-uronat]-(1-4)-(2,3,6-tri-
O-benzil-a-D-gliikopiranozid) (13)

550 mg (0.314 mmol) 12-t oldottunk 6 mL DKM ¢és 1.2 ml H,O elegyében, majd hozzaadtunk
107 mg (0.471 mmol, 1.5 ekv.) DDQ-t és szobahdmérsékleten kevertettiik 30 percig. A
reakcid lejatszodasat kovetéen DKM-al higitottuk az oldatot, majd NaHCOs-oldattal mostuk
kétszer, Nap,SOs-on széritottuk, szlrtik majd beparoltuk az oldatot. A tisztitast
oszlopkromatografiasan végeztiik (9:1 CH,Cl,-MeOH). Hozam: 404 mg (80%) szirup. [a]p
+24.2 (c 0.06, CHCI3); R; 0.52 (9:1 CH,Cl,-MeOH); *H NMR (CDCls, 400 MHz): & (ppm)
7.35-7.24 (m, 30H, arom.), 5.50 (s, 1H), 5.18 (s, 2H), 4.82-4.57 (m, 15H), 3.94-3.15 (m, 55H,
20 vaz-H, 9 x OCHs, 3 x H-6,ab, H-7a,b), 2.52-2.41 (m, 1H, H-6a-F), 2.08-1.99 (m, 1H, H-
6b-F); **C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 (ppm) 171.7 (1C, CO), 140.3-139.5 (6C, 6 x Cq arom.),
129.5-128.4 (30C, arom.), 103.5, 100.6, 99.0, 97.8, 97.0 (5C, 5 x C-1), 87.6, 86.4, 84.4, 83.0,
81.7, 81.4, 80.9, 80.6, 80.5, 80.4, 79.7, 76.8, 76.6 (20C, vazszenek), 76.6, 76.0, 74.9, 74.5,
74.1 (6C, 6 x Bn-CHy), 70.0, 69.7, 62.8 (3C, 3 x C-6), 61.0, 60.8, 60.6, 59.9, 59.7 (7C, 7 x
OCHgs), 55.6 (1C, C-1-OCHj3), 52.6 (1C, COOCHgs), 49.0 (1C, C-7-F), 27.8 (1C, C-6-F);
MALDI-TOF: mért: m/z 1631.77 [M+Na]® (Szamitott: 1631.63). Anal.: Szamitott:
Ces2H105NaO46S (1609.75): C, 61.18; H, 6.57; S, 1.99. Mért: C, 61.24; H, 6.59; S, 2.08.

Metil-(6-O-benzil-2,3,4-tri-O-metil-a-D-gliikopiranozil)-(1->4)-[natrium-(2,3-di-O-metil -
B-D-gliikopiranozil)-uronat]-(1-4)-(natrium-2,3-di-O-benzil-6-dezoxi-6-C-
szulfonatometil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[metil-(2,3-di-O-metil-a-L-idopiranozil)-
uronat]-(1-4)-(2,3,6-tri-O-benzil-a-D-gliikopiranozid) (14)

395 mg (0.245 mmol) 13-at oldottunk 8 mL DKM-ban, majd hozzaadtunk 4 mL H,O-t.
Ezutan hozzaadtunk 7.6 mg (0.05 mmol, 0.2 ekv.) TEMPO-t, illetve 316 mg (0.982 mmol, 4
ekv.) BAIB-ot, ¢és intenziven kevertettik 60 oran keresztiil. A reakciot Na,S;0s-oldattal
allitottuk le, a vizes fazist DKM-al haromszor mostuk, a szerves fazist pedig szaritottuk, majd
beparoltuk. A tisztitast oszlopkromatografiasan végeztiik (9:1 CH,Cl,-MeOH). [a]p +32.1 (C
0.09, CHCI3); MALDI-TOF: mért: m/z 1644.71 [M+Na]" (Szamitott: 1644.60).

Metil-(6-O-benzil-2,3,4-tri-O-metil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[natrium-(2,3-di-O-metil -
B-D-gliikopiranozil)-uronat]-(1-4)-(natrium-2,3-di-O-benzil-6-dezoxi-6-C-
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szulfonatometil-a-D-gliikopiranozil)-(1—4)-[natrium-(2,3-di-O-metil-a-L-idopiranozil)-
uronat]-(1-4)-(2,3,6-tri-O-benzil-a-D-gliikopiranozid) (15)

128.5 mg 14-et oldottunk 1.28 mL MeOH ¢és 1.28 ml THF elegyében. Ezutan hozzaadtunk
1.28 mL 0.5 M-os NaOH-oldatot, és intenziven kevertettiik. A reakcid lejatszodasa utan a
semlegesités HCl-oldattal tortént. A terméket Dowex Na' ioncserélé gyantaval natrium sova
alakitottuk, majd beparoltuk az oldatot. MALDI-TOF: mért: m/z 1677.69 [M+Na]
(Szamitott: 1677.55).

Metil-(2,3,4-tri-O-metil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-[natrium-(2,3-di-O-metil-B-D-
gliikkopiranozil)-uronat]-(1—4)-(natrium-6-dezoxi-6-C-szulfonatometil-a-D-
gliikopiranozil)-(1-4)-[natrium-(2,3-di-O-metil-a-L-idopiranozil)-uronat]-(1-4)-(a-D-
gliikkopiranozid) (16)

96 mg 15-t feloldottunk 6.5 mL 96%-os etanolban, majd hidrogénez6 bombacsében adtunk
hozza 45 mg 10%-0s Pd(C)-et és 200 uL ecetsavat tettiink az elegyhez. A lezart bombat
hidrogénnel feltoltottik 10 atm. nyomdsra, és kevertettik 24 oran at. A reakcid
végbemenetele utan higitottuk az elegyet MeOH-lal, Celite®-rétegen kisziirtiik a katalizatort,
¢s beparoltuk. A terméket Sephadex G-25 gélen tisztitottuk HpO-ben. Ezutan
oszlopkromatografias tisztitast végeztiink (7:6:1 DKM-MeOH-H,0). Hozam (harom 1épésre):
9 mg (3%). MALDI-TOF: mért: m/z 1135.49 [M+Na]" (Szamitott: 1135.27).

Nona-natrium-[metil-(2,3,4-tri-O-metil-6-O-szulfonato-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-(2,3-
di-O-metil-B-D-gliikopiranozil-uronat)-(1-4)-(2,3-di-O-szulfonato-6-dezoxi-6-C-
szulfonatometil-a-D-gliikopiranozil)-(1-4)-(2,3-di-O-metil-a-L-idopiranozil-uronat)-
(1-4)-(2,3,6-tri-O-szulfonato-a-D-gliikopiranozid)] (7)

9 mg 16-ot oldottunk 0.6 mL szaraz DMF-ban, majd hozzaadtunk 43.5 mg (0.24 mmol, 5
ekv./OH) SO3-EtsN komplexet, és 50 °C-on kevertettiik 24 oOran keresztiil. A reakcid
lejatszodasat kovetden 20 mg szildrd NaHCO3-bol készitett vizes oldattal semlegesitettiik az
oldatunkat, majd beparoltuk. A terméket elészor Dowex Na' ioncseréld gyantaval, majd
Sephadex G-25 gélen tisztitottuk H,O-ben. Mivel MALDI-analizis szerint csak részleges
szulfatalas ment végbe, a szulfatészter-képzést megismételtiik. A megismételt reakciot azonos
koriilmények kozott végeztiik el, SOz-EtzN helyett 36.76 mg (0.24 mmol, 5 ekv./OH)

SO3-DMF komplexet alkalmazva reagensként. A vegyiilet tisztitasa folyamatban van.
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5. Osszefoglalas

A kitizott célt, az F egységen szulfondtometil csoportot tartalmazdé pentaszacharid-
monoszulfonsav szdrmazékot sikeriilt szintetizalni. A vartnal joval kisebb mennyiségben
torténd eldallitas oka az, hogy az oxidacios 1épésnél (3.3.4 fejezet) fellépd nehézségek miatt
meglehetdsen sok anyagot vesztettiink. Ennek kovetkeztében az utols6 1épéseket nagyon kis
anyagmennyiséggel kellett elvégezniink, ami miatt az oszlopkromatografids tisztitds is egyre
nehezebbé valt. A kozeljovobeli céljaink kozé tartozik, hogy a szarmazékunkat biologiai
vizsgalat ala vetjiik, igy kideriil, hogy milyen anti-Xa hatassal bir ez a vegyiilet, illetve
Osszehasonlithatjuk a korabban el6allitott idraparinux-szarmazékok eredményeivel. Mivel az
antikoagulans-aktivitas vizsgalat minddssze mikrogrammos anyagmennyiséget igényel, ezért
gond nélkiil el tudjuk végezni a rendelkezésiinkre all6 mennyiségli anyagbol. Ezen ujabb
pentaszacharid sikeres szintézise és az elvégzett bioldgiai vizsgalatok nagy jelentdséglick
lehetnek a hatas-szerkezet 0sszefliggések vizsgalataban, ami szintén egy fontos célunk volt. A
tovabbiakban pedig tervezzilk ennek a vegyliletnek az ujragyartasat, hogy nagyobb
mennyiségben is rendelkezésiinkre alljon. Az Gjragyartdas sordn a most Szerzett
tapasztalatainkat hasznositani tudjuk, mivel a reakcidsort végig kovettiik, igy tudjuk, hogy
melyik 1épések igényelnek fokozott koriiltekintést, ez pedig nagy segitség lehet a reakcidsor
jovobeli ujrakezdésénél.

A szintetikus oligoszacharid-kémiaban szerzett tapasztalataimat Gsszefoglalva
elmondhatom, hogy egy pentaszacharid szintézise hosszadalmas, nagy kihivast jelentd
feladat, amelynek tobb oka is van. Els6ként megemliteném, hogy a pentaszacharidon a
reakciok joval lassubbak, mint mono- vagy diszacharidokon, mert a nagyméretii molekulan
sztérikusan arnyékoltak, gatoltak lehetnek a reakcioba viendd csoportok. A reakciok
kivitelezése nagy koriiltekintést igényel, mivel vizmentes kdzeg biztositasa szlikséges, hiszen
a reakciokban altaldban az alkoholos hidroxilok mint nukleofilek szerepelnek, ezért a vizet,
mint konkurens nukleofilt ki kell zarni. Tovabba a termékek tisztitisa nehéz, gyakran
tObbszori oszlopkromatografia sziikséges, mivel a regio- vagy sztereoizomer melléktermékek
nagyon hasonloak a termékhez, igy kromatografidas viselkedésiikk is nagyon hasonlo.
Kiilondsen nehéz feladatnak bizonyult a szulfonsav- és szulfatészter-sok tisztitdsa; ezek a

vegyliletek nagyon polarosak és egyéb soktol valo elvalasztasuk nem egyszerti.
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7. Roviditések jegyzéke
e - kémiai eltolodas
e [a]p - optikai forgatoképesség érték
e Ac - acetil
o AQOTT - eziist-triflat
e Anal. - elemanalizis
e AT - antitrombin
e BAIB - bisz-acetoxi-jodbenzol
e Bn - benzil
e C - koncentracio
e CC—tOmény
e d-duplett
e DDQ - 5,6-diciano-2,3-diklor-1,4-benzokinon
e DKM - diklor-metan
e DMF - N,N-dimetilformamid
e ekv. - ekvivalens
e Et—etil
e Et3N - trietilamin
e EtOH - etanol
e J - csatolasi allando
e LMWH - Low Molecural Weight Heparin (kis molekulasulyt heparin)
e MALDI-TOF MS - Matrix Assisted Laser Desorption and lonization-Time Of
Flight tomegspektrometria
e Me - metil
e Mel - metil-jodid
e MeOH - metanol
e NaOMe - natriummetilat
e NAP - (2-naftil)metil éter
e NIS - N-jod-szukcinimid
¢ NMR - magneses magrezonancia spektroszkopia

e m - multiplett
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e 0.p. - olvadaspont

e Ph—fenil

e PhS —feniltio

e ppm - milliomod rész (parts per million)

e Ry - retencios faktor

e It - room temperature (szobahdmérséklet)

e S-szinglett

e SO;3 DMF - kéntrioxid- N,N-dimetilformamid komplex
e SO;3-Et3N - kéntrioxid-trietilamin komplex

e TEMPO - 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinil-oxil

e THF — tetrahidrofuran

e U —unit (egység)

e UFH — Unfractionated Heparin (nem frakcionalt heparin)

o VRK - vékonyréteg-kromatografia
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