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Véralvadasgatlo hatasa pentaszacharidok modularis szintézise
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1. Bevezetés

A heparin gliikézamin és hexuronsav (d-glikuronsav és
l-iduronsav) egységekbdl felépiild polianionos, linearis
poliszacharid, mely a sejtek felilletén és az extracellularis
matrixban  fordul el6 proteoglikanok  forméjaban.
Antikoagulans hatdsat az antitrombin (szerin-proteaz
inhibitor) allosztérikus aktivaldsaval fejti ki.! A hatds
kivaltasdhoz elengedhetetlen a molekulan beliil el6forduld
egyedi pentaszacharid szekvencia (1, DEFGH) jelenléte,
melynek anionos jellegli csoportjai (szulfatészter/karboxil)
erds ionos kolcsonhatasokat alakitanak ki az antitrombin
bazikus csoportjaival. A pentaszacharid egy szintetikusan
eléallitott valtozatat 2001 ota alkalmazzak a gydgyaszatban
Arixtra® (2) néven.’* Az elmuilt masfél évtizedben a
vegyiilet szdmos mimetikumat allitottdk eld, melyek
elédjiiknél egyszertibben és konnyebben szintetizalhatoak
voltak. A vezérmolekula teljesen O-metilezett és
O-szulfatalt véltozata az idraparinux (3),>° mely kiemelkedd
antikoagulans aktivitassal rendelkezik (1. abra).
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Anti-Xa aktivitas (U/mg)
Arixtra (2) 1195£189
idraparinux (3) 19112193
pentaszacharid-diszulfonsav (4) 2153£153
pentaszacharid-triszulfonsav (5) 384%139

1. Abra. / 1. Tablazat. A heparin antikoagulans hatasi doménje (1) és
szintetikus szarmazékai (2, 3) valamint a korabban eléallitott penta-
szacharid-szulfonsavak (4, 5) szerkezete

Az elmult években a kutatdocsoportunk két pentaszacharid
szulfonsavat allitott el6, melyeken az F, H ¢és a D, F, H
gliikoz egységek 6-O-szulfat-csoportjait metanszulfonsavra
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cserélték. Az in vitro vizsgalatok soran a vegyliletek
antikoagulans aktivitasa jelentds eltérést mutatott. A
diszulfonsav szarmazék (4) hatékonyabb volt a referencia
vegyiileteknél (2, 3), a pentaszacharid-triszulfonsav (5)
viszont lényegesen kisebb aktivitast mutatott (1. abra).’

Latva, hogy a lecserélni kivant szulfat-észter csoportok
helyzete és szdma meghataroz6 a vegyliletek aktivitasat
illetden, elhataroztuk Gijabb izoszter szulfonsav szarmazékok
szintézisét, ¢és antikoagulans hatasanak vizsgalatat.
Doktoranduszi kutatdsom keretében feladatom volt az
idraparinux primer helyzeti szulfatészter csoportjainak
szisztematikus cseré¢jével a 6-10 mono- és diszulfonsavak
szintézise (2. abra).
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2. Abra. A tervezett védett di- és monoszulfonsav-pentaszacharidok
szerkezete

Feladatul kaptam tovabba az 5-0s pentaszacharid-
triszulfonsav hatékonyabb utvonalon torténd elballitasat is
nagyobb mennyiségben, fehérje-kotodési vizsgalatok céljabol.

2. Eredmények

A tervezett pentaszacharid sorozat retroszintetikus analizise
alapjan modularis szintézistervet dolgoztam ki, amely szerint
valamennyi vegyiilet el6allithatd néhany kozos di- és
triszacharid épitéelem felhasznalasaval. A  reakcidtervet
kovetve a szintézishez nyolc monoszacharid épitdelem
sziikséges: 2 uronsav prekurzor, 3-3 szulfonsav-tartalmi és
szulfonsavat nem tartalmazd glikoz szarmazék. Ezek
kombinaciojabol két DE diszacharid donor és harom FGH
triszacharid akceptor modul épithetd fel, melyek [2+3]-as
glikozilezési reakcidjaval eldallithatd a védett pentaszacharid-
sorozat (3. abra).
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2.1. Az épitoelemek eloallitasa

A szulfonatometil-csoport tartalmazo vegyiiletek nagy
mennyiségli szintézisére hatékony modszert dolgoztam ki,
hogy elegend6 mennyiségben rendelkezésre alljon
valamennyi pentaszacharid szintéziséhez.
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3. Abra. A C6-szulfonsav-tartalmua pentaszacharidok sorozatinak
retroszintetikus analizise

Mind a harom monoszacharid-szulfonsavat litialt metan-
szulfonsav-etilészterrel végzett nukleofil szubsztiticids
reakcioban allitottam elé a megfelelé glikozid-6-O-triflat
szarmazékokbol. Azt tapasztaltam, hogy O-gliikozidok
szintézisére kivaldan alkalmas ez a modszer és a H-egységet
(15) kozel 10 grammos mennyiségben szintetizaltam. A
14-es vegyiilet szintézisét a 12 6-dezoxi-6-j6d szdrmazékon
keresztiil is megvaldsitottam, de joval szerényebb hozamot
sikeriilt igy elérnem, mint a jobb tavozod csoportot tartalmazo
13 triflat-szarmazékkal (4. abra).
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4. Abra. A szulfonsav-tartalmi H-egység szintézisének optimalizaldsa

A szulfonsav-tartalmu tioglikozid F donort szintézisét (5.
abra) o-tioglikozidbol kiindulva valdsitottam meg.® A
reakciout soran kétféle iddleges véddcsoportot s
kiprobaltam. Megfigyeltem, hogy a nukleofil csere a
2-naftilmetil-éter ~ védOcsoportot  tartalmazd  21-es
szarmazék-kal nagyon jo hozammal miikodott, mig a
p-metoxibenzil (PMB) szarmazék (22) esetében jelentds

mennyiségli bomlastermék képzédését tapasztaltam. igy a
vart terméket csak alacsony hozammal sikeriilt izolalni.
Ezért az F épitdelem szintézisét a 2-naftilmetil véddcsoport
alkalmazasaval valositottam meg.
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5. Abra. A szulfonsav-tartalmd F monoszacharid donor szintézise

A korabbi vegyiiletek szintézise soran nyert tapasztalatokat
felhasznalva a szulfonsav tartalmu D-egység szintézisét
szintén o-tioglikozidbodl (16) valdsitottam meg (6. abra). A
nukleofil szubsztiticid kivalé hozammal mikddott, és a vart
terméket tobb mint 10 grammos tételben sikeriilt
szintetizalni.
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6. Abra. A szulfonsav-tartalmi D-egység szintézise
2.2. A di- és triszacharid modulok felépitése

A D-egységen szulfonsavat tartalmazd pentaszacharidok-
hoz (6, 8, 10) sziikséges 32-es DE diszacharid donor
szintézisére hatékony kemoszelektiv glikozilezési modszert
dolgoztam ki (7. abra). A reakciokdriilények optimalasa
soran az 31-es tioglikozid akceptort’ kiilonbozé glikozil
donorokkal reagaltattam (28, 29,'° 30).
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7. Abra. / 2. Tablazat Szulfonsav-tartalmi DE diszacharid donor
szintézise és a reakciokoriilmények
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Az 1.-es és 2.-es sorszamu reakciok esetén glikozil transzfer
(33¢,8) melléktermék képzEdését tapasztaltam, ami gyakori
mellékreakcio tioglikozid akceptorokkal végzett
glikozilezési reakciokban (7. dbra).'''!'> A mellék-termék
elkeriilésére kiillonb6zé anomer tavozd csoportokat és
promoter rendszereket is kiprobaltam. NIS-TMSOTf
promoter eleggyel végzett glikozilezési reakcidban a glikozil
akceptor szililezett termékét (34) is izoldltam mellék-
termékkeént. A leghatékonyabb donor az etil-a—tioglikozid (28)
volt, melyet NIS-AgOTf promoter rendszerrel aktivaltunk
alacsony hoémérsékleten, igy a kivant diszacharidot (32)
89%-0s hozammal nyertiik.

A szulfonsavas ¢és a szulfonsavat nem tartalmazé
H-cgységeket (15, 35') glikozileztem az iduronsav
prekurzoraval (34), és igy eldallitottam kétféle GH
diszacharidot (36, 37; 8. abra). A karboxil-csoportot a
szénhidratok ezen formdjaban, diszacharid szinten

alakitottam ki (40, 41).
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8. Abra. A GH épitéelemek szintézise

A védett pentaszacharidokhoz  sziikséges FGH
triszacharidok prekurzorait (47-50) a 40-es ¢és 41-es GH
diszacharid akceptorok szulfonsav-tartalmu €s szulfonsav
nélkiili  glikozil donorokkal (28, 42'7)  t&rténd
glikozilezésé-vel allitottam el6 (9. abra). A kapcsolasi
reakciok egy kivételével kivaldé hozammal miikodtek, az
aktivalasara NIS-TfOH promoter elegyet alkalmaztam.
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47 R'=CH,SO;Et, R%=CH,SOEt 79%

48 R'=0Bn, R2=CH,SO3Et 70%
49 R'=CH,S04Et, R2=0Bn 85:/0
50 R'=0Bn, R2=0Bn 59%

9. Abra. Az FGH épitdelemek szintézise

A 44-es triszacharid hozamat NIS-AgOTf promoter
rendszerrel 73%-ra tudtuk ndvelni. A triszacharidokrol
oxidativ modon tavolitottam el a (2-naftil)metil-éter
véddcsoportot, a termékeket kozepes és jo hozamokkal
kaptam. A valtozé hozamok azzal magyarazhatok, hogy a 30
perces reakcid soran a konverzid6 nem mindig teljes,
ugyanakkor a reakcioidé ndvekedésével a benzil-csoportok
lehasadasa is megkezdddik.

7 r

2.3. A védett pentaszacharid szirmazékok eléallitasa
glikozilezési reakciokban
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10. Abra. A védett pentaszacharidok eléallitisa

A négy FGH triszacharid akceptor (47-50) és a két DE
diszacharid donor (32, 51'%) glikozilezésével eldallitottam
az Ot 1j védett pentaszacharidot (6-10) valamint a korabban
mas reakciouton eldallitott pentaszacharid-triszulfonsavat
(52; 10. abra). A glikozilezési reakciok jo hozammal teljes
sztereoszelektivitdssal mentek végbe.

2.4. A pentaszacharid-triszulfonsav szintézise

A munkam masodik részeként az 52-es pentaszacharidbol 8
1épésben eldallitottam az 5-6s pentaszacharid-triszulfonsav-
at kozel 100 mg mennyiségben (11. abra).
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11. Abra. A védett pentaszacharid-triszulfonsav (52) atalakitasa
végtermekkeé
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Az altalam eldallitott vegyiilettel egyiittmiik6dd partnereink
elvégezték a szénhidrat-antitrombin komplex részletes
NMR-vizsgalatat és  molekuladinamika  szimulacio
segitségével meghatdroztdk a szabad és az AT-hoz kotott
pentaszacharid konformacios adatait (12. Abra).

12. Abra. Az 5-6s pentaszacharid-triszulfonsav antitrombinhoz kotott
(kék) és szabad allapott formajanak (z61d) molekulamodellje

Az igy nyert eredmények azt mutattdk, hogy a fehérjéhez
kotott és a szabad allapota forma szerkezete jelentdsen eltér
egymastol. gy a gyenge antikoagulins hatis azzal
magyarazhato, hogy a fehérjéhez torténd bekotddés jelentds
valtozast igényel a konformacioban. (A pentaszacharid
bekotdédése a fehérjéhez a DEF triszacharidon indul
meg.'%20 gy feltételezhetd, hogy mar a dokkolas
megkezdddésénél vannak problémak.)

2.5. A pentaszacharid-diszulfonsav szintézise

A tovabbiakban célul thztik ki valamennyi védett
pentaszacharid végtermékké alakitasat. Ennek elsd
fazisaként a 8-as szarmazékbol (D és F egységén tartalmaz
szulfonatometil csoportot) eldallitottam az elsé Uj
pentaszacharid-diszulfonsav végterméket (13. Abra).
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Meoé ﬁ MeOOC
MeO O BnO
AcO BnO OMe

i(C 8 R=CHONAP
"> 54 R=CH,OH  1)DDQ/CH,Cl,/H0/30min/rt/68%
i 55 R=COONa i) TEMPO/ BAIBY CH,Cly | HyO / 2¢h / 1t/ 80%

2. Nal / aceton / 24h / it
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v ao R=S0;Na v)SO5DMF /DMF / 24h / 50°C

13. Abra. A védett pentaszacharid-diszulfonsav (8) atalakitasa
végtermékké

3. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet elsésorban témavezetémnek Prof. Dr. Borbds
Anikonak szeretném kifejezni Onzetlen segitségéért és
tdmogatasaért. A laborban nyujtott segitségét szeretném
megkdszonni  Dr.  Herczeg  Mihdly  tudomanyos
munka-tarsnak. Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr.
E. Kover Katalinnak az NMR-vizsgalatokért ¢és Dr.
Komaromi Istvannak vegyiileteim molekulamodellezésért.
Koszonettel tartozom a TAMOP 4.2.4.4/2-11-1-2012-0001
azonositd szamu Nemzeti Kivalosag Programmak, és a
Richter Gedeon Talentum Alapitvanynak a doktori
tanulmanyaim-hoz nyujtott anyagi timogatasért. A kutatas
anyagi tAmogatasat a Mizutani Foundation for Glycoscience
(150091) és az OTKA (PD115645) biztositotta.
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in the coagulation cascade. Presence of unique
pentasaccharide unit (DEFGH, 1) within a polysaccharide is
nessecery for the anticoagulant effect. Its synthetic analogue
(2, fondaparinux sodium) has been used under the name
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idraparinux. Moreover, we also aimed at preparing the
pentasaccharide trisulfonic acid 5 in a sufficient amount for
detailed STD NMR studies of its interactions with
antithrombin.

We elaborated a modular synthetic pathway to obtain the
new pentasaccharides 5-10 containing C6-sulfonic acid
moieties (Scheme 3.). Based on the retrosynthetic analysis
the target molecules can be disconnected to two DE
dissacharide donor and four FGH trisaccharide acceptor
blocks, which can be built up from only eight
monosaccharide units.

For large scale synthesis of monosaccharide sulfonic acids
15, 25, 26 and 28, an effective method was developed
including nucleophilic substitution of the corresponding
glucoside-6-O-triflate with lithiated ethyl
methane-sulfonate. This reaction was excellent for the
synthesis of O-glucoside derivative (Scheme 5.) and we
produced unit H (15) in almost 10 grams. The synthesis of
the target molecule 15 by using ioidine as a leaving group
(12) was also attempted. Although the synthesis was
sucsessful, the efficacy of this route was low.

Starting from a-thioglucoside derivative 17 we could
synthesize the unit F with high yield using 2-NAP as the
temporary protecting group. Additionally we also used PMP
group for temporary protection (Scheme 5.).
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The synthesis of monosaccharide sulfonic acid unit D was
carried out also from the a-thioglucoside derivative 28. We
prepared the target molecule 28 with an excellent yield and
nearly in 10 grams (Scheme 6.).

The synthesis of DE disaccharide containing a sulfonic acid
moiety (32) was completed in large scale in a chemo- and
stereoselective way (Scheme 7.). A wide variety of glycosyl
donors (6, 7, 8) and promoters were tested in the
glycosylation of units D and E. Formation of an aglycon
transfer side product (33a,8) was observed when glycosyl
bromide (30) and B-thioglycoside (29) were used as the
donors (Scheme 7.). This competitive side reaction could be
avoided with the use of a-thioglycoside at a low temperature
and a short reaction time.

Based on our previous experiments, the suitable DE
disaccharide was prepared in appropriate amount for the
pentasaccharides which do not contain sulfonatomethyl
moiety on the unit D.

We carried out the formation of two diaccharide acceptors
GH (40, 41) by the glycosylation of units H (15, 35), with
the 1-idose derivative (34), and subsequent formation of the
l-iduronic acid moiety at a disaccharide level (Scheme 8.).

FGH trisaccharide acceptor precursors (47-50) were
prepared by condensation of GH disaccharide acceptors (40,
41) and F monosaccharide donors (28, 42) respectively. In
all cases the promoter was TfOH-NIS system, and except for
synthesis of 44, the coupling reactions took place with good
yields. We could increase the yield of derivative 44 to 73%
by using AgOTf-NIS as the promoter. FGH trisaccharide

acceptors were achieved by removal of the 2-naphtylmethyl
group from the position 4 of unit F (Scheme 9.).

We synthesized the target pentasaccharides (6-10) and the
pentasaccharide trisulfonic acids (51) in protected form by
the glycosylation of the FGH trisaccharide acceptors
(47-50) with DE disaccharide donors (32, 51) respectively.
All glycosylation reactions took place in a stereoselective
way and we obtained the products in good yields (Scheme
10).

Second part of my work was the transformation of the
pentasaccharide trisulfonic acid (51) into the trisulfonic acid
end-product (5) in eight steps, in 100 mg scale (Scheme 11).

This compound was utilized by our co-workers for
antithrombin-carbohydrate interaction studies. Three-
dimensional structures of the free and AT-bound forms of
the trisulfonate analogue were determined by using different
NMR spectroscopic data and molecular dynamics
simulations (Scheme 12.). A significant difference in the
structure and the conformational flexibility of the
idraparinux and its analogue was observed. There is also a
notable difference in the 3D structures of the free and bound
form of the trisulfonic analogue, revealing that a change in
the conformation is required for the activation of
antithrombin.

As a continuation of my PhD work, I plan to convert the
protected pentasaccharides into the corresponding
idraparinux-analogue end-products. We have already started
the modification of pentasaccharide 8 which contains
sulfonic acid moieties on units D and F (Scheme 13).
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