Oligoszacharid-fehérje konjugatumok eloallitasa

OTKA ny.sz.: 35128

A kutatasi idoszakban elért eredmények harom csoportba sorolhatok:
1. Mikobakteridlis eredetii sejtfelszini oligoszacharidok eldallitasa,
2. A Shigella sonnei O-specifikus poliszacharid di- tetraszacharid fragmenseinek
eloallitasa, kiilonb6zo N-véddcsoportok tanulmanyozasa.

3. BSA-ra torténd konjugalasi kisérletek

1. Mikobakterialis eredetii sejtfelszini oligoszacharidok eléallitasa,

Folytatva az MTA-DE Szénhidratkémiai kutatocsoportban megkezdett korabbi munkakat, a

kovetkezo harom pentaszacharidot allitottuk elo:

4-(Me-CH(OH)-CONH)-3-OMe-4,6-dd-Glep-(1-3)-4-OMe-Rhap-(1-3)-Rhap-(1-3)-Rhap-(1-2)-6d-Talp (1)

M. avium serovar 12

3-(Me-CH(OH)-CH(Me)-CONH)-3,6-dd-Glep-(1-3)-4-OMe-Rhap-(1-3)-Rhap-(1-3)-Rhap-(1-2)-6d-Talp (2)

M. avium serovar 17

3,4-di-OMe-GlcpA-(1-3)-3-CMe-2,4-di-OMe-Rhap-(1-3)-Rhap-(1-3)-Rhap-(1-2)-6d-Talp (3)

M. avium serovar 19

A Mikobakterium avium 12. szerovarians pentaszacharid haptenjének eldallitasahoz
modszert kellett kidolgozni a nem redukald végen levo 4-amino-4,6-didezoxi-D-gliikkopiran6z
(un. D-viosamin) 3-O-metil szdrmazékanak eldallitasara, megfeleléen védett formaban,
glikozil donorként. Ezt a feladatot allil-fukozidbdl (4) kiindulva oldottuk meg. Kialakitva a
3,4-ortobenzoatot, benzoilezve a 2-hidroxilt, majd nyitva az ortoésztert, j6 hozammal volt
preparalhat6 az 5 2,4-di-O-benzoil szarmazék, melynek metilezését diazo-metannal végeztiik
el (6). Izolalt acilcsoportok szelektiv dezacilezése ismert az irodalombdl. Mivel a 6-vegytilet
mindkét acilcsoportja izolalt, a regioszelektiv hasitdés nem volt konnyen tervezheto.

Esetlinkben a 2-O-benzoil csoport joval konnyebben hasadt, mint a 4-O-benzoat (7). A 7



vegyiilet kivalo intermediernek bizonyult. Az 1 és 2 hidroxilcsoportjait 1,2-propilidén acetal
formajaban védtik az allil aglikont felhasznalva. Ennek izomerizalasaval, majd
gyiirizarasaval allitottuk elo 8-at. A 10 triflatbol kiindulva a 11 dezoxi-azido szarmazék
szintézise ezutdn mar nem okozott gondot, az atmeneti véddcsoportként alkalmazott
propilidén acetal savas eltavolitdsa, a termék acetilezése, az anomer acetil csoport

regioszelektiv hasitasa és trikloracetimidat képzés utan nyertiik a 13 glikozil donort.
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Az igy eldallitott donorral glikozilezve a 14 akceptort, 63% -os hozammal nyertiik a 15
diszacharidot. Eredeti terveinkben 2+3 blokkszintézis szerepelt, melyhez a 15 diszacharid
donort terveztiik hasznalni. Ez a stratégia azonban nem bizonyult sikeresnek, ezért a feniltio

glikozidot a 17 glikozil trikloracetimidatta alakitottuk két 1épésben.
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Glikozil akceptorként a 18 etiltio-glikozidot hasznaltuk a 17 donorral végzett kapcsolasban,

¢s a TMSOTT katalizalt reakcidoban 74%-o0s hozammal sikertiilt preparalni a 19 triszacharidot.
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A 19, Iévén hogy tioglikozid, mindenféle tovabbi atalakitds nélkiil hasznalhaté volt a
kovetkezo glikozilezési 1épésben, melyben a kordbban mar tobb esetben is sikeresen hasznalt
20 diszacharidot alkalmaztuk mint akceptort. A vanBoom mddszerével végzett aktivalast

hasznalva 50%-o0s hozammal izolaltuk a célvegyiiletiinket.
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A Mikobakterium avium 17. szerovarians pentaszacharid haptenjének eloallitasahoz
modszert dolgoztunk ki a nem redukdld végen szerepld 3,6-didezoxi-3-azido szarmazék
szintézisére. Kiinduldsi anyagnak az irodalombdl ismert 3-azido-3-dezoxi-1,2-O-
izopropilidén-6-O-tozil-a-D-gliikofuran6zt (21) hasznéltuk. A 21 vegyiilet izopropilidén
csoportjanak savas hidrolizisét, majd a termék acetilezését kovetden allt elo a 22-es acetat,
melynek redukcidjaval a 23 6-dezoxi szarmazékhoz jutottunk. A glikozil donorra alakitas a
klasszikus modon tortént: regioszelektiv dezacetilezés, majd trikloéracetimidat-képzés

Schmidt modszerével.
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22 R=0Ts, Ry=R,=H,0Ac
23 R=H, R1:R2:H,OAC
24 R=H, R{=R,=H,0C(NH)CClI;
A 24 glikozil donor és 14 glikozil akceptor TMSOT{-katalizalt reakcidjdban 75%-os
termeléssel képzodott 25 diszacharidot a célvegyiilet 2+3 blokkszintézisére kivantuk
hasznalni. A tioglikozidbol eldallitottuk a 26 glikozil bromidot és a 27 glikozil

trikloracetimidatot is. Kiilonbozo reakciokoriilményeket probaltunk a fenti donorok

aktivalasara, de sajnos egyik sem vezetett eredményre a 2+3 blokkszintézisben.
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25 R;=SPh, R,=H

26 R;=Br, R,=H

27 R1=R2=H,OC(NH)CCI3
Ezért a mar koradbbrol ismert 18 glikozil akceptorral reagaltattuk a 27 glikozil
trikloracetimidatot es az igy nyert triszacharid valamint a 20 glikozil acceptor

felhasznalasaval, 69%-0s hozammal sikeriilt izolalni célvegyiiletiinket.

A Mikobakterium avium 19. szerovarians pentaszacharid haptenjének szintézisébdl szintén a
nem redukald végi diszacharidot emeljiik ki. A 29 és 30 glikozil akceptorok eldallitasat
korabban kozoltiik, itt csak a 28 glikozil donorral valo reakcid eredményét prezentaljuk. A 28
€s 29 reakcigjaban tisztdn a B—anomer képzodott, mig 28 és 30 esetében o,B-keveréket
kaptunk annak ellenére, hogy résztvevd csoport volt a donor 2-helyzetében. A szerkezet

crer

egyértelmiien igazolni tudtunk.
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A pentaszacharid felépitéséhez a mar kordbban alkalmazott 18 és 20 épitdelemeket

hasznaltuk, épitve a korabbi tapasztalatokra, a 3+2 blokkszintézist alkalmazva.

Az eredményeket két nemzetkdzi folydiratban mar megjelent kozlemény irja le, valamint egy

tovabbit fogadtak el kozlésre.



2. A Shigella sonnei O-specifikus poliszacharid di- tetraszacharid fragmenseinek

eloallitasa, kiilonb6z6 N-védocsoportok tanulmanyozasa.

A Shigella sonnei O-specifikus poliszacharid di-, tri- és tetraszacharid fragmenseinek
eloallitasdra korabban modszereket dolgoztunk ki, mely eredményeket kozlemények

formajaban tettiink publikussa.
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A szintézis sordn szamos probléma jelentkezett, amit az N-véddcsoport eltavolitdsanak
nehézsége okozott. Megvizsgaltuk az N-ftalimido, az N-tetraklorftdlimido, az N-
trikloretoxikarbonil ¢és az N-trikloracetil csoportokat, melyek koziil az N-trikloracetil
csoportot sikeriilt elfogadhatdo hozammal hasitani a szintézisut végén.
Ezért célul tiztiik ki az N-DMM csoporttal (dimetil maleimido) védett tridezoxi galaktoz és
az L-altruronsav eldallitasasat, és ezek alkalmazasat glikozilezési reakcidkban.

Az N-DMM csoporttal védett altruronsav-szarmazék szintéziséhez az altalunk korédbban
leirt 2-amino-2-dezoxi-3-O-benzil-szarmazékot (34) hasznaltuk. Az N-DMM csoportot
hasonléan j6 hozammal lehetett kialakitani, mint a ftalimido, tetraklorftalimido vagy
trikloracetamido csoportot. Glikozil donorré alakitas szempontjabol a trikloracetil csoporthoz
képest elénye, hogy a metil glikozid acetolizalhaté volt elfogadhatdé hozammal (65%). A
glikozil acetatbol (37) ezt kovetden Schmidt modszerével 38 glikozil trikloracetimidatot
készitettiink. Ezzel egyidoben eldallitottuk a  metil-(metil-3-O-benzil-2-dezoxi-2-

dimetilmaleilimido-L-a-altropiranozid)-uronat) (36) glikozil akceptort is.
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A 4,6-didezoxi-galaktopiranozid szarmazékbol is probémamentesen elo lehetett

allitani a 39 glikozil donort, valamint a 41 glikozil akceptort.
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Az NDMM-csoporttal védett szdrmazékokkal végzett glikozilezések soran
megallapitottuk, hogy a 39-es tioglikozid donor €s a 36-os akceptor reakcidjaval j6 hozammal
képzddik a 40-es szamu diszacharid . Ugyanakkor a 41 tioglikozid akceptor ¢s a 38 glikozil-
triklor-acetimidat reakcidjdban nem képzodott diszacharid, helyette a glikozil donor
hidrolizisét (43) illetve mellékreakcidként tiotranszfert (42) figyeltiik meg. Ez azt jelenti,

hogy a DMM-véddcsoport nem alkalmazhat6é nagyobb tagszamu oligomer eldallitasara.
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Ezzel egyidoben elvégeztiik a védett, valamint a szabad di-, tri- és tetraszacharidok

MALDI-MS analizisét is. Mind a DHB, mind a THAP j6 matrixnak bizonyultak a



felvételekhez, az N-trikloracetamido csoporttal védett cukrok esetében azonban a THAP
sokkal jobb eredményeket adott. Teljes szekvencia-analizis és szerkezetigazolas tett lehetoveé
a MALDI PSD technika alkalmazasa, még ilyen bonyolult szerkezetii oligoszacharidok
esetében is.

Az eredményekbol két diplomamunka ¢és egy nemzetkdzi folydiratban kozolt

publikaci6 sziiletett.

3. BSA-ra torténo konjugalasi kisérletek

A mikobakteridlis eredetii sejtfelszini oligoszacharidok szintézisekor eleve olyan
spacerrel lattuk el a molekuldkat, melyek alkalmassa teszik azokat aktivalds uténi
konjugaléasra. A Shigella sonnei O-specifikus poliszacharid fragmenseinek eldallitasakor O-
metil aglikont hasznéltunk, de a konjugéldsokhoz tiol, vagy halogenid-tartalmti spacert
terveziink hasznalni. Mivel ezen oligoszacharidok eldallitasa meglehetdsen koriilményes, a
BSA-hoz valé konjugalas koriilményeit egy egyszerii modellvegytilettel dolgoztuk ki. A
konjugéalashoz a kén-szén kovalens kotés kialakitasat hasznaltuk fel. Mindkét lehetséges
modszert megvizsgaltuk: 1) tiolcsoportot tartalmazd spacert reagaltattunk halogeniddel
modositott BSA-val, 2) tiolcsoportokkal aktivalt BSA-val reagaltattunk halogéntartalmua

spacerrel ellatott cellobiozidot.

Elséként meghataroztuk a fehérje modositasahoz sziikséges koriilményeket a reagensek
mennyiségén valtoztatva. Bromacetamido, illetve 2,3-dibrom-propionamido csoportokkal
modositottuk a BSA-t. A fehérjén végbement valtozast MALDI-TOF tomegspektrometriaval
mutattuk ki. Mindkét esetben elmondhato, hogy jo hatasfokkal sikeriilt médositani a fehérje
amincsoportjait. Esetlinkben maximum 25-szor0s volt az a szubsztiticios fok, amit el lehetett
érni. Nagyobb szubsztitlicios fok esetében (nagyobb reagens-folosleg) a fehérjét a dializalas
¢és a liofilizalas utdn mar nem tudtuk visszaoldani. Ezen a szubsztitualas soran alkalmazott
puffer osszetételének modositdsaval sem sikeriilt valtoztatni. Az is megfigyelheto volt, hogy
a reagens mennyiségének valtozasaval nem linearisan valtozik a szubsztiticiés fok. A BSA
tiolcsoportokkal torténd szubsztitudlasahoz ditiopropionsavat hasznaltunk (természetesen
aktiv észter formaban). Az igy modositott fehérjén kozvetlenil a konjugalds elott
szabadithatok fel a tiolcsoportok ditiotreitolos kezeléssel. A BSA ditiopropionsavas

szubsztitualasa kisebb hatékonysagu volt, mint azt a bromacetamido, vagy a 2,3-dibrém-



propionamido csoportok esetében tapasztaltuk. Valdsziniisitjikk, hogy ennek oka a reagens

nagyobb térigénye lehet, de ezt tovabb nem vizsgaltuk.

A modositott BSA-hoz torténd konjugalashoz nagy foloslegben hasznaltuk a megfelel
spacerrel ellatott cukorszarmazékot. Kisérleteinkbol megallapitottuk, hogy a tiolcsoporttal
aktivalt BSA ¢és a 8-j0d-3,6-dioxa-oktil-spacerrel ellatott cellobiozid esetében atlagban 6-
szoros szubsztiticios fok volt elérhetd. A bromacetamido csoporttal aktivalt BSA és a 8-
merkapto-3,6-dioxa-oktil-spacerrel ellatott cellobiozid esetében atlagban 23-szoros
szubsztitiicios foku termék, a 2,3-dibrom-propionamido-csoporttal modositott BSA esetében

pedig 15-sz06r0s szubsztiticios foku termék keletkezett.

Megallapithat6 tehat, hogy a tiolcsoportot tartalmazo spacerrel ellatott cellobioz és a
bromacetamido (vagy 2,3-dibrom-propionamido) csoporttal aktivalt fehérje reakciojaban
nagyobb hatasfokkal képzddik a glikokonjugatum, mint forditott esetben. Ennek egyik oka a
merkaptocsoportokkal aktivalt BSA fokozott érzékenysége lehet melynek kdvetkeztében a
merkaptocsoportok egy része oxidalodhat az aktivalast kovetd hosszadalmas tisztitasi

procedura alatt.

A 2,3-epoxiprop-1-il glikozidok az irodalombol mint enzimek szelektiv inhibitorai
ismertek, de szénhidratok fehérjékhez vald kotésére eddig nem nyertek alkalmazast. Ezért
eléallitottuk  a  10-oxiranil-3,6-dioxa-9-tio-decil-1-tio-cellobiozidot, ¢és  vizsgaltuk
konjugalasat BSA-hoz. Vizsgalatunk eredményei Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy csak

nagyon kis hatasfokkal sikeriilt elvégezni a konjugalast.

Az eredményekbdl egy diplomamunka sziiletett

A palyazati tdmogatds tovabbi hozadéka egy olyan bibliografiai szoftver (Reference
Manager) beszerzése, mely segitségével konnyii a kozlemények hivatkozasi adatainak
nyilvantartdsa, megszerkesztése. Ez a szoftver tette lehetdvé, hogy a palyazati idoszak utolséd
fél évében Osszegyiijtott kozlemények feldolgozasa utan, az Elsevier kiadd gondozasaban

kiadasra kertiilo tobbkotetes dsszefoglaldo mii egy fejezete elkésziilhessen.



