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HEPARANAZ INHIBITOROK SZINTEZISE

1. BEVEZETES

A heparin és rokon vegyiilete a heparan-szulfat a glikbzaminoglikdnok csaladjaba
tartozo, heterogén szerkezetii, linearis poliszacharidok.'” A heparin kisebb, szerkezetileg
kiilonbozd oligoszacharid fragmensei szdmos fehérjéhez képesek specifikusan kotddni és
modulalni e fehérjék biologiai hatdsait. Ezen kodlcsonhatdsok kdvetkezménye, hogy a heparin
¢s a heparan-szulfat szdmos fiziologiai, élettani aktivitassal rendelkezik, mint példaul a
véralvadasgatlas, gyulladasgatlas, gatolja a simaizom sejtek osztodasat, antiasztmatikus ¢€s
angiogenézist gatlo hatassal is bir. A heparin rékos attétek kialakulasat, késleltetd hatasat csak
az elmult egy-két évtizedben kezdték vizsgalni.

A rakos attétek Osszetett, tobblépéses folyamatok soran alakulnak ki. Ezen folyamatok
fobb 1épése a daganatos sejtek megkotddése kiillonbozé membran képleteken, valamint az
extracellularis matrix és a sejtmembran degradacidja. A glikdzaminoglikdnok, koztik a
heparin ¢és a heparan-szulfat, ezen membranok fontos alkotdelemei. A hepardn-szulfat lanc
lebontdsa kulcsszerepet jatszik jO néhdny fontos bioldgiai folyamatban, kiillondsen a
rosszindulati tumorok sejtmembranokon keresztiil torténd elterjedésében. A heparan-szulfat
lebontasat az emberi szervezetben a hepardndz enzim végzi, amely a poliszacharid lancot
kisebb, mintegy 8-10 monoszacharid egységbdl 4ll6 oligoszacharidokka hasitja. A heparandz
enzim természetes szubsztratjai a heparin és a heparan-szulfat poliszacharid lancok, melyek
szerkezeti felépitése az 1. abran lathatd. Az enzim a glikozil hidrolazok csaladjaba tartozik, a
poliszacharid lanc belsejében 1évo D-gliikuronsav egységek glikozidos kotését hidrolizalja,

azaz a heparanaz egy endo-p-gliilkuronidéz.
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1. abra. Heparin és heparan-szulfat fragmensek szerkezeti képlete.

A heparandz enzim expresszidjanak szintje egyértelmiien korrelalt a daganatos betegek

tulélési idejével, ezért az enzim gatldsa a daganatellenes terapidk alapjat képezheti.



HEPARANAZ INHIBITOROK SZINTEZISE

1.1. CELKITUZES
A bazikus szénhidrat szarmazékok (azacukrok, gyliris nitrogén tartalmu szénhidrat
szarmazékok), mint a nojirimycin és az 1-deoxynojirimycin,” melyek szerkezeti képlete a 2.

abran lathato, altalaban kitind inhibitorai a kiillonb6z6 glikozidazoknak.

Nojirimycin 1-Deoxynojirimycin
OH OH
HO NH HO NH
HO HO
oH OH OH

2. abra. A nojirimycin és az 1-deoxynojirimycin szerkezeti képlete.

A monoszacharid azacukrok azonban a kiilonb6zd glikozidaz enzimek széles
spektrumu gétloszerei, ezért az MTA Kémiai Kutatokézpont Szénhidratkémiai Osztalyan a
heparanaz enzim szelektiv gatlasa érdekében olyan azacukor tartalmt pszeudooligoszacharid
szarmazékokat (3. abra) terveztiink, amelyek a heparin és a heparan-szulfat szerkezetével (1.

abra) mutatnak kozeli hasonldsagot.
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R! = H vagy SO3Na; R? = Ac vagy SO3Na; R® =H vagy SO3Na

3. dbra. A tervezett heparanaz inhibitorok.

Ezekben a diszacharidokban a D-gliik6zamin rész a-(1—4) kotésen keresztiil kapcesolodik
D-gliikuronsav vagy L-iduronsav azacukor egységekhez. Ugyan a hepardnaz egy

endogliikuronidaz, mégis az altalunk tervezett pszeudodiszacharidok kozott szerepel L-ido

crer

cyey o

konfiguracidju vegytiletek is kittind glikozidaz inhibitornak bizonyultak.4 Tovabba ismert az
L-id6z és az L-iduronsavak konforméciés mozgékonysaga is,” ezért gondoltuk, hogy a
heparandz enzim aktiv centruméba varhatoan jol illeszkednek az altalunk tervezett molekuldk.
Elgondolasunkat az is aldtdmasztja, hogy egy L-iduronsav tipusi 1-N-iminocukor

monoszacharid szarmazék gatlo hatast mutatott rakos elvaltozasok metasztazisdban.’

.
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A tervezett vegyliletek szerkezetileg a hepardndz enzim 1j tipusu inhibitorai. Aza-D-
glikuronsav tartalmi pszeudodiszacharidbol csupan egy ismert az irodalomban,” aza-L-
iduronsav tartalmu pszeudodiszacharidot iddig egyaltalan nem szintetizaltak.

A doktori munkém soran a tervezett pszeudodiszacharidok koziil hat darab kiilonboz6
képpen szubsztitualt diszacharid (1, 2, 3, 4, 5 és 6) ¢s tovabbi egy az irodalom szdmara mar

ismert aza-L-iduronsav monoszacharid (7)* szintézisét terveztiik megvalositani (4. abra).
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1 R!'=H; R?= CH,OH; R3= Ac OR®
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4. abra. Az elkészitend6 potencidlis hepardnaz inhibitorok.

A tervezett pszeudodiszacharidok elkészitéséhez sziikséges L-ido- ¢és D-gliiko
célul.

A gylrGs nitrogén védelmére irodalomi analogiak alapjan  alkalmazott
benziloxikarbonil (Cbz) véddcsoportot nozil (Ns) véddcsoportra kivantuk lecserélni. Az
azacukrok szintézisében eddig még nem alkalmazott (1-naftil)metilén acetalt terveztiink
alkalmazni a 4,6-pozicid egyidejii védelmére. E véddcsoport alkalmazasaval lehetdség nyilik
az 0-4 ¢és az O-6 pozicidk tovabbi szelektiv atalakitasaira.

A D-gliiko konfigurdcidji azacukor tartalmu diszacharidok eléallitasara egy
ortogonalisan védett diszacharidot terveztiink, melybdl a 2-O-szulfonato és a 6-O-szulfonato
heparanaz inhibitorok egyarant eldallithatok.

A 3-O-benzil-1,5-didezoxi-1,5-imino-D-glucitol és L-iditol kulcsintermedierek

szintézisére rovid és egyértelmil szintézis utakat terveztiink kidolgozni.
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2. KISERLETI MODSZEREK

Szintetikus munkdnk sordn a modern preparativ szerves kémia makro-, félmikro- és
mikromodszereit alkalmaztuk. A reakciok kovetésére  vékonyréteg-kromatografiat
hasznaltunk. A nyerstermékek tisztitdsara kristalyositast, oszlopkromatografiat &s
gélkromatografiat alkalmaztunk. Az eldéllitott vegyiiletek jellemzésére, azonositdsara, és
szerkezetének igazolasara elemanalizist, olvadaspont meghatarozast, fajlagos forgatoképesség
meghatarozast, infravords spektroszkopiat, egy- és kétdimenzios NMR spektroszkopiat €s

tomegspektroszkopiat hasznaltunk.

3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A célvegyiileteket (1, 2, 3,4, 5¢s 6) a 9, 10, 11, 12 és 17 teljesen védett azacukor
tartalmt diszacharidok eldallitasan keresztiil értiik el. A védett diszacharidok szintézisét a 2-
azido-2-dezoxi-D-gliikopiranozil donor (8) ¢s az L-idoz (13 és 15), L-iduronsav (14 és 16),

valamint D-gliikuronsav (18) azacukor akceptorok glikozilezésével valositottuk meg (5. ébra).
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/ 9 R'=Cbz; R%=CH, OINAP Ha az R'= Cbz
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11 R'= Ns, R’= CHZOINAP 14
BnO 2_ 1 .
BnO SPh 15 R“= CH,0O 'NAP;
N 16

8

OAcCI
Bnoﬁ%
BnO
HO N~

BnO OLev
OLev

5. abra. Heparanaz inhibitor diszacharidok szintézise.
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A karboxil funkciot (14, 16 és 18) terc-butil észter formajaban védtiik. Az azacukor
gylriis nitrogénjét benziloxikarbonillal (Cbz) (13, 14), illetve a kés6ébbi munkank soran
nozillal (Ns) (15, 16 és 18) veédtiik. A glikozil akceptorok szintézise kdzben az O-4 és O-6
pozicidkat (1-naftil)metilén acetallal lattuk el. A ciklikus acetdl reduktiv gylirlinyitdsaval
lehetévé valt mind az O-4, mind az O-6 (1-naftil)metil éterek eldallitasa. Mindkét szarmazék
az O-4 pozicidban glikozilezhetd volt, tovabba az O-6 oxidalt szarmazékot (14, 16 és 18) is
eléallitottuk.
intermedierbdl (17) ortogondlis véddcsoportok alkalmazasaval valositottuk meg. E célra olyan
aza-D-gliikkuronsav glikozil akceptort (18) szintetizaltunk, amely O-2-n a kloracetil csoporttal

ortogonalis levulinoil véddcsoportot tartalmaz.

3.1. Az 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iditol glikozil akceptorok szintézise

3.1.1. A benziloxikarbonillal védett 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iditol glikozil akceptorok
szintézise

Az 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iditol glikozil akceptorok szintézisét a kereskedelmi
forgalomban kaphaté D-gliikdzbdl kiindulva kezdtiik, melyet tioglikozid szarmazékka (19)
alakitottunk irodalmi analdgidk alapjan. A 21 kulcs intermeder eldallitdsdra a 20 diolbodl
kiindulva kétféle szintézis modszert is kidolgoztunk. Az azaakceptorok szintézisének kulcs
Iépése a nitrogén tartalmu szénhidrat gylrti kialakitdsa. Az L-ido gylrt kialakitasara
Mitsunobu reakcidt valasztottunk. A Mitsunobu reakcidhoz az amin protonjat kelléen savassa
kell tenni, ehhez irodalmi analégia alapjan’ a 4-nitrobenzolszulfonil (nozil, Ns) csoportot
alkalmaztuk. Az N-nozillal védett D-giiko szarmazék (22) Sn2 nukleofil szubsztiticidja a
nozil csoport eltavolitdsa utan a gylirlis szabad amint benziloxikarbonil véddcsoporttal
szubsztitualtuk. A teljesen védett 25 imino-iditol szarmazékbol lehetéség nyilik tovabbi
szelektiv kémiai atalakitdsokra. Az (1-naftil)metilén ciklikus acetal reduktiv gytirinyitasa
NaCNBH;-al és sosavas-éterrel’® a 6-O-naftilmetil-éter szarmazékokat (13) adta. A 4-O-
naftilmetil-éter szarmazékokat (26) pedig a kutatocsoportunkban kidolgozott reduktiv
gyliriinyitasi modszert (BH; THF/TMSOTf, CH,Cl))'' alkalmazva allitottuk el kivald

hozammal.
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A 4-O-naftilmetil-éter szdrmazékbdl az uronsav tartalmu glikozil akceptort (14) piridinium-
dikromat, ecetsavanhidrid és terc-butanol reagenssel (Corey-Samuelsson médszer)'? torténd

oxidativ észteresitéssel allitottuk eld (6. abra).
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13
6. abra. A benziloxikarbonillal védett 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iditol glikozil akceptorok

szintézise.

3.1.2. A nozillal védett 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iditol glikozil akceptorok szintézise

A munkdk elsé részében irodalmi analdgidk alapjan a benziloxikarbonil csoportot
alkalmaztuk az iminocukor gylirGis nitrogénjének védelmére. A benziloxikarbonillal védett
szarmazeékok szintézise kOzben szamos probléma nehezitette a munkénkat, példaul az
intermedierek NMR spektrumaban jeldupldzodéasok, jelszélesedések nehezitették az
asszignaciot, mely a csoport gatolt rotdcidja miatt alakult ki. A szabad diszacharidok
szintézise kozben a benziloxikarbonillal védett szarmazékbol, jelentds mennyiségli, nem vart
melléktermék is rontotta a szintézis hozamat. Ezzel szemben a nozillal védett szarmazékok
NMR spektrumaban nem latszottak az asszignaciot nehezitd jelek. Ezért dontdttiink tgy, hogy

a gylris nitrogén védelmére a benziloxikarbonil helyett a nozil csoportot alkalmazzuk.
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Mivel az irodalomban semmilyen informacié nem allt rendelkezésiinkre arrdl, hogy a nozil
milyen reakcio koriilmények kozott alkalmazhatd, igy probareakciokban gy6zddtiink meg,
annak alkalmazhatdsagéarol, az altalunk alkalmazni kivant atalakitasok, véddcsoport

eltavolitasok soran (7. abra).

OBn/NS OBn_Ns OBn H
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7. abra. A nozillal védett 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iditol glikozil akceptorok (15 és 16)

szintézise.

A probareakciokbol egyértelmiivé valt, hogy a nozil csoport stabil maradt a kordbban
bemutatott reduktiv gytirlinyitas reakciokoriilmények soran (a 1€épések), a Corey-Samuelsson
oxidacié (b 1épés), az (1-naftil)metil-éter ('NAP) véddcsoport eltavolitasa (b 1€épés) soran,

valamint eltavolithat6 a szulfonatd csoport sériilése nélkiil (c 1€pés).

3.2. A p-glukuronitol glikozil akceptor szintézise

A 3-O-benzil-1,5-didezoxi-1,5-imino-D-glucitol (30) kulcsintermediert eléallitva azt
tapasztaltuk, hogy a vegylilet fizikai paraméterei nem egyeznek az irodalomban megadott
értékekkel. A Roy és munkatérsai altal leirt szintézisut' alapjan feltételezhetd volt, hogy az
altaluk kozolt 3-O-benzil-1,5-didezoxi-1,5-imino-D-glucitol valdjdban nem D-glucitol, hanem
a megfeleld L-iditol szarmazék. Ezért egy egyértelmi, révid és jo hozamu szintézisutat
dolgoztunk ki, mind a 3-O-benzil-1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iditol, mind pedig a megfelelé D-
glucitol szarmazék szintézisére (8. abra). Megallapitottuk, hogy a 3-O-benzil-1,5-didezoxi-
1,5-imino-D-glucitolként leirt vegyiilet valojadban az L-iditol (32). A 30 intermedierbdl
kiindulva allitottuk eld a 18 D-glucitol glikozil akceptort (8. dbra).
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8. abra. A 3-O-benzil-1,5-didezoxi-1,5-imino-D-glucitol (30), L-iditol (32)

kulcsintermedierek és a D-glucitol glikozil akceptor (18) szintézise.

3.3. Glikozilezések: védett aza-diszacharidok szintézise

A 8 glikozil donort a 13 benziloxikarbonillal védett azacukor glikozil akceptorokkal
DMTST" promoéter jelenlétében kapcsoltuk. A tovabbi glikozilezéseket Me,S,-TH,0"
(dimetil-diszulfid-trifluormetanszulfonsav-anhidrid) promoterrel végeztiik. Mivel az utobbi
promoéter lényegesen reaktivabb, a glikozilezések rovidebb idé alatt jobb hozammal
valosultak meg. A glikozilezéseket dietil-éter — diklérmetan olddszerelegyben végeztiik.
Minden esetben jo6 hozammal, szetercoszelektiven kaptuk az o interglikozidos kotést

tartalmazé diszacharidokat (9. ébra).



HEPARANAZ INHIBITOROK SZINTEZISE

OAcCI o8 OACCI
1 n/ X OBn
BnO Q NAPO N BnO QNAPO~_/~[-\ %
BnO Ph + —» BnO 59%
Ny S N3 O OBn

OACcCI OAcCI
o OBn/ OBn/
BnO N BnO Q tBuO,C7 N
BnO Sph+ tBUO,C — > BnO %\7 80%
N3 N3 (@)
8 14 OH OBn 10 OBn
OAcCI OB OAcCI N
1 n/ 1 OBn, Ns
BnO 0 NAPO N BNO o0 INAPO e
BnO + —» BnO 86%
N SPh N
g '\3 15 OH OBn 3 O 11 OBn
OAcCI OAcCI
0 OBn/NS OBn/NS
BnO N BnO Q tBuo,C7 N
BnO + tBuOC — » BnO 90%
N SPh N
g 2 16 OH OBn 3 O 12 OBn
OAcCI
BnO Q HO N~Ns BnO tBUO,C
Bno + BnO —_— N3 O N\NS
Ny SFPh OLev BnO 75%
8 18 17 OLev

9. abra. A védett aza-diszacharid szintézise.

3.4. Az aza-pszeudodiszacharidok szintézise
diszacharidokbol allitottuk el6. Az egyes véddcsoportok szelektiv eltavolitasa, valamint
szulfatalas és katalitikus hidrogénezéssel az allandé véddcsoportok hidrolizise utan kaptuk az

1, 2, 3 és 4 potencidlis hepardnaz inhibitorokat (10. dbra).
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10. abra. Az aza-pszeudodiszacharidok szintézise.

cre

ortogonalisan védett diszacharidbol allitottuk eld. Bizonyitottuk, hogy a kloracetil (AcCl) és a
levulinoil (Lev) szelektiven eltavolithatd egymas melldl, ezzel egy kdzponti diszacharidbol
két kiilonbozo pozicidkban O-szulfonatd csoportot tartalmazod célvegyiiletet allitottunk eld

(10.abra).

3.5. Az 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iduronitol szintézise
A 14 intermedierbdl a terc-butil észter savas hidrolizisével majd a benziloxikarbonil és
benzil védécsoportok katalitikus hidrogénezéssel torténd eltavolitasaval allitottuk elé a 7 1-

deoxynojirimycin® szarmazékot (11. abra).

BnO  Chz BnO Cbz OH H
tBuO,C AN NaO,C/_IN Na0,C7_LN
B ——_— B ——
OH OBn OH OBn OH OH
14 31 7

11. abra. Az 1,5-didezoxi-1,5-imino-L-iduronitol szintézise

-10 -
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4. TEZISEK

1.

A heparandaz enzim szelektiv gatlasa céljabol olyan azacukor tartalmu
pszeudooligoszacharidokat terveztiink és allitottunk elé, melyek a heparin és a

heparan-szulfat szerkezetével mutatnak kozeli hasonlosagot [1, 2 és 3].

A tervezett pszeudodiszacharidok koziil hat darab kiilonbdz6 képpen szubsztitualt, L-

T

egy 1-deoxynojirimycin monoszacharid [3] szarmazek szintézisét valositottuk meg.
Els6ként mi  Allitottunk eld L-ido  konfigurdcidji  azacukor tartalmu

pszeudodiszacharidokat [1 és 3].

A célvegyiiletek eldallitasa érdekében 1j, hatékony szintézisutakat dolgoztunk ki az L-

cre

c sy

kapcsoltuk egy 2-azido tioglikozid donorral [1 és 3].

Bevezettiik az iminocukrok gytirlis nitrogénjének védelmére a nozil véddcsoportot €s
négy kiilonbozdképpen szubsztitualt (3, 4, S5 és 6) aza-pszeudodiszacharid szintézise
soran demonstraltuk a nozil csoport hasznalatanak elényeit. Igazoltuk, hogy a nozil
csoport stabil marad j6 néhany éltalanosan hasznalt kémiai atalakitas, igy példaul a
reduktiv gytirlinyitas, glikozilezés, oxidacio, szulfatalds €s szdmos véddcsoport (Ac,
Bz, ClAc, Lev, fBu stb.) eltdvolitasa soran. Bemutattuk, hogy az N-nozil csoport
ortogonalis az azido funkcidval. A nozil hasznalatanak masik nagyon fontos elényére
is ravilagitottunk, hogy az N-nozil szarmazékok NMR spektruma Iényegesen jobb

mindségl, mint az N-benziloxikarbonil szarmazékok esetén az megfigyelhetd volt [1].

Az azacukrok szintézisében eddig még nem alkalmazott (1-naftil)metilén acetalt
sikeresen alkalmaztuk a 4-O és 6-O pozicidk egyidejli védelmére. Bemutattuk, hogy
az (1-naftil)metilén acetdl reduktiv gylrlinyitasaval lehetévé valik mind az O-4 mind

az O-6 poziciok tovabbi szelektiv atalakitasa [1 és 3].
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Kidolgoztunk egy jo hozamu, rovid és egyértelmii szintézis utat a 3-O-benzil-1,5-
didezoxi-1,5-imino-D-glucitol ~ és  L-iditol  kulcsintermedierek  szintézisére.

Ramutattunk, hogy az irodalomban D-glucitolként leirt vegyiilet valojaban L-iditol

crer
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