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ABSTRACT

Incorporation of carbohydrate moieties into biologically active molecules has widespread interest
because of their decisive role in the biological recognition, transport and absorption. Despite of the importance
of it, only very few building blocks are available, which can be applied for the incorporation of the
carbohydrate moiety. Our aim was the preparation of appropriately protected, glycosilated amino acid
derivatives which can be applied for glycopeptide synthesis or the preparation of drug conjugates.
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OSSZEFOGLALO

Szénhidratok beépitése biologiailag aktiv molekulakba széleskorii érdeklddésre tart szamot, ugyanis a
glikozilacié meghatarozo jelentdségii a biologiai felismerés, felszivodas és transzport szempontjabol. Nyil-
vanvald fontossaga ellenére meglehetdsen kevés olyan €pitdkd all rendelkezésre, amelyekkel szénhidratok
beépitését meg tudnank valositani. Célunk megfelelden védett glikozilalt aminosav-szarmazekok szintézise,
melyek felhasznalasaval glikopeptideket és gyogyszermolekula-konjugatumokat tudnank eléallitani.

Kulcsszavak: glikozilacio, épitékdvek, biokonjugatumok, transzport, abszorpciod

1. ELMELETI HATTER

Az utobbi idékben nagyon fontos fejlesztési irannya valt a gyogyszermolekulak transzportjanak, felszi-
vodasanak a modulédlasa. Ennek egyik eszkdze az ezen molekuldk felszivodasadban szerepet jatszo
transzporterfehérjék igénybevétele.

A bélhdmsejteken keresztiili transzportot az aminosavak, peptidek, szteroidok és szénhidratok is el6
tudjak segiteni, ezért az ezek konjugatumait tartalmazo készitményeknek a felszivodasa joval kedvezébb lehet
az eredeti hatéanyag-molekulaénal. Erre kivaloé példa a virusellenes Acyclovir valin-észter konjugatuma,
amely Valacyclovir néven mar bevezetett gydgyszer [1].

Feltételezziik, hogy maés, tobb transzporterfehérjét is felhasznald konjugatumok még hatékonyabbak
lesznek, ezért aminosavak, kis peptidek glikozilalt szarmazékait kivantuk kiilonb6z6 hatéanyagokhoz konju-
gélni, hogy igy jobb felszivodasu anyagokhoz juthassunk.

Annak ellenére, hogy az €16 szervezetekben lejatszodo egyik legfontosabb reakcio a glikozilacio, szin-
tetikus kémiai Kivitelezése maig problematikusnak tekinthet6 a szénhidratrész elGallitasi, a cukor és
aminosavrész Osszekapcsolasi, valamint a megfeleld védGcsoport-kombinéciok kivalasztasdnak nehézségei
miatt.
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2. CELKITUZES

Célul tiztiik ki olyan, megfeleléen védett glikozilalt aminosav-szarmazékok szintézisét, melyek fel-
hasznalasaval részben glikopeptideket allithatnank eld; masrészt ezek felhasznalasaval olyan gyogyszermole-
kula-konjugatumokat tudnank szintetizalni, melyek az eredetihez képest lényegesen jobb felszivodasi, illetve
transzport-tulajdonsagokkal rendelkeznek.

3. ASZINTEZISEK ES AZOK EREDMENYEI

A szintézisek kulcsvegyilete olyan glikoz-szarmazék, amely 2,3,4,6-hidroxil-csoportjan vedett, az 1-es
hidroxil-csoportjan pedig aktivalt. A kulcsvegyiilet eléallitisa soran a kereskedelmi forgalomban kaphatd
1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-gliikdzbdl (1) indultunk ki. Ennek a vegyuletnek a glikozidos hidroxil-csoportjan
1év6 acetil-csoportot metil-aminnal tavolitottuk el. A kapott termékhez, vagyis a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glikozhoz (2) trikloracetonitrilt és 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-ént (DBU) adtunk, melyek reakcidjaval
eléallitottuk a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glikopiranozil-trikl6racetimidatot (3) [2].

OAc OAc oac 3 NH
3 w%@\c CH,NH, Aco&/w CCl,CN.DBU Aco/&V
AcO abs. THF AcO CH,Cl, AcO 0)
" OAc o2 OAc it, 6h OAc
(2) 3)
1. abra

A kulcsvegyulet (3) szintézise

(3) izolaléasara az irodalomban leirthoz képest Uj, hatékonyabb, gazdasdgosabb mddszert fejlesztettiink
ki: kromatografia helyett az etil-acetatban torténd feloldas utan 5%-0s KHSO,-tal torténd extrahalassal szaba-
dultunk meg a melléktermékektol.
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2. abra
A tisztitott (3) HPLC-profilja
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3. dbra
A tisztitott (3) ESI-tdmegspektruma

A (3)t ezek utan eldszér Fmoc-Ser-OBzl védetlen alkoholos hidroxil-csoportjadhoz kapcsoltuk
trimetilszilil-trifluoro-metanszulfonat (TMSOTTf) promoter segitségével. Ennek sordn megvizsgaltuk a reakcid
homérsékletfiiggését: probareakciot végeztiink -45 °C-on / -15 °C-on / 0 °C-on / szobah6mérsékleten, és azt
allapitottuk meg, hogy -15 °C-on legjobb a konverzi6: 21%. Ez a hozam a Fmoc-Ser-OBzl alkoholos hidroxil-
csoportjanak nagyfoku térgatlasa miatt elmarad a glikozilaci6 soran elvarttdl (~50-70%), ennek ellenére sike-
riilt el6allitani a Fmoc-Ser[Glc(4Ac)]-OBzl-t (4).

cCl
OAc V”H Fmoc-Ser-OBzl 1 ekv o
ACO%O TMSOTF 0.2 ekv )\NH
AcO © -~ o "
abs. THF OAc
OAc 15h 5
AcO (0]
i AcO 0
1.5 ekv
OAc
(4)
4. dbra

A glikozilacié sémaja
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1. tablazat. Konverzo fliggése a hdmérséklettol

-45°C -15°C  0°C szobahOmérséklet
Konverzié (%) 11 21 15 5

VWD1 A, Wavelength=220 nm (S:\GABOR\CUKOR128.D)
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5. abra
A tisztitott (4) HPLC profilja

A kivant termék mellett azonban jelentds mértékben képzOdott a 2-es pozicioban dezacetilezett mellék-
termék, a Fmoc-Ser[Glc(3Ac)]-OBzl, melynek szerkezetét H'- és C*-NMR spektruménak felvételével bizo-
nyitottuk. A tapasztalt mellékreakcié a szakirodalomban sem ismeretlen [3].

Az alacsony konverzi6 és a nagy mértékben képz6dott melléktermék miatt masik glikozil-akceptorhoz,
a Boc-Ser-OBzl-hez fordultunk. Itt a kisebb térgatlas miatt nagyobb hozamra szamitottunk.

A reakcidt -15°C-on végeztik el. 25%-0s konverziét értiink el, valamint dezacetilezett melléktermék
nem keletkezett.

Ezek alapjan elmondhato, hogy a Boc-Ser-OBzl alkalmas glikozil-akceptor a glikozilezési reakcidhoz.

A tovabbiakban tervezziik mas hdmérsékleteken is elvégezni a Boc-Ser-OBzI glikozilaciéjat, annak ki-
deritése érdekében, hogy tudunk-e elérni jobb hozamot. Ezek utan el kell tavolitanunk a Bzl véd6csoportot,
majd meg kell tisztitanunk a kapott Boc-Ser[GIc(4Ac)]-OH-t. Ezt kdvetéen végezhetjiik el az épit6ké konju-
galasat kiilonboz6 gyogyszermolekulakhoz, valamint épithetjik be peptidekbe glikopeptidek szintézise célja-
bol.

4. KISERLETI RESZ

4.1. 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranoz (2) eldallitasa

1,05 g (2,70 mmol) penta-O-acetil-B-D-glikoz olddsa 10 ml abs. THF-ban. 680 pl (5,40 mmol) metil-
amin hozzaadésa. Kevertetés 2 Ora hosszaig szobahémérsékleten. Beparlas. Sargasbarna olajos anyag.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10p C18(2) 100A; gradiens: 5-80% B 25 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tg= 15.332 min

ESI-MS: 366,4= [M + NH,]"

4.2. 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glukopiranozil-trikloracetimidat (3) eléallitasa

1,39 g (3,98 mmol) (2) oldasa 22 ml abs. THF-ban. 1,28 ml (12,80 mmol) trikléracetonitril és 0,120 ml
(0,80 mmol) DBU hozzéadasa. Kevertetés szobahén 6 ora hosszaig. Bepéarlés. Barna olajos anyag.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10u C18(2) 100A; gradiens: 5-80% B 25 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tg= 12.452 min

ESI-MS: 531.3=[M + K]"
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4.3 A 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glikopiranozil-trikldracetimidat (3) tisztitasa

8,60 g (2) oldasa 50 ml etil-acetatban. Extrahalas 3 x 50 ml 5%-0s KHSO,-tal, majd 1 x 50 ml telitett
NaCl-oldattal. Szaritas sicc. Na,SO,4-on. Sziirés, majd beparlas. Tisztitott (3) tomege: 4,60 g.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10p C18(2) 100A; gradiens: 5-80% B 25 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tz=12.771 min

ESI-MS: 531.7=[M + K]"

4.4. Fmoc-Ser[Glc(4Ac)]-OBzl (4) eléallitasa

0,084 g (0,20 mmol) Fmoc-Ser-OBzl oldasa 0,5 ml abs. THF-ban. 7 pl (0,039 mmol) TMSOTf
hozzaadésa. -45 °C-on (aceton/szarazjég) / -15 °C-on (NaCl/jég) / 0 °C-on (jég) / szobahémérsékleten 1 ml
THF-ban oldott 0,237 g (0,30 mmol) (3) hozzaadasa. Kevertetés 1,5 6ra hosszaig. Beparlas.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10pu C18(2) 100A; gradiens: 70-100% B 15 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tz=11.941 min

ESI-MS: 748,82= [M +H]"

4.5. Boc-Ser[Glc(4Ac)]-OBzl (5) elballitasa

0,060 g (0,20 mmol) Boc-Ser-OBzl oldasa 0,5 ml abs. THF-ban. 7 pl (0,039 mmol) TMSOTf hozza-
adasa. -15 °C-on (NaCl/jég) 1 ml THF-ban oldott 0,237 g (0,3 mmol) (3) hozzaadasa. Kevertetés 1,5 éra hosz-
szaig. Beparlas.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10p C18(2) 100A; gradiens: 70-100% B 15 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tg= 9.486 min

ESI-MS: 670,76= [M +H]"
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