Részletes szakmai beszamol 6

Korabban elért eredmények rovid ismertetése:

A természetben a szulfatdlt szénhidrétok egyrészt rendkivili gyakorisdggal fordulnak elo,
masrészt  kitlntetett biologiai, €élettani  feladatokat 1&nak el. Legjelentésebbek a
glikdzaminoglikdnok, amelyek harom karakterisztikus szervezeti egységet tartalmaznak:
uronsavakat, aminocukrokat és cukorszulfatokat. Ezek a polianion strukturak proteinekkel
[épnek kolcstnhatésba és valnak szinte valamennyi alati szovetféleség alkotéelemeivé. A
h&rom alkotéelem kozul a cukorszulfatokat emelnénk ki, amelyek kénsav-észterek, igy
bézisérzékenyek és észterdzokkal is bonthatdk. A cukorszulfonsavak természeti eléfordulésa
[ényegesen ritkdbb, mint a cukorszulfdtoké de mivel valamennyi fotoszintetizald sejt
membranjaban eléfordulnak, mennyiségik oriési. Ezek kozul a szulfokvinovozildiacilglicerol
a legjelentésebb. A cukorkomponens egy 6-dezoxi-glikdzszarmazék. Szinte napjainkig ez
volt az egyetlen ismert természetes cukorszulfonsav. Torekvésink a cukorszulfatok (1)
helyettesitése cukorszulfonsavakkal (I1), ill. cukor-CH,-szulfonsavakkal (111), amelyeknek
sz&rmazékai atermészetben ugyancsak el6fordulnak. A szerkezeti hasonldsag:

|. Cukor-O-SOsNa ( Natriumso formaban)
I1. Cukor-SOsNa
[1. Cukor-CH2803Na

Az |. és Ill. vegylletek izoszter viszonyban dlnak egyméssal, igy a hasonlé szerkezethez
kapcsolodd biologial hatas is valdszinisithet. A I1. csoporthoz tartozd vegyiletek kozl
elédllitottuk a glikoz- és galaktdz-6-szulfatot, ezek CHo- szulfétjait, tovabba a 6-dezoxi-L-
mannoz- és a 6-dezoxi-L -tal6z-4-CH,-szulfonsavait.

Vizsgalatok OTK A tAmogatéassal:
|. Szulfonsav szar mazékok szintézise

1. Hex6z-2-SO3;Na sz&rmazékok el6dllitasa 2-tio-vandorléssal: Ennek az a lényege, hogy
1,2-transz-2-O-mezil tioglikozidok alkalmasan vélasztott nukleofilekkel 1,2-transz-2-
tio-1- nukleofil (alkil, aril, azid, SR) sz&rmazékokka alakithatok, mikdzben mindkét
centrumon (C-1, C-2) inverzio kovetkezik be: igy 1-tio-b-glikozidokbdl 2-tio-a-
mannozidok, mig 1-tio-a-mannozidokbdl 2-tio-b-glikozidok képzédnek. (Synlett
2005, 14, 2242-2244.). A tio-glikozidok szerencsés megvalasztasdval a 2-tio
csoportokat (SAc, STr, SNAP, SPMB, SAll, SCH,-CH,-SiMe;) szulfonsavakka
tudtuk oxidalni, igy akér a gliko-, akér a manno-sorban 2-szulfonsavakat preparatunk.
A cukrok C-1 (anomer) pozicidiba ugyancsak tetszéleges aktiv csoportokat (pl. Ns;
NHa; SH; SCN) vihetlink be, amelyek segitségével pl. szulfonamidok, szulfopepdidek
és a természetben szulfonatokat tartalmazd oligoszacharidok prepardasara nyilik
lehet6seg. (Tetrahedron Lett., 2005, 46, 5191-5194.)

2. Az €l6z6 fejezetben bemutatésra kerlilt, hogy az 1-tio-2-O-mezil-, vagy a 2-O-tozil-a-
D-mannopiranozidok, vagy a b-D-glikopiranozidok nukleofilekkel (CHsO-, R-COO-,
N3-) egy 1,2-atrendezédés révén pl. metil-2-tio-b-D-manno-, vagy metil-2-tio-b-D-
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4.

gluko-szarmazékokka rendezédnek é&. Ez a modszer kivald lehetéséget nydjt arra,
hogy egy szimpla oxidacidéval 2-C-szulfonsav-mannézokat ill. 2-C-szulfonsav-
glukdzokat Alitsunk el6. Ezek a reakciok episzulfonium intermediereken keresztil
jatszédnak le, amelyek lehetévé teszik a kiinduldsi vegylletek C2-atomjanak
konfiguréciovaltésat, tovdbba az anomercentrumon (C-1) az aglikon a- vagy b-
formaban torténé megjelenitését. A C2- atom konfiguréciovaltésa rendkivil fontos
folyamat, mert gluko-sorbdl a manno-sorba, illetve a manno-sorbdl a gliko-sorba
lehet &menni. Az a, b &menetek izomerécioval szabdlyozhatok. Felvet6dott a kérdeés,
hogy milyen térvényszeriiségek érvényesiiinek abban az esetben, ha tioglikozidok 2-
O-mezil-, vagy 2-O-tozil sz&rmazékait tio-nukleofilekkel reagéltatjuk? Példaul, ha egy
fenil 2-O-mezil-1-tio-b-D-glikopiranozidot natrium-tiofenoléttal, vagy natrium-
tiometilétal kezellink. Ugyanez a kérdés mertlhet fel, hogy milyen terméket nyeriink,
ha egy fenil 2-O-mezil-1-tio-a-D-mannopiranozidot kezeltiink tio-nukleofilekkel. A
fotermékek analizise (MS, 1H- és 13C-NMR, polarimetria, kémiai reakciok, stb.) egy
Uj vegyuletcsoport felismeréséhez vezetett. Konkrétan, ha fenil 3-O-benzil-4,6-O-
benzilidén-2-O-mezil-1-tio-b-D-glikopiranozidot (1) NaSPh-tal kezeltunk,
termékkeént fenil 3-O-benzil-4,6-O-benzilidén-2-S-fenil-1-tio-b-D-mannopiranozidot
(2) izoldlitunk. Ha az 1-es vegyuletet NaSMe-tal reagéltattuk, ugy fenil 3-O-benzil-4,6-
O-benzilidén-2-S-metil-1-tio-b-D-mannopiranozidot (3) nyertlink. Ezen ut6bbi, 3-as
vegylletnél tisztazni kellett, hogy az anomer pozicidban valéban tiofenil csoport van-e,
vagy esetleg a tiometil aglikon alakult ki. Irodalombdl ismert, hogy a tioglikozidok
NBS-sel szelektiven hasithatok ciklofélacetdlok keletkezése kozben. A 3-as
vegyuletbdl NBS-sel  3-O-benzil-4,6-O-benzilidén-2-S-metil-a,b-D-mannopirandzt
lehetett izolalni. Ez a kisérlet egyértelmiien bizonyitotta, hogy a b-glikozidokbdélditio-
b-mannozidok keletkeznek, amelyben az aglikon valtozatlanul marad, mig a C2-es
pozicidba belépd tio-nukleofil SN-2 mechanizmus szerint konfigurécié véltozast
eredmeényez 1,2-cisz-dito-b-D-mannopiranozid keletkezése kdzben. Megvizsgéltuk a
fenil- és etil-3-O-benzil-4,6-O-benzilidén-2-O-mezil- 1-tio-a-D-mannopiranozidok
viselkedését kiilénbdzé tio-nukleofilekkel (NaSPh v. NaSMe) szemben. Ezekbd! fenil-
és etil-3-O-benzil-4,6-O-benzilidén  2-S-fenil  (metil)-1-tio-a-D-glukopiranozidok
keletkeztek. (Carbohydr. Res., 344 (2009) 2461-2467.

A glikoproteinek és glikolipidek terminadlis szénhidratjai N-acetilneuraminsavak ill.
sz&rmazékaik. Bioldgiai jelentéségik kiemelkeds. Célunk metilénszulfonsav
analogonok eléalitésa volt. A kiindulasi molekulak L-fuk6z és meténszulfonsav
etilészter. Az utdbbi molekula butillitium &atal  addiciondodik az L-fukdzbol
levezethet6 aldonsav laktonra, amely 4-es pozicidban azidocsoportot tartalmaz. Az
addicié lezajlésa utan a 3-as poziciot dezoxi C-atomra hidrogéneztikk. igy a nyert
hattagll szkeleton minden vonatkozasban azonos az N-acetilneuraminsav vézaval.
(Tetrahedron Lett., 49 (2008) 1196-1198.) A RoOntgen-krisztallografiai mérések
minden vonatkozésban megerésitették az NMR vizsgalatokat.

A cukorszulfonsavak egyik specidlis formdjaként eléalitott szulfoul6zonsavak
szerkezeti vonésaik alapjan az N-acetil-neuraminsavakhoz és a KDO szarmazékokhoz
hasonlitanak. Mind a harom vegyulettipus k6zos vondsa, hogy az anomer centrum
nem hordoz H szubsztituenst, ezért az anomer konfiguracio nem hatérozhaté meg
hdrom kotésen keresztll hatd proton-proton kolcsonhatés alapjan. A fenti cukrok
glikozidjainak anomer konfiguréaciojét az a-C atom és a y-C atomon |évé proton
koz6tti proton-szén kolcstnhatés nagysaga alapjan hataroztuk meg. (Carbohydr., Res.,
342 (2007) 1393-1404). Egyébként modern szintetikus szénhidratkémiai kutatés
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elképzelhetetlen korszerti miszeres vizsgdlatok nélkil. Ezen vizsgaatok
teljesitoképességére j6 példa a hidroxil csoportokban igen gazdag szénhidratoknal az
OH rotamerek egyenslyi viszonyainak meghatérozasa, ezeket a vizsgalatokat alifés
vicindlis polialkoholok és rogzitett konformécioju cukrok esetében végeztik €. (J.
Comput. Chem., 30 (2009) 540-550.)

5. Heparin analégok a cukorszulfonsavak révén

A heparin a gluk6zaminoglikénok csoportjahoz tartozik. Poliszacharid, linedris
szerkezettel. Régen ismert, hogy a heparin a véralvadast gatolja. Az orvostudoméany az
1930-as évektol kezdodbéen hasznalja. Az utébbi 30-35 évben hatalmas tudomanyos
mozgalom |étrehozta a szintetikus heparin analogonokat. A szintetikus heparin
pentaszacharid monoszacharidokbdl 58 kémiai lépésben sziiletett meg, s nyert igen
eredményes, sokoldall felhasznaldst. Az Ottagl oligoszacharid (D-E-F-G-H)
véralvadasgétlo hatasét vizsgalva kiderllt, hogy az oligoszacharid pentamer kotédik
az antitrombinhoz, azt aktivalja, és az aktivalt antitrombin inhibidlja a véralvadas
folyamatanak tébb |épését.

A D-E-F-G-H monoszacharidokbdl feléplilé, Fondaparinux elnevezési pentamer
némileg médosul a heparinhoz képest. Jellemz6 vonédsa a Fondaparinuxnak, hogy a
glikézaminoglikanok aminocsoportjainak acetilezése elmarad, s az amin szulfatalt
formaban jelenik meg.

A heparin pentaszacharidnak szamos nem-glikdzaminoglikan tipusi analogjat is
el6dlitottédk, néhany szarmazék kiemelked6 antitrombotikus hatéasa bebizonyitotta,
hogy a glikdézamin aminocsoportjara nincs szikség, és a szabad hidroxilcsoportok
metilezhetéek. A leghatékonyabb ilyen sz&rmazék  elnevezése Idraparinux,
Osszetétele ugyancsak pentamer.

Felmerilt a kérdés, hogy milyen aktivitdssal rendelkezhetnek a szulfétészterek helyett
bioizoszter szulfonatometil-csoportot tartalmazd heparin-analog oligoszacharidok. E
kérdés megvélaszolasa céljabdl elhataroztuk a heparin pentaszacharid metilszulfonsav
analégjainak szintézisét. A kénsavészterek modositésdt  metilénszulfonsavakkal
kivantuk megvalositani, ugy hogy az O-SO; észtercsoportokat szisztematikusan,
egyesevel CH,-SO; csoporttal helyettesitjik. Hat diszacharid szintézisét a tavasz
folyaman megvaldsitottuk és publikdltuk. A visszhang igen kedvezd, a szintetikus
munka tovabbi fejlesztése folyamatban van. (Org. Lett., 11 (2009) 2619-2622.)

II. Természetben el6forduld oligo- és poliszacharidok szintézise

A természetes eredetii oligo- és poliszacharidok negativ toltéshordoz6i az uronsavak, a
foszforsavak és a kénsav észterek. A hdrom tertileten elért eredményeinket a fenti sorrendben
targyaljuk.

1. A Mycobacterium avium 19-es szerovaridnsa pentaszacharid hapténjének szintézise

A mycobactériumok patogén mikroorganizmusok. Az egyes szerovariansok eltéré
sejtfelszin antigénekkel rendelkeznek, melyeknek szerospecifitasit a peptidoglikanok
szénhidrét része hatdrozza meg. A szénhidrét rész minden esetben kilonleges
szerkezetii  oligoszacharid.  Jelentésiinkben  szereplé6  Mycobacterium — avium



pentaszacharidja a legbonyolultabb szerkezeti az ismert mycobactériumok
oligoszacharid antigénjei kozul:

3,4-Di-OMe-b-D-GlcpA-(1-3)-6d-3-CMe-2,4-di-OMe-a-L-Manp-(1-3)-a-
V. V.

L-Rhap-(1-3)-a-L-Rhap-(1-2)-6d-a-L-Talp-(1-
1. . .

A pentaszacharid I1V. és V. egységei eddig ismeretlen, szubsztitualt monoszacharidok.
Ezek elsd szintéziset megvalositottuk. Az elébbi két egység kozotti interglikozidos
kotés kialakitésa, egy terc. hidroxilcsoport glikozilezése, egyedildllo példa az
irodalomban. Az irodalomban fellelhet6 bizonytalansag, nevezetesen, hogy a IV.
egység esetleg nem L-Manp, hanem 6d-a-L-Talp, munkank eredményekeént céfolatot
nyert. A két teljesen azonos modon szubsztitudlt monoszacharid (6d-3-CMe-2,4-di-
OMe-a-L-Manp ill. 6d-3-CMe-2,4-di-OMe-a-L-Talp) tercier OH csoportjanak
glikozilezése, s6t barmilyen szubsztitUcidja esetén az utobbind 4C1(L) 1CA4(L)
konformaciovaltés kovetkezett be, amelynek 1H-NMR spektruma nem esett egybe a
természetes pentaszacharid adott részével. igy tovébbi vizsgalat nélkil bizonyitést
nyert, hogy a természetes vegyliletben a szubsztitudlt 6d-L-Manp és nem a 6d-a-L-
Talp szerepel. (Carbohydr. Res., 341 (2006) 1312-1321.)

. A D-ribitol-1-foszf& okta- és dodekamerjeinek el6allitdsa és ezek protein
konjug&umainak szintézise

A teichoinsav féleg a Gram-pozitiv baktériumok tobbrétegli sejtfaldnak legkilss
rétege. A teichoinsav tulgjdonképpen nem is poliszacharid, mivel a cukoregységek
nem glikozidos, hanem foszfodiészter kétéssel kapcsolddnak egyméshoz. A ribitol
molekul&kat esetenkeént glicerin, mono-(D-galaktéz) és diszacharidok [(-6)-b-D-Galp-
(1-3)-a-D-GapNAc-(1-] is parcidlisan helyettesithetik. Ezek a nagy moltomegi
polimerek a baktérium segjtfal poliszacharidokkal és sejtfal proteinekkel kovalens
kotéssel reagalhatnak, igy a teichoinsav is antigénként viselkedik, ellene specifikus
antitestek termel6dnek.
Egyuttmiikodésben az NIH (National Ingtitute of Child Health and Human
Development) munkatarsaival kidolgozasra kertilt egy 8 és egy 12 ribitolfoszfatot
tartalmazo oligomer, a terminalis foszforamidétot aminoetanollal észterifikatuk és a
primer aminocsoportot 5-ketohexansav-anhidriddel acileztik. Az igy kialakitott keto-
funkcio lehet6séget nyujtott a modositott ribitol-1,5-difoszféat oligomerek fehérjéhez
kapcsolasara. (Carbohydr. Res., 341 (2006) 2037-2048.)

. Glikoproteinek szénhidré komponensének vizsgélata

A Dictyostelium discoideum talajlaké amébafajbdl az Angol-amerikai kutatok atal
izoldlt fehérje komplex elemzésekor egy pentaszacharid tartalomra figyeltek fel.
Megallapitottédk, hogy a pentaszacharidok igen magas galaktéztartalommal
rendelkeznek, s megleps volt az L-fukoz jelenléte is. A fehérje szekvendlés soran a
pentaszacharid elsé monoszacharid tagja N-acetil-D-glik6zaminnak bizonyult. A
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fehérje szekvendlds sorén derlit ki, hogy a fehérje komplexhez a pentaszacharid
kotodés helye a 143. aminosav, amely aritkén el6fordulé 4-OH-prolinnak bizonyult.

A kutatok a kovetkezé szénhidrat szekvenciat javasoltak:
Hex-® Hex® Fuc® Hex® HexNAc® (Hypo).

A pentaszacharid szekvencigiat és kotéstipusdt 1998-ban az aabbi modon
finomitottak:

Galpa(1® 6)Galpa(1® ?)Fuca(1® 2)Galpb(1® 3)GIcNAC(1® ?)Hypo.
E D C B A

A finomitds ellenére  kételyek maradtak fenn: a D és C cukoregység
Osszekapcsolddési helyét nem tudtdk meghatarozni, s ezért kutatdcsoportunkban
elhatédrozés szilletett mindhdrom lehetséges regioizomer pentaszacharid eléallitéséra.
A pentaszacharidokat 3+2 blokkszintézissel @litottuk elé digalaktéz donor és
héaromféle triszacharid akceptor felhasznélasaval.

A fukdz egysegeken megbizhatd, konnyen eltavolithaté veédécsoportokat alakitottunk
ki és ezek reaktivitasdt nagy gonddal kovettik. Olyan perbenzilezett metil a-L-Fucp-
(1® 2)-b-D-galaktopiranozid diszacharidokat alitottunk €l6, amelyek a fukopiranozil
egységeken egyenként C-2, C-3 és C-4 hidroxil csoportokat hordoztak. Ezeket Ugy
dlitottuk €6, hogy a metil 3,4,6-tri-O-benzil-b-D-galaktopiranozidot fenil 3,4-O-
benzil-2-O-(2-naftil)metil-, fenil 2,4-di-O-benzil-3-O-(2-naftil)metil, vagy fenil 2,3-
di-O-benzil-4-O-(2-naftil)metil-1-tio-b-L-fukopiranoziddal glikozileztik. A 2-ONAP
éter nem résztvevé csoportként fejtette ki hatésat. A glikozilezést NIS/TfOH-val
katalizaltuk, a hozam 80 % folottinek bizonyult és az a-anomer ardnya 8:1 és 10:1
kozottinek bizonyult. A 2-ONAP étert éterezéssel, a 3-ONAP és 4-ONAP étereket a
megfelelé 2-naftilmetilén acetdlok parcidlis hidrogenolizisével nyertik. Az ONAP
étereket oxidécioval DDQ-val tavolitottuk el. (Tetrahedron: Asymmetry 16 (2005) 83-
95.)

A pentaszacharidok eléallitdsanal a 2+3 kondenzaciot akalmaztuk. Valamennyi
koztitermeket, intermediert szintézissel alitottuk el6. Az AB diszacharidot a (2-
trimetilszilil)etil-4,6-O-benzilidén-2-dezoxi-2-ftélimido-b-D-glikopiranozid  aglikon
és a 2-OAc-3,4,6-tri-OBn-a-D-galaktozilbromid donor dsszekapcsolasaval alitottuk
el6. A 72 %-o0s hozammal izoldt AB diszacharidbdl akceptort képeztink és ezt
haromféle C komponenssel glikozileztik. A harom teljesen védett ABC
triszacharidbdl a termindlis fukoz 2-, 3-, illetve 4- helyzetii 2-naftilmetil csoportjait
oxidativ Uton eltavolitottuk és a kapott triszacharid akceptorokat a DE digalaktoz
donorral glikozileztiik.

A teljesen védett pentaszacharidok veédécsoportjait sorozat reakciokkal eltévolitva
kaptuk a harom szabad pentaszacharidot, amelyek az alabbi szerkezettel rendelkeznek:

a-D-Galp-(1® 6)-a-D-Galp-(1® 2)-a-L-Fucp-(1® 2)-b-D-Galp-(1® 3)-D-GIcpNAcC.
a-D-Galp-(1® 6)-a-D-Galp-(1® 3)-a-L-Fucp-(1® 2)-b-D-Galp-(1® 3)-D-GIcpNAcC.
a-D-Galp-(1® 6)-a-D-Galp-(1® 4)-a-L-Fucp-(1® 2)-b-D-Galp-(1® 3)-D-GIcpNAcC.



A h&om pentaszacharid védett és védécsoport nélkili forméit kutatdcsoportunk
kozolte elszor. (Tetrahedron-Asymmetry 20 (2009) 808-820.)

4. A pélyazatunk keretében ,fésiifog-szerti” szerkezettel jellemezhetd, elégazd lancu
arabinogalaktan tetra- és hexaszacharidokat alitottunk elé immunoldgiai célokra. A
vegylletek b-(1® 6) kotési galaktopiranozil lanchdl éplilnek fel, s a fésii fogaiként
minden masodik galaktéz egység hordoz egy arabino-konfiguracioval rendelkezo
furandz egységet. Ezek az oligoszacharidok haptén tulajdonsagokkal rendelkeznek,
ezért olyan hidmolekula aglikonnal kellett ellétni, amely lehetéveé teszi a haptének és a
proteinek dsszecsatolasédt, amely mar immunogén tulajdonsaggal rendelkezik. Ezek a
hidmolekulék &ltaldban alifas szerves savakkal, szerves aldehidekkel, aminokkal
rendelkeznek. (Carbohydr. Res., 344 (2009) 1434-1441).

5. Komplex oligoszacharidok szintézisében a védocsoportok aromés karaktere az aglikon
és acetdl poziciéban tébb vonatkozésban befolydsolja a reakcidtermékek pozitiv
aromas tulajdonsagait. Az aromas acetélok, és a hidrogenolizisikkel kialakulo éterek
védocsoportként  vald akamazésa lehet6vé teszi az ilyen szarmazékok
rontgendiffrakcios és kiroptikai-CD vizsgdlatd és a kilonbdzé mérésmodszerek
eredmeényeinek Osszehasonlitasat. A CD mérések nem csak oldatban, hanem szilérd
fézisban is elvégezhetok. (Terahedron 64 (2008) 1676-1688).

6. Ellervik a kdzelmiltban publikdlta, hogy az dtaluk prepardlt (9 -antracenil)metilén
acetalok hidrogenolizise Na(CN)BH3-HCI  reagenssel 4-OH  sz&rmazékokat
eredmeényez. Hasonl6 reakci6t végeztiink a LiAlH4-AlICI; reagenssel, ami ellentétes
regiszelektivitasll gytrinyitast eredményezett, és a 6-OH szarmazékot adta. Az
acetdlos reakci6t kiterjesztettiik, és dioxolan-tipust (9 -antracenil) metilén-acetélokat is
eléallitottunk, majd a jol ismert 5-tagl gyiiriik hidrogenolizisét is elvégeztik. Ezeknél
a reakcioknal az alkalmazott reagensektdl fliggetlenil minden esetben az acetdlos
irdnya. A gyuriinyités a teljesen egységes exo-izomer redukcioja soran az ekvatorialis
éter molekulat, mig az endo-izomer esetén az axidlis étert szolgéltatja. Megvizsgaltuk
a (9 -antracenil)metilén-acetdl eltavolithat6sagat kataitikus hidrogénezéssel is, a
reakcio sikertelenségének magyardzatara DFT (Density Functional Theory) és magas
hémeérsékletti molekula dinamikai szimulécival konformacios vizsgalatok vegeztink.
(Carbohydr. Res., 344 (2009) 2444-2453))

I11: Oligoszacharidok enzimoldgiai vizsgélata
1. A B. lichenoformis a-amiléz hidrolizisének hémérséklet fliggése

2-Cl-4-NO,-fenil aglikonnal ellétott, a-(1® 4)-D-Glc oligomer sorozatot alitottunk
el6 dimerbél-oktamerig. Az oligoszacharid sorozat felhaszndléasaval amerikai €és
magyar biokémikusok a Bacillus lichenoformis a-amildzanak homérséklet fuggesat
térképezték fel. (Acta Biologica Hungarica 57 (2006) 367-375).

2. Diszperzin B vizsgdlataban valo részvétel

A diszperzin B (DSpB) baktérium étal termelt glikozil hidroldz enzim, amely a
feltételezések szerint képes hasitani fert6z6 baktériumok biofilm tulajdonsagu
poliszacharid burkat. Eléallitottuk a human fertézéseket okoz6 Staphilococcus aureus



€s S epidermidis antigén tulgjdonsagu sejtfelszin poliszacharid lancanak b- (1® 6)-
GlcpNAcC szerkezetii oligoszacharid frakmenseit és a biokémikusok rendelkezésére
bocsatottuk, hogy felhasznaljdk a diszperzin B enzim hasitasi profiljanak
meghatarozéséra. (Acta Biologica Hungarica 59 (2008) 439-451.)

Tekintettel arra, hogy a jelentésben felsorolt 16 kdzlemény elsdsorban komplex mono- és
oligoszacharidok szintézisét mutatja be, tovabbfejlesztettik a magunk altal kialakitott
Oligoszacharid Adatbank adatbézisat. Az adatbank 21.000 oligoszacharid szintézist dolgozott
fel, s a reakciok adatainak feldolgozésa és rogzitése ugy tortént, hogy egy-egy szintézis
adatlapja az aglikonok és glikozil donorok mellett megadja a védett oligoszacharidok és a
parcidlisan védett szintetikus oligoszacharidok szerkezetét is. Ez egyben azt is jelenti, hogy
egy-egy szintézis sorén legaldbb négy intermedier lelhets fel, s a 21 ezer szintézis sorén
minimum 94 ezer intermedier kereshet6 az Oligoszacharid Adatbankban. A keresés
méasodperceket vesz igénybe.

Az oligoszacharidok szintéziséhez 9 ezer eredeti cikk adatbankos feldolgozésa is
megtortént. Ebben az esetben a cikkek adatbankos feldolgozasa mellett a cikkek eredeti
iratrendez6 raktérakban elhelyezésre kerliltek. Az iratrendezék feldolgozésa az adatbankban is
bevezetésre kerilt és rendkivil gyors keresésre adnak |ehet6séget.
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Lee, A. Suzuki, N. Taniguchi, A.G.J. Voragen: Elsevier, Amsterdam, 203-259, 2007.

2. Lipték Andrés. Szénhidratok, Hajos Gyongyi: Elelmiszer-kémia, Akadémiai Kiado,
Budapest, 140-175, 2008.
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Scientific results on thefield of sugar containing sulfonic acids
The results of the OTKA support (2005-2009)
Registration number: AT048798

The aim of the research is the synthesis and biological investigation of those oligosaccharides,
which contain strong, mainly negative charge due to the presence of sugar C-sulfonic acids
and sugar-methylene sulfonic acids. We hope that such types of compounds show antiviral
and anti-HIV activity.

Our effort is to produce such types of ligands, which cause the clearance of the human
pathogen bacterium H. pylori from the stomach.

During the five years time we published 16 papers in international journals. All abstracts of
the 16 articles were collected, hoping that these abstracts will provide enough information for
scientists who wish to collect the Summary of the scientific results we have published.

1. 1,2-trans-Glucosyl Azides of Sugar 2-Sulfonic Acids
Synlett 2005 (14) 2242-2244

Treatment of the 2-O-mesylated 1-SAc, 1-§ 2-(trimethylsilyl)ethyl]-a-D-manno-, and 1-SAll-
b-D-gluco-pyranosides  with  NaNs; resulted exclusively in  2-SAc-, 2-§2-
(trimethylsilyl)ethyl]-b-D-gluco-, and 2-S al-a-manno-pyranosyl azides. The 2-S substituents
were removed either with acetic acid (SAc), or Hg(TFA), (SCH,CH2SiMe;, SCH=CHCH3)
and the 2-SH groups were oxidized into sugar 2-sulfonic acids giving 1,2-trans-glycxosy!
azides.

2. Glycosyl Azides of Sugar 2-sulfonic Acids
Terahedron Lett., 2005 (46) 5191-5194

Phenyl and trityl 2-O-sulfonyl-1-thio-a-d-manno- and B-D-glucopyranosides were reacted
with sodium azide to yield 2-S-phenyl or 2-Strityl-D-gluco- and D-mannopyranosyl azides,
respectively. Usually, both anomers were formed in approximately equal amounts and
formation of glycals was also observed in some cases. The product distribution of these
reactions depends on the nature of the aglycone, the applied reagent and also on the solvent.
These results can be rationalised by the intermediacy of episulfonium as well as
oxocarbenium ions. Oxidation of the 2-Strityl-a-D-glucopyranosyl or a-D-mannopyranosy!
azides by Oxone®, gave sodium 2-sulfonato-o-D-gluco- and «-D-mannopyranosyl azides,
respectively.

3. Reactions of Phenyl and Ethyl 2-O-Sulfonyl-1-thio-a-D-manno- and p-D-
glucopyranosides with thionucleophiles

Carbohydr. Res., 2009 (344) 2461-2467.



Persubstituted derivatives of phenyl and ethyl 2-O-sulfonyl-1-thio-a-D-manno- and B-D-
glucopyranosides were synthesized and reacted either with PhSNa or with MeSNa. The
phenyl-1-thio compounds afforded the dithio-1,2-cis-axial/equatorial-o-D-glucopyranosides
or dithio-1,2-cis-equatorial/axial-p-D-mannopyranosides by means of Sy2 type of reactions.
Starting from the ethyl-1-thio derivatives intramolecular 1,2-thio-migration took place
predominantly. In the case of mannosides both nucleophilic reagents facilitate the formation
of 1-SPh- or 1-SEt glycals by elimination. The formation of unsubstituted glycal could also be
observed from the ethyl-1-thio derivatives, especially by using PhSNa as a nucleophile. The
1,2-dithio-glycosides are glycosyl donors affording 1,2-trans-2-thio-glycosides.

4. A first synthesis of sulfonic acid analogues of N-acetylneuraminic acid
Tetrahedron Lett., 2008 (49) 1196-1198

Sulfonic acid analogues of N-acetylneuraminic are synthesized from 1-thio-I-fucoside
derivatives with the introduction of an azido group a& C-4 of the fucose moiety and
carbanionic addition onto fully protected lactones. The analogues in the form of methyl
glycosides are subjected to a neuraminidase inhibition assay.

5. Synthess of ketopyranosyl glycosides and determination of their anomeric
configuration on the basis of the three-bond carbon—proton couplings

Carbohydr. Res., 342 (2007) 1393-1404

Anomeric pairs of ketopyranosyl glycosides with various substituents at C,, Cs and C, were
synthesized from the corresponding thioglycosides, and the influence of the C,—Cs—C,—H,
torsion angle and substituent effects on the three-bond carbon—proton couplings was studied.
The cis coupling constants range from 1 to 2 Hz. The trans couplings are generally as small as
2.3-2.6 Hz; however, for compounds bearing an unsubstituted y-carbon, a relatively large
trans coupling was measured (4.8 Hz). An S-ethyl group at the B-position increases the cis
coupling (up to 3.2 Hz) compared to the corresponding O-glycosides.

6. Combined NRM Three-Bond Scalar Coupling M easurementsand QM Calculationsto
Calculate OH-Rotamer Equilibrium of Polyalcohols

J. Comput. Chem., 30 (2009) 540-550

A combined but independently applied NMR and QM procedure has been used to investigate
the conformational properties of the exchangeable hydroxyl protons of polyalcohols. In this
study, to demonstrate the applicability of such a strategy, we investigated a simple
monosaccharide, i.e. alpha and_beta anomers of a D-glucopyranoside derivative. The
redundant set of experimental vicinal homonuclear and heteronuclear scalar couplings
involving the OH-protons obtained for both anomers of our model compound were
simultaneously analyzed to yield the preferred OH-rotamer populations and moreover to
parametrize a new Karplus-type equation for Jayong) coupling. The populations of the
lowest energy conformers and the conformational-averaged coupling constants were
independently calculated using the QM approach in both vacuum and chloroform. The
similarity of the estimated rotamer populations obtained by two very different techniques and
the similarity of the experimental and calculated coupling constants suggest that these



approaches can be used in conjunction and in a fully integrated way to determine a more
accurate atomic level description of molecular conformers.

7. Preparation of the pentasaccharide hapten of the GPL of Mycobacterium avium
serovar 19 by achieving the glycosylation of a tertiary hydroxyl group

Carbohydr. Res., 341 (2006) 1312-1321

The chemical synthesis of the glycopeptidolipid-type pentasaccharide hapten of
Mycobacterium avium serovar 19 with a trifluoroacetamido spacer at the reducing end is
described. The spacer-armed pentasaccharide 31, when conjugated to an immunogenic protein,
can be applied to the serodiagnosis of mycobacterial infections. The questionable structure of
the penultimate monosaccharide unit was clarified as 6-deoxy-3-C-methyl-2,4-di-O-methyl-1-
mannopyranose. The occurrence of the 6-deoxy-3-C-methyl-2,4-di-O-methyl-I-talopyranose
could be excluded by the presence of the large H-1—H-2' coupling constant, which proves the
*C, (I) conformation as the favoured one.

8. Synthesis of octa- and dodecamers of d-ribitol-1-phosphate and their protein
conjugates

Carbohydr. Res., 341 (2006) 2037-2048

The bacterial cell-wall-associated teichoic acids contain predominantly D-ribitol residues
interconnected by phosphodiester linkages. Because of their location, these antigens may be
vaccine candidates as part of conjugate vaccines. Here, we describe the synthesis of extended
oligomers of D-ribitol-1-phosphate linked to a spacer having an amino group &t its terminus.
The synthesis utilized a fully protected D-ribitol-phosphoramidite that was oligomerized in a
stepwise fashion followed by deprotection. The free oligomers were connected to bovine
serum albumin using oxime chemistry. Thus, the ribitol phosphate oligomers were converted
into keto derivatives, and the albumin counterpart was decorated with aminooxy groups.
Reaction of the functionalized saccharide and protein moieties afforded conjugates having up
to 20 ribitol phosphate chains.

9. Synthesis of fully protected a-L-fucopyranosyl-(1—2)-p-D-galactopyranosides with a
singlefree hydroxy group at position 2’, 3" or 4’ using O-(2-naphthyl)methyl (NAP) ether
asatemporary protecting group

Tetrahedron: Asymmetry 16 (2005) 83-95.

Perbenzylated methyl a-L-fucopyranosyl-(1—2)-p-D-galactopyranosides having a single free
OH group at position C-2', C-3' or C-4' have been synthesized. Methyl 3,4,6-tri-O-benzyl--
D-galactopyranoside was glycosylated either with phenyl 3,4-di-O-benzyl-2-O-(2-
naphthyl)methyl-, phenyl 2,4-di-O-benzyl-3-O-(2-naphthyl)methyl- or phenyl 2,3-di-O-
benzyl-4-O-(2-naphthyl)methyl-1-thio-p-L-fucopyranoside. The 2-ONAP ether functioned
well as a non-participating group. The yields of the glycosylation reactions, promoted by
NIS/TfOH, were above 80% and the stereoselectivity was 8:1 to 10:1 in favour of the a-
anomers. The 2-ONAP ether was obtained by (2-naphthyl)methylation, the 3-ONAP and the
4-ONAP ethers were prepared either by hydrogenolysis of the 3,4-O-(2-naphthyl)methylene
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acetals of B-L-fucopyranoside or by tin acetal-mediated alkylations. The latter procedure
afforded higher yields. The ONAP ethers from the disaccharides were removed by oxidative
cleavage with DDQ.

10. Synthesis of three regioisomers of the pentasaccharide part of the Skp1 glycoprotein
of Dictyostelium discoideum

Tethahedron: Asymmetry 20 (2009) 808-820.

Three regioisomers of the linear pentasaccharide part of the Skpl glycoprotein, found in
Dictyostelium discoideum, were prepared in the form of (2-trimethylsilyl)ethyl glycosides by
means of 2+3 block syntheses using the disaccharide donor at the non-reducing end, and three
different trisaccharide acceptors at the reducing end. Fucosylation of (2-trimethylsilyl)ethyl
3,4,6-tri-O-benzyl--d-galactopyranosyl-(1— 3)-4,6-O-benzylidene-2-deoxy-2-NPhth-3-d-
glucopyranoside with different fucosyl donors carrying an O-(2-naphthyl)methyl ether as a
temporary-protecting group a positions C2, C3 or C4 gave rise to the protected core
trisaccharides. After selective removal of the (2-naphthyl)methyl group, the resulting
acceptors were glycosylated with the a(1—6) linked digalactosyl donor to yield the respective
three regioisomeric pentasaccharides. Transformation of the phthalimido moiety into an N-
acetyl group, followed by catalytic hydrogenation of the reducible-protecting groups
furnished the free target pentasaccharides, which should be able to assist during the
elucidation of the exact structure of the natural pentasaccharide.

11. Synthesis of 3,6-branched arabinogalactan-type tetra- and hexasaccharides for
characterization of monoclonal antibodies

Carbohydr. Res., 344 (2009) 1434-1441.

Synthesis of tetra- and hexasaccharides built up from a p-(1—6)-linked galactopyranosy!
backbone with arabinofuranosyl side chains at position 3 and with a 3-aminopropyl spacer
related to arabinogalactans is described. These oligosaccharides were prepared for
investigation of monoclonal antibodies raised against arabinogalactan proteins (AGPs) from
pressed juice of Echinacea purpurea.

12. Synthesis and chiroptical properties of (naphthyl)ethylidene ketals of carbohydrates
in solution and solid state

Tetrahedron 64 (2008) 1676-1688.

1,3-Dioxolane- and dioxane-type (1- and 2-naphthyl)ethylidene ketals of p-methoxyphenyl -
I-rhamnopyranoside and 3-d-glucopyranoside were prepared and their stereochemistry studied
by solution and solid-state circular dichroism, X-ray diffraction, and coupled-oscillator CD
calculations on the solid-state and MMFF-calculated geometries. Intermolecular exciton-
coupled interactions between the nearby aromatic chromophores in the solid state and
different conformers in solution and solid state could be identified as the main reason for the
difference between solution and solid-state CDs.

13. Effect of temperature on subsite map of Bacilluslicheniformis a-amylase
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Acta Biologica Hungarica 57 (2006) 367-375.

To elucidate how temperature effects subsite mapping of a thermostable a-amylase from
Bacillus licheniformis (BLA), a comparative study was performed by using 2-chloro-4-
nitrophenyl (CNP) B-maltooligosides with degree of polymerisation (DP) 4-10 as model
substrates. Action patterns, cleavage frequencies and subsite binding energies were
determined at 50°C, 80°C and 100°C. Subsite map at 80°C indicates more favourable
bindings compared to the hydrolysis at 50°C. Hydrolysis at 100°C resulted in a clear shift in
the product pattern and suggests significant differences in the active site architecture. Two
preferred cleavage modes were seen for all substrates in which subsite (+2) and (+3) were
dominant, but CNP-G1 was never formed. In the preferred binding mode of shorter oligomers,
CNP-G2 serves as the leaving group (79%, 50%, 59% and 62% from CNP-G4, CNP-GS5,
CNP-G6 and CNP-G 7, respectively), while CNP-G3 is the dominant hydrolysis product from
CNP-G8, CNP-G9, and CNP-G10 (62%, 68% and 64%, respectively). The high binding
energy value (-17.5 kJ/mol) found at subsite (+2) is consistent with the significant formation
of CNP-G 2. Subsite mapping at 80°C and 100°C confirms that there are no further binding
sites despite the presence of longer products.

14. M odeling and biochemical analysis of the activity of antibiofilm agent Dispersin B
Acta Biologica Hungarica 59 (2008) 439-451.

Bacteria in a biofilm are enmeshed in a self-synthesized extracellular polysaccharide matrix
(PGA), which is a linear polymer of B(1,6)-linked N-acetylglucosamine (GIcNAC) residues.
Dispersin B (DspB), a soluble glycoside hydrolase produced by the periodontal pathogen
Actinobacillus actinomycetemcomitans degrades PGA. The enzyme DspB is an o/ TIM-
barrel protein and belongs to family 20 glycosyl hydrolases members. The enzyme activity of
DspB with regard to its substrate specificity towards p(1,6)-linked GIcNAc polymers and its
endo/exo character was investigated through ligand docking and the hydrolysis of synthetic
oligosaccharides. Ligand docking analysis suggested that p(1,6)-linked GICNAC
oligosaccharide bound to the active site better that 3(1,4)-linked GIcNAc oligosaccharide. Our
combined results indicate that DspB is an exo-acting enzyme that hydrolyzes B(1,6)-linked N-
acetylglucosamine oligomers.

15. Toward synthesis of the isosteric sulfonate analogues of the at-111 binding domain of
heparin

Organic Letters 11 (2009) 2619-2622.

D-Glucuronate and L-iduronate containing disaccharides related to the antithrombin-binding
pentasaccharide of heparin, in which one of the sulfate esters is systematically replaced by a
sodium sulfonatomethyl moiety, were synthesized. The sulfonic acid group was introduced by
stereoselective radical addition onto the exomethylene moiety of the appropriate glycoside
derivatives, and the resulting sulfonatomethyl glucosides were used as acceptors.

16. Synthesis, regioselective hydrogenolysis, partial hydrogenation, and conformational
study of dioxane and dioxolane-type (9'-anthracenyl)methylene acetals of sugars

12



Carbohydr. Res., 344 (2009) 2444-2453,

Dioxane-type (9-anthracenyl)methylene aceta of methyl 2,3-di-O-methyl-a-d-
glucopyranoside was cleaved with LiAIH4/AICI3 (3:1) or with Na(CN)BH3-HCI
regioselectively to provide the 4- or 6-O-(9-anthracenyl)methyl ether, respectively.
Hydrogenolytic reaction of the exo and endo isomers of dioxolane-type acetals proved to be
directed by the configuration of the acetalic carbon as well as by the intramolecular
participation of the adjacent-free hydroxyl; ring-opening reaction of the endo isomer of the
methyl 2,3-O-(9-anthracenyl)methylene-a-I-rhamnopyranoside took place with complete
selectivity resulting in the axial (9-anthracenyl)methyl ether, whereas a 1:1 mixture of the
axial and equatorial ethers was formed upon the same reaction of the exo isomer. Catalytic
hydrogenation of the sugar acetals resulted in (9',10'-dihydro-9'-anthracenyl)methylene
derivatives without affecting the acetalic center. High-temperature molecular dynamics
simulations and DFT (Density Functional Theory) geometry optimizations were carried out to
study the conformation of the dioxane-type (9',10"-dihydro-9'-anthracenyl) methylene acetal.
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