
Lipták András
az M TA rendes tagja

F E H E R JE -S Z E N H ID R A T
K Ö L C S Ö N H A T Á S O K

Az élővilág örökletes tulajdonságainak átadása, a sejtekben folyó anyagcsere- 
x A .  folyamatok történései, így pl. a D N S-D N S, D N S-R N S, RNS-fehérje és 
fehérje-szubsztrát (ligand) molekulák felismerési eseményei szinte kizáróla­
gosan „másodlagos” kötések (hidrogénhidas, koordinatív, apoláros-apoláros, 
esetleg ionos) révén valósulnak meg. Kovalens kötések létrejötte szinte isme­
retlen ezen folyamatokban. Egészen az 1970-es évek közepéig a szénhidrátok­
nak ezen folyamatokban legfeljebb szerkezeti szerepet (D-ribóz, 2-dezoxi- 
D-ribóz) tulajdonítottak, vagy m int az anyagcsere-folyamatok fontos szub- 
sztrátjait (glükóz, glükogén, keményítő) tartották számon. Vázanyagként sze­
replő poliszacharidoknak (cellulóz, xilánok, kitinek) és a baktériumok exo- 
poliszacharidjainak strukturális és védő feladatokat tulajdonítottak.

A jelentős szemléletváltozásra akkor került sor, amikor részben az emlős­
sejtek, részben a baktériumok felszínén lévő molekulák szerkezetvizsgálatára 
is sor kerülhetett. E vizsgálatok során tisztázódott, hogy pl. az emberi vér­
csoportokat' a vörösvértestek felületén lévő glikolipidek és glikoproteinek 
szénhidrátkomponensei határozzák meg .2 Ma általánosan elfogadott nézet, 
hogy a sejtek felületén lévő szénhidráttartalmú vegyületek (glikolipidek, 
glikoproteinek, lipopoliszacharidok), az ú n . glikokonjugátumok, a sejt és a kör­
nyezete közötti információcsere antennái, amelyek biztosítják a sejt-sejt, 
sejt-vírus, sejt-toxin, sejt-hormon, sejt-gyógyszer, sejt-baktérium és sejt- 
szubsztrát(ok) kapcsolatokat.’ 5
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Vajon mi a magyarázata 
annak, hogy a törzsfejlődés 
során a különböző szénhidrát­
származékok ennyire sokolda­
lú biológiai szerephez ju to t­
tak? A válasz csak a szénhidrá­
tokat (oligo- és polimereket) 
felépítő m onom erek poli- 
funkcionalitásával, a ciklofél- 
acetátos szerkezet során kiala­
kuló gyűrűszerkezetben (pira- 
nóz, furanóz), az új királis 
centrum, az anomer szénatom 
a- és ^-konfigurációjával, a 
gyűrűszerkezetek konformá­
ció-átmeneteivel és a polime­
rek elágazó szerkezetével ad­

ható meg. E néhány szerkezeti sajátosság is kitüntetetté teszi a szénhidrátokat a 
bifunkciós aminosavakkal vagy nukleotidokkal szemben .6

í. táblázat. Lehetséges izomerek száma peptidek és oligoszacharidok esetében

Megnevezés Összetétel Peptid Oligoszacharid

M onom er Z 1 1
Dim er Z, 1 11
Trim er Z 3 1 120
Tetram er Z 4 1 1424
Pentamer Z 5 1 17 872

M onom er z 1 1
Dim er YZ 2 20
Trim er XYZ 6 720
Tetram er WXYZ 24 34 560
Pentamer VWXYZ 120 2 144 640

Ezek mellett további szerkezeti változatosságra ad lehetőséget az a kísérleti 
tény is, hogy szemben a négy nukleotiddal, a húsz aminosawal, a természetes 
szénhidrát oligo- és polimerek felépítésében rendkívül nagyszámú, eltérő 
szerkezetű monoszacharid építőelem vehet részt, s ezek esetenként mindkét 
enantiom er (D és L) formában részt is vesznek.

2

í. ábra. A  sejtek felületén lévő szénhidrátok köl­
csönhatása a környezetünkben lévő anyagokkal



FEhérje-szénhidrát kölcsönhatások

Az elválasztástechnikai módszerek finomodása, a műszeres vizsgálati módsze­
rek nanomólos mennyiségek izolálására és szerkezetmeghatározására adnak lehe­
tőséget. Biológiai vizsgálatokhoz azonban ezek az anyagmennyiségek nem ele­
gendőek. Jóllehet az élő természet leleményessége, a szintetikus kémikust napon­
ta megszégyenítő egyszerűsége és eleganciája könnyűszerrel produkálja e vegyü- 
leteket, jelenleg a tényleges forrást legalább mg-os szinten csak a szintetikus 
preparatív kémia biztosítja. E vegyületek metabolizmusát rendkívül specifikus, 
legtöbbször sejtorganellumok membránjaihoz kötött glikoziltranszferázok, ill. 
hidrolázok valósítják meg. Ezek közül ma még csak néhánynak ismerjük a szerke­
zetét, s a transzferázok nukleozid-cukor szubsztrátokkal működnek, amelyek 
szintézise vagy bioszintézise ugyancsak részben tekinthető megoldottnak.

A széhidrátkémia jóllehet ma már igen gazdag eszköztárral rendelkezik, 
általánosan alkalmazható módszerek azonban csak részben állnak rendelkezé­
sünkre, így m inden egyes oligoszacharid szintézisét unikális feladatnak tekint­
hetjük, ahol a kémikus kreativitására, manualitására és nem utolsósorban sze­
rencséjére is szükség van.

A székfoglaló anyaga a biológiai motiváció alapján négy részre tagolható:
-  az a-amiláz kromogén szubsztrátjainak előállítása ciklodextrin alapon, a 

szubsztrát felismerés, a kötőhely és a katalitikushely feltérképezése,
-  adhéziós proteinek ligandjai, szialil-LewisX analógok szintézise,
-  „oligoszacharinok” szintézise, új védőcsoport-stratégia kialakítása,
-  mesterséges antigének előállítása oltóanyag-termeléshez, ill. diagnosztikai 

célra.
A felsorolt, biológiai szempontból eltérő hatású anyagoknál az oligo­

szacharid szerkezet közös, bár meglehetősen eltérő szintetikus módszerek 
kidolgozása vált szükségessé. N ehezen válaszolható meg azonban az a kérdés, 
hogy a biológiai szerep vagy a kémiai szintézis kihívásai domináltak-e az egyes 
témák kiválasztásánál. Nagyon reméljük, hogy biológiai fontosság mellé sike­
rült szellemes, kémiailag is új megoldásokat felsorakoztatni.

Az a-amiláz kromogén szubsztrátjainak előállítása 
ciklodextrin alapon

Az a-amiláz en d o -a -(l—>4)-glükozil-hidroláz, amely az exogén eredetű 
keményítőt és glükogént maltodextrinné bontja le. A hum án a-amiláznak két, 
a nyál- és a hasnyálmirigy által termelt formája ismert. Az utóbbi a fontosabb. 
Testfolyadékokban előforduló koncentrációja a hasnyálmirigy működésére 
vonatkozóan diagnosztikai jelentőségű .7 A klinikai gyakorlatban évenként
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közel 100 millió a-amiláz-meghatározást végeznek, a reprodukálhatóság és a 
megbízhatóság érdekében a maltoheptaóz kromofór glikozidjait használják 
szubsztrátként, és segédenzimekkel történő kezelés után a minta 4-nitrofenol 
ill. 2-klór-4-nitrofenol tartalmát spektrofotometriásán m érik .8 9

A glikozilhidrolázok hatásmechanizmusának tanulmányozásánál három 
kérdésre kell feleletet adni: a szubsztrát felismerése, kötődése az aktív helyen 
és a glikozidos kötés hasadása. Az a-amilázzal kapcsolatos vizsgálatoknál alkal­
mas szubsztrátok megválasztásával a fenti kérdésekre adekvát válaszokat 
adhattunk. Ahogyan az a bevezetőben említésre került, a klinikai gyakorlatban 
ma szinte kizárólagosan 4-nitrofenil a- vagy /3-maltoheptaozidot használnak. 
Ezek előállítása enzimes transzferszintézisekkel történik, rendkívül alacsony 
hozammal, igen fáradságos tisztítással nyerik a kívánt vegyületeket, s az ár 
rendkívül magas. Ezen szubsztrátok nyeréséhez a mi munkahipotézisünk 
abból a tényből indult ki, hogy a természet olcsón kínálja a keményítőből ipari 
méretekben nyerhető a-,ß -  és y-ciklodextrineket, amelyek 6 , 7, ill. 8 a-(l-»4) 
kötésű glükózegységből felépülő ciklikus molekulák, s hidrolízisüknek elvileg 
maltohexaózt, heptaózt ill. oktaózt kellene eredményezni. Másoknak is eszük­
beju to tt ez a lehetőség, de valamennyi kémiai vagy biokémiai próbálkozás ala­
csonyabb tagszámú keverékhez vezetett. A magyarázatot kinetikai mérések 
szolgáltatták, amelyekből kiderült, hogy az egész folyamat leglassúbb s így 
sebesség-meghatározó lépése, a makrociklus felnyílása, azaz a lineáris dextri- 
nek sokkal gyorsabban hidrolizálnak, m int a ciklodextrinek.

Különböző ciklodextrin-származékok szintézise során megfigyeltük, hogy 
ezek savakkal szemben általában érzékenyebbek mint a szubsztituálatlan párjaik, 
és ez a savlabilitás általában a szubsztituensek térkitöltésének növekedésével 
fokozódik, azaz a molekula zsúfoltságával a glikozidos kötés reaktivitása növek­
szik. Ezt a megfigyelést gyümölcsöztettük a peracetilezett ciklodextrinek aceto- 
lízise során, amikor is kiváló hozammal, egyszerű kristályosítással nyertük a 
peracetilezett a-C D -ből (1) a teljesen acetilezett maltohexaózt (7), míg a 
yS-CD-ből (2) a maltoheptaózt (8) és a y-izomerből (3) a maltooktaóz acetátot 
(9). Sikerült a rekciókat úgy irányítani, hogy a szabad ciklodextrineket különbö­
ző Lewis-sav típusú katalizátorok jelenlétében szobahőmérsékleten acetileztük, 
majd a reakcióelegy hőmérsékletének emelésével acetolizáltuk a makrociklust.10

A ß-C D  magasabb hőmérsékleten és hosszabb reakcióidővel kromatográfiásan 
jól elválasztható peracetilezett glükóz-»maltoheptaóz keveréket adott, így rendel­
kezésünkre állt a teljes maltooligomer sorozat (G3-»G8) (4-9), amelyeket kon­
vencionális módszerrel acetobróm származékokká (10- 15) alakítottuk, ezeket 
4-nitrofenollal, ill. 2-klór-4-nitrofenollal Königs-Knorr típusú reakcióban 
/3-glikozidok pcracetátjáivá (16-21 és 22- 27), majd Zemplén szerinti elszappano-
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sítással kromofor aglikont 
tartalmazó /3-glikozidokká 
(28-33 és 34—39) alakítot­
tuk. A 4-nitrofenil-glikozi- 
dokból (28-33) a nem redu­
káló végen ugyancsak kro- 
mofort hordozó 4 ,6 -0 - 
benzilidén származékokat 
(40-45) preparáltunk, így 
ezek esetében „kettős” kro­
mofor jelölést sikerült elér­
nünk

A 3. ábrán látható vegyü- 
leteket (28-45) szubsztrá- 
tokként használva, a re­
akciókinetikai paraméterek 
(Km, VmJ  és hasítási term é­
kek analízise alapján a 
következő megállapításra 
jutottunk:"

-  az enzim felületén fel­
tehetően egy minimálisan 
öt kötőhelyet tartalmazó 
mélyedés valószínűsíthető,

-  az enzim a-(l-»4) 
kötéssel felépülő glükóz 
oligomereket ismer fel, s ez 
legalább pentamer legyen, s 
a glükóz-egységeket aro­
más gyűrűk részben he­
lyettesíthetik,

-  a katalitikus hely a 
második és a harmadik 
„mélyedés” között talál­
ható.

A bontási képet és a hasí­
tási frekvenciákat a 4. ábra 
szemlélteti.

?~
.O A c

" 0
A cOxa.

0A 0 -^

1 n = 1;a-CD
2 n = 2; ß-CD

3 n = 3; y-CD

5

2. ábra. Peracetilezett ciklodextrinek szerkezete
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3. ábra. Ciklodextrinek acetolízisével nyert acetilezett maltooligomerek (4-9), 
acetobróm maltooligomerek (10-15), acetilezett glikozidok (16-27), glikozidok 

(28-39) és kettős kromofort tartalmazó glikozidok (40-45) szerkezete
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G?

Maitooligomer-származékok illeszkedése 
az a-amiláz aktív centrumához
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4. ábra. A z  a-amiláz öt mélyedést tartalmazó kötőhelyéhez a szubsztrátok illeszkedése 
és a - l ;  +  J katalitikus helyen a glikozidos kötések hasadásának gyakorisága
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Adhéziós proteinek ligandjai, 
szialil-LewisX analógok szintézise
A vércsoportok létezését még a század elején Landsteiner1 ismerte fel, de csak 
az 1970-es években vált elfogadottá, hogy a csoportspecifitást a vörösvérsej- 
tek felületén lévő oligoszacharidok határozzák meg. A leggyakrabban előfor­
duló A BO-rendszerben ezek az oligoszacharidok a következő szerkezettel 
írhatók le:

a-D -G lcp N A c-(1 —>3)
\ ........... .

/3-D-Galp- !

r .......................................- ' V  y ....................*'

I a -L -F u cp -(1 -> 2 ) X

a -D -G alp -(1 -»3)

v ......... -i
X  /i-D -G a lp -;

■.............. ................................................*

a -L -F u c p -(1 -> 2 )y '

tf-D-G alp-

a -L -F u cp -(1 -> 2 ) ''

A B H(0)

5. ábra. A z  ABH (O ) vércsoportokhoz tartozó vörösvértestek felületi antigénjeinek
szerkezete

A lényegesen alacsonyabb gyakorisággal előforduló Lea ill. Leb vércsoportok 
komponensei azonosak, csak a kötéstípusban és az anomerkonfigurációban 
különböznek egymástól és az ABO-rendszertől.

£ -D -G a lp -(1 —>3) a - L -F u c p - (1 -> 2 ) -  /j-D -G a lp -(1 —>3)
\ \

/J-D -G lcpN A c- /í-D -G lc p N A c -
/ /

a -L -F u cp -(1 -> 4 ) a -L -F u c p -(1 —>4)

L ea L eb

6. ábra. A  Lewis1 és Lewis'3 vércsoportokhoz tartozó vörösvértestek felületi antigénjeinek
szerkezete

A  vércsoportanyagoknak a vérátömlesztésnél van rendkívüli szerepük. A 
fehérvérsejtek és a vérlemezkék felületén néhány évvel ezelőtt egy új 
tetraszacharidot figyeltek meg, amely egy igen ritka vércsoport triszacharid, a 
LewisX (Le*)12'13 sziálsawal glikozilezett formája, így szialil-LewisX-nek1417 
nevezték el, s szerkezete a 7. ábrán látható.

A bekeretezett triszacharid a Lej s ez a szerkezet a Lea-tól csak a D-galaktóz 
és az L-fukóz kötéstípus felcserélődésében különbözik.
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a-Neu5Ac-(2->3)-

SLe*

/5-D-Galp-(1->4)
\
/

/S-D-GlcpNAc-(1-

a-L-Fucp-(1->3)

Lex

7. ábra. A  LewisX és a szialil-LewisX tri-, ill. tetraszacharid szerkezete

A szialil-LewisX felismert biológiai szerepe, nevezetesen, hogy az érfal 
endotel sejtjeinek felületén elhelyezkedő adhéziós proteinek egyik tagjának, a 
szelektinnek természetes ligandja, szinte új fejezetet nyitott meg a glikobioló- 
giában. Korábbról is ismert jelenség, hogy mechanikai sérülés esetén, testide­
gen anyagoknak szövetekbe kerülésénél, a sérült szövetrészben a leukociták 
kijutnak az érrendszerből, és egy gyulladási folyamatban eltávolítják a testide­
gen anyagokat. A folyamat első szakaszában a leukociták mozgása az erekben 
lelassul, az érfalhoz közeledve azon gördülnek, majd kijutnak a szomszédos 
szövetekbe.4,18"20 Ez normál jelenség, az immunvédekezési mechanizmus 
folyamata. Számos esetben, így citokinek, endotoxinok jelenlétében, vagy 
autoim m un kórképekben hasonló, nemkívánatos gyulladási folyamatok já t­
szódnak le. A legfontosabb megfigyelés azonban az volt, hogy a malignus, 
transzformált sejtek felületén is megjelennek SLex molekulák, a keringésből a 
környező szövetekbe az előbbiekben leírt módon kijutnak, és áttételeket, azaz 
metasztázist eredményeznek. Ezek a felismerések különösen a gyógyszergyá­
rak részéről igen élénk kutatási tevékenységet váltottak ki, a szialil-LewisX 
analógok ezrei, talán tízezrei kerültek előállításra, ill. biológiai vizsgálatra. E 
vizsgálatok célja olyan ligand keresése, amely a keringésbe bejuttatható, speci­
fikus aktivitása révén az endotel sejtek felületén lévő szelektinek kötőhelyeit 
lefedi és megakadályozza alkalmasint a leukociták, ill. a transzformált sejtek 
kötődését és a keringésből történő kijutását.

A szintetikus vizsgálatok mellett fény derült arra is, hogy a SLex szelektinek- 
hez történő kötődéshez nem szükséges a teljes tetraszacharid, elegendő az 
a-L-fukóz három hidroxilcsoportja, a /f-D-galaktopiranozil rész O H -4,6 
hidroxiljai, továbbá egy, a Galp-egység 3-as pozícióján egy negatív töltést 
hordozó csoport (C O O ”, O-SOj). A/?-D-GlcpNAc rész csak a hídmolekula 
szerepét tölti be, a neuraminsavat pedig egy C H 2-C O O ”, vagy egy 3 - 0 - S 0 3 
csoport is helyettesítheti. Időközben az is kiderült, hogy a Lex 3 - 0 S 0 3H-ja
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természetes ligandja az L-szelektinnek. Az L-szelektinen a SLe* kötődését a
8. ábra szemlélteti.

Az eddig szintetizált szelektin analógok közül a legaktívabbaknak a 9. ábrán 
látható vegyületek bizonyultak.

A természetes ligandok és általában a szintetikus analógok rendelkeznek 
néhány olyan szerkezeti vonással, amelyek gyógyszer formában történő fel- 
használásukat nehezítik. így pl. a természetes oligoszacharidok a testfolyadé­
kokban lévő glikozilhidrolázok hatására relative könnyen hidrolizálnak, a 
szulfátészterek pedig az észterázok hatására ugyancsak bomlanak.

Mi az utóbbi oldalról közelítettük a természetes ligandumok érzékenységét, 
amikor is cukoralkilszulfonát típusú vegyületek szintézisét valósítottuk meg. 
Cukorszulfonsavak természeti előfordulásáról egyetlen adatunk van, vala­
mennyi fotoszintetizáló növény kloroplasztmembránjában egy 6 -dezoxi-6- 
szulfo-D-glukóz glikolipid formájában fordul elő, amelynek bioszintézise is 
ismert. Ez a természetben előforduló legerősebb savak közé tartozik.

Előállításukat két úton kíséreltük meg, egyrészt W adsw orth-H orner-Em - 
mons^-reakcióban (10. ábra).
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9. ábra: Szintetikus szelektin ligand analógok (ICx =50%-os telítési koncentráció)

10. ábra. Ulozid reakciója Wadsworth-Horner-Emmons-reagenssel

Az L-ramnózból nyerhető metil 6-dezoxi-2,3-0-izopropiliden-a-L-/yxo- 
hexopiran-4-ulozidból24 (46) egyetlen etilénszármazékot nyertünk (47), 
hidrogenolízise azonban két diasztereomer származékhoz vezetett, amelyeket 
nem sikerült elválasztanunk. A benzil 2,6-di-0-benzil-/?-D-öra&mo-hexo-

11



Lipták András

piran-3-ulozidból mindkét geometriai izomer (E és Z) keletkezett és hidro- 
genolízisük is két diasztereomerhez vezetett. így ezt az utat feladtuk.

Sikeresebbnek bizonyult az a reakció, amelyben karbanion addíció révén 
különböző védett aldonsav-laktonokból szulfoulosonsavakat izoláltunk ano- 
mertiszta formában. PL: ( í í .  ábra).

12. ábra. Új típusú szelektin ligand szerkezete

12
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Afélacetál (49) igen jó  hozammal etil tio-glikoziddá (50) alakítható, amely 
tiofil reagenssel (N IS-TfO H ) glikozilezésre használható. A részletek mellőzé­
sével csak az ún. pszeudo-tetraszacharid (51) szerkezetét adjuk meg (12. ábra).

Oligoszacharinok szintézise
H a a növényi sejteket vírus- vagy baktériumtámadás vagy akár a sejteket 
mechanikai sérülés éri, úgy a növény fitoalexinek termelésével egy kvázi im ­
munvédekezési mechanizmust indít el. A vizsgálatok azt mutatják, hogy a 
fitoalexinek nem proteinek, tehát nem elsődleges géntermékek, de szintézisük 
természetesen olyan nyugvó, represszált gének működésbe lépésével történik, 
amelyek révén a fitoalexinek szintéziséhez szükséges enzimek egész sora szin- 
tetizálódik. Közel másfél évtizedes vizsgálatsorozat valószínűsíti, hogy a növé­
nyeket érő támadás során néhány sejt mintegy „feláldozza” magát, és sejtfalá­
ból hidrolitikus enzimek közreműködésével 7-9 monoszacharidból álló 
oligoszacharidokat szabadít fel, amely oligoszacharidok rendkívül alacsony

*6)-0-D-Galp-(1-»6)^-D-Galp-(1-
n
2
T

[a-L-Araf-<1->5)]-a-L-Araf

>6H?-D-Galp-(1 —>6)—-/3-D-Galp-(í-n
2
t
1
U

a-L-Araf

n = 0 
n = 1

vagy

[a-L-Araf-(1—>5)]-a-L-Araf

+6),S-D-Galp-(1-*6)-0-D-Galp-(1-n
2
t
1
U

>6)-ß -D-Galp-(1 ->6)-ß -D-Galp-(1 -
2
t
1
U

a-L-Araf

n = 0 
n = 1

13. ábra. Arabinogalaktánok ismétlődő oligoszacharid-egységei
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koncentráció mellett aktiválják a nyugvó, a fitoalexinek szintézisében részt 
vevő enzimek génjeit, s beindul egy kaszkádrendszerű védekezési folyamat. 
Ezeket a sejtfallebontási termékeket összefoglaló néven oligoszacharitioknah26 
nevezik, de a szakirodalom fitoalexin-elicitor-óEként is említi. Tekintve, hogy 
ezek az anyagok a növényvédelem szempontjából rendkívül fontosak lehet­
nek, több kiváló laboratórium foglalkozik az oligoszacharinok szintézisével és 
vizsgálatával.

M i e vegyülettípus szintézisével közvetve kerültünk kapcsolatba. A M ün­
cheni Egyetemen Wagner professzor csoportja az Echinacea purpurea polisza- 
charidjai között az im m unrendszert stimuláló makromolekulá(ka)t talált. E 
felfedezés ipari hasznosítása is megtörtént, sejttenyészetből nyerik az aktív 
anyagot. 1996-ban a poliszacharid-keverékből egy különösen aktív kompo­
nenst izoláltak, amely arabinogalaktánnak bizonyult, s vizsgálataik a 13. ábra sze­
rinti szerkezetet valószínűsítették.

Megkeresés érkezett csoportunkhoz, hogy gyűjteményünkben van-e ilyen 
típusú oligoszacharid, amely(ek) alkalmasak lennének monoklonális antites­
tek termeltetésére, amelyek a későbbiek során analitikai reagensként szolgál­
hatnának. Korábban ilyen vegyületek szintézisével nem foglalkoztunk, így 
1997 tavaszán kezdtük el a feladattal való foglakozást, s egy korábban általunk 
felismert reakciónak az adaptálásával. Megfigyeltük, hogy pl. a benzil /J-D-ga- 
laktopiranozid (52) dimetoxipropánnal egy sav katalizálta reakcióban a követ­
kező (14. ábra), egyetlen szabad O H  csoportot tartalmazó származékot ( 53) 
adja.27 14

14. ábra. ß-D-galaktopiranozidok reakciója dimetoxipropánnal

A reakció felhasználásával olasz szerzők28 később részletesen foglalkoztak, s 
reakciókörülmények és az izolálási feltételek optimálásával jelentősen kiszéle­
sítették a felhasználási lehetőségeket.

Az egyetlen lépésben nyerhető l,2:3,4-di-0-izopropilidén-a-D -galakto- 
piranózt (54) kiváló hozammal glikozileztük /?-(l-»6 )-kötésű diszachariddá

14
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15. ábra. 2 '-O H  tartalmú ß-(l-*6)-digalakt0z-szärmazek egyszerű előállítása

(56), amelyet Zem plén szerint elszappanosítva nyertük a (57)-et, amelynek di- 
metoxipropános kezelésével izoláltuk azt a diszacharid-származékot (58), 
amely az O H -2’ csoportot tartalmazta (15. ábra).

A dimetilmetoximetil (M IP)-csoport savérzékenységét ismertük, mégis 
meglepetésnek tűnt az az észlelet, hogy az 58 arabinozilezése brómcukorral 
három terméket adott. Ezek kromatográfiás elválasztása után a vegyületek 
szerkezete a 16. ábra szerint adódott.

A három termék közül a 60 a célvegyület, a másik kettő (59 és 61) keletkezé­
sét a M IP hidrolízisével értelmezhetjük a reakció során a promotorból kelet­
kező Lewis-sav-karakterű vegyületek révén. Az 59-61 vegyületekből a ben-
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16. ábra. A z  58-as vegyidet 2,3,5-tri-O-benzoil-a-L-arabinofurazonil-bromiddal 
történőglikozilezése során keletkező vegyületek szerkezete

zoil-csoportokat elszappanosítással, az izopropilidén-csoportokat pedig savas 
hidrolízissel távolítottak el és nyertük a két tri- és a tetraszacharidot.

A M IP-et kímélendő, igyekeztünk közel bázikus reakciófeltételeket előállí­
tani porított molekulaszita és trimetilpiridin alkalmazásával, H g(C N )2-ot 
használva promotorként. A reakció során két termék képződését detektáltuk, 
az egyik a 60-as célvegyület, míg a másik (62) a képződött M lP-tartalm ú 
triszacharid dimerizációjával jö tt létre (17. ábra).

16
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BzO
OBz

A vegyület szimmetrikus 
szerkezettel rendelkezik, ez 
egyértelműen adódott a 
13C -N M R  spektrumból, a 
'H -N M R  spektrum integ­
rált protonszáma bizonyítot­
ta az -0 -C (C H 3) , - 0 -  szer­
kezeti egység jelenlétét. A 
M ALDI-TOF-M S a mole­
kulatömeg révén megerősí­
tette a feltételezett struktú­
rát.

A két vegyület elszappa- 
nosítását követő enyhe savas 
hidrolízis ugyanazt a trisza- 
charidot szolgáltatta, jelezve, 
hogy a dimetilmetilén ace- 
tálhíd híg savakkal hidroli- 
zálható az interglikozidos 
kötések sérülése nélkül.

A m ono-M IP digalakto- 
zid-származék (58) kiváló 
hozammal benzilezhető 
(63), s a M IP savas hidrolízi­
sével nyert 6 ’-O H  vegyület 
az ugyancsak 63-ból nyerhe­
tő diszacharid donorral (65) 
a 66 -os tetraszacharid nyer­
hető. Ez utóbbi vegyületből 
a benzil-csoportok eltávolításával egy két arabinozil-egységet tartalmazó 
hexaszacharid szintetizálható.

Az arabinogalaktánok fitoalexin-elicitor-hatását vizsgálandó, számos igen 
hasznos szintetikus intermediert állítottunk elő, amelyekből gyakorlatilag 
bármilyen kívánt végtermék nyerhető (18. ábra).

A szintetizálható építőelemek szellemesen kombinálhatóak, és biológiailag 
igen értékes, tetszőlegesen variálható szerkezetű modellvegyületekhez ju tha­
tunk.

Az itt bemutatott eredményeket 1997-ben a 10. Európai Szénhidrátkémiai 
Szimpóziumon29 m utattuk be, ezt követően, 1998 februárjában az alábbi négy

OBz
O v

BzO-
OBz

62

17. ábra. A  60-as vegyület sav katalizálta 
dimerizációjával létrejött vegyület (62) szerkezete

17
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18. ábra. OH-2" és OH-2"" származékok előállítására alkalmas 
védett tetraszacharid (66)  szintézise

tetraszacharid szintéziséről számoltak be ,30 s a szintéziseket feltételezett 
fitoalexin-elicitor-hatás motiválta (19. ábra).

A holland szerzők az 1,2-anhidro-cukrok glikozildonátor készségét hasz­
nálták ki, bár e vegyületek szintézise számos lépést igényelt.

Mesterséges antigének előállítása oltóanyag-termeléshez, 
illetve diagnosztikai célra
Vírusok, baktériumok emlősszervezetekbe jutva ellenanyag-termelést válta­
nak ki. A képződő ellenanyagok a mikroorganizmusok felületén lévő epitó- 
pokra m int testidegen antigénekre nézve specifikusak. Ezek az ellenanyagok

18
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ß-D-Galp-(1 -*6)-ß-D-Galp-(1 ->6)-ß-D-Galp-(1 -»OMCUD)
2
t
1

a-L-Araf

ß-D-Galp-(1 ->6)-ß-D-Galp-(1 ->6)-ß-D-Galp-(1 ->OMCUD) 
2
t
1

a-L-Araf

ß-D-Galp-(1 ->6)-ß-D-Galp-(1 ->6)-ß-D-Galp-(1 ->OMCUD) 
2 
t  
1

a-L-Araf

Í 9. ábra. Fitoalexin-elicitor hatású oligoszacharidok szerkezete

lehetnek protektiv anyagok (általában IgG), amelyek az im m unrendszer moz­
gósítása révén a testidegen anyagokat eltávolítják, vagy nem protektiv ellen­
anyagok (általában IgM), amelyek a gazdaszervezetben a fertőzést követően 
magasabb koncentrációban jelennek meg a vérben, és így diagnosztikai jelen­
tőséggel bírnak. Az IgG termelését kiváltó antigének elvileg oltóanyagként 
(vakcinaként) nyerhetnek alkalmazást.

Az említett epitópok a vírusok, ill. a baktériumok felületén lévő fehérje, ill. 
poliszacharid-molekulák meghatározott felületei, azaz molekula részletek.

A baktériumok esetében a poliszacharid-antigén igen gyakori, a Gram-po- 
zitív baktériumoknál legtöbbször a baktérium poliszacharid-kapszulája31 (CP), 
a Gram-negatívoknál pedig a baktérium felületét beborító lipopoliszacharid 
(LPS)32 poliszacharid része (OPS). M ind a kapszuláris, m ind a lipopoliszacha- 
ridokra az jellemző, hogy ismétlődő oligoszacharid-egységekből (repeating 
units) épülnek fel. Ezeknek az ismétlődő egységeknek a monoszacharid építő­
elemei, kötéstípusa és anomerkonfigurációja, esetleg járulékos szubsztituensei 
együttesen határozzák meg a baktériumok szerológiai tulajdonságait, azaz az 
ismétlődő egységek szerospecifikusak, és ezek szerodiagnózisra használhatóak.
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A kapszuláris poliszacharidok antigén-tulajdonságúak, belőlük vakcinák, 
oltóanyagok nyerhetők, az első PS-vakcina 1978-ban nyert bevezetést, amely a 
Pneumococcus 17 törzsének poliszacharidját tartalmazta, s az ellenük termelődő 
ellenanyag nyújtott védelmet ezen baktériumok fertőzésével szemben. Ú jab­
ban, 1983-tól a 23-as készítmény33 van forgalomban. PS vakcina áll rendelke­
zésre Haemophilus influenzae b (Hib) ellen is, amely a gyerekek esetében agy­
hártyagyulladást okozott. További oltóanyag érhető el a Neisseria meningitidis A, 
C, Y  és W135 szerocsoportjai és a Salmonella typhi ellen. Ezek a tisztán PS vak­
cinák azonban nem nyújtanak védelmet a csecsemőknek (0,5-2,5 év), ezért 
vált igen fontossá az a megfigyelés, hogy a fehérje-PS antigének ennek a kor­
csoportnak is védelmet biztosítanak, s ma a Vibrio cholera és a Streptococcus B 
csoportja ellen ilyen vakcinák jelentek meg a piacon.

A Gram-negatív baktériumok lipopoliszacharidjainak szerkezetét a 20. ábra 
szemlélteti: 20 *

20. ábra. Gram-negatív baktériumok lipopoliszacharidjainak (LPS) szerkezete

A szerospecifitást az OPS rész határozza meg, de ezek nem immunogének, 
csak hapténként működnek. Ellenben az OPS-fehérje-konjugátumok az 
OPS-re specifikus IgG ellenanyag termelését indukálják, és bizonyos esetek­
ben védelmet nyújtanak a bakteriális fertőzés ellen.

Az AIDS és az angliai szarvasmarha-szivacsos-agyvelőgyulladás kapcsán a 
tisztán biológiai eredetű mintákkal szemben is fenntartás van. Kedvező ered­
mények vannak arra vonatkozóan, hogy a bakteriális poliszacharidok „ismétlő­
dő” oligoszacharid egységei alkalmasan választott makromolekulákhoz, első­
sorban fehérjékhez kapcsolva olyan mesterséges glikoproteineket adnak, ame­
lyek ellen a szénhidrátokra specifikus IgG antitestek termelődnek.

Ezek a körülmények is motiválták azon döntésünket, hogy a Gram-negatív 
baktériumok közül a Shigella sonneiM LPS-ének vizsgálatával és a diszacharid 
típusú ismétlődő egység szintézisével foglalkozzunk. A shigellosis sajnos*igen *
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gyakori, az emberi emésztőrendszerre 
kiterjedő betegség. Az évenkénti fertő­
zések száma mintegy 300 millió, a tra­
gikus esetek száma is eléri a 600 ezret.

A Sh. sonnei ismétlődő diszacharid- 
egysége a 21. ábra szerinti szerkezettel 
írható le.

Ismereteink szerint az ismétlődő 
egység a legbonyolultabb szerkezetű 
diszacharid-molekula, amely szabad 
N H ,- és CO O H -csoportja révén 
zwitter ionos formában létezik, s a 
monoszacharid építőelemek szintézise 
sem ism ert.35

A két monoszacharid építőelem (68 és 70) szintézisét D-glükózaminból 
(67) és L-glükózból (69) kiindulva oldottuk meg, a részletek ismertetésétől 
eltekintünk .36

21. ábra. A  Shigella sonnei 
Gram-negatív baktérium-OPS-nek 

ismétlődő, diszacharid egysége

22. ábra. A  Shigella sonnei OPS építőelemeinek szintézise

Az egyébként igen drága L-glükóz szintézisére is D-^w/ono-y-laktonból (71) 
kiináulva új szintézist dolgoztunk ki (23. ábra).
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A 2-acetamido-2-dezoxi-glikozidok szintézisét az a körülmény is nehezíti, 
hogy az 1,2-oxazolin (72) képződésre való hajlam kifejezettebb a glikozid- 
képzésnél (24. ábra).

24. ábra. A  2-acetamido cukrok glikozil-donorjai készségesen képeznek 
í  ,2-oxazolinokat

Ezt elkerülendő, az 1 ,2-transz glikozidok kialakítására imideket (ftaloil, 
tetraklórftaloil) vagy elektronszegény karbomllal rendelkező amidokat (N -tri- 
klóracetil, N-trikloretoxikarbonil, N-p-nitrobenziloxikarbonil) alkalmaznak. 
Az előzőek drasztikus körülmények közötti eltávolítása, míg az utóbbiak túl­
zott érzékenysége nehezíti a sikeres szintéziseket.

Az A-B szekvenciájú diszacharid szintézisét triklóracetimidát (73) szárma­
zékon keresztül oldottuk meg kiváló hozammal (25. ábra).

A védett származékok (76 és 77) 78-cá történő átalakítása rendkívül szigorú 
reakciószekvenciát igényelt (észterhidrolízis, deftaloilezés, szelektív N-aceti- 
lezés és redukció). Lényegesen nehezebb feladatnak bizonyult a B-A szekven­
ciájú diszacharid előállítása. Egyrészt a glikozilezési reakciók hozama lényege -

2 2

23. ábra. A z  L-glükóz szintézise
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78

25. ábra. A z  A -B  sorrendű diszacharid szintézisének lépései

sen kisebb volt, másrészt a védőcsoport eltávolításának előző szekvenciája 
eliminációs reakciót eredményezett. Ezt elkerülendő, az első lépés az axiális 
4’-OAc savas feltételek melletti eltávolítása volt (26. ábra).

A  ftaloil- (Phth) csoportok eltávolítása során észlelt nehézségek a magasabb 
tagszámú oligoszacharidok előállításánál, a tetraklórftaloil és a triklóracetil 
védőcsoportok kombinálását sugallták. Ezen csoportok alkalmazásával 1+2, 
ill. 2+ 3  blokkszintézis révén előállítottunk egy tri-(84) és egy pentaszacha- 
ridot (85), ezekből a védőcsoportokat azonban ezideig nem sikerült eltávolíta­
ni (27. ábra).
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Mycobacterium antigének. Mycobacteriális fertőzések 
szerodiagnózisa
A mycobacteriumok a Gram-pozitív mikroorganizmusokhoz tartoznak, kettő 
közülük közismert humánpatogén: a M. tuberculosis és a M. leprae. Az első a tbc-t, 
míg a második a leprát okozza. Az utóbbi 15 évben az irántuk megnövekvő 
érdeklődést az ún. opportunista mycobacteriumok által okozott megbetegedé­
sek váltották ki, amelyeknek szenvedő alanyai, sok esetben áldozatai a sérült 
immunrendszerrel rendelkező személyek, főleg AIDS-fertőzöttek, szervátülte­
tésen átesett és immunszuppresszív anyagokkal gyógykezelt betegek.

Közismert a mycobacteriumok ellenálló képessége, amelyet a sejtfalukat 
körülvevő vastag lipidrétegnek köszönhetnek. A lipidréteg felületén, abba 
belemerülve, szerospecifitást meghatározó ún.fenolosglikolipidek, glikopeptidoli- 
pidek vagy lipooligoszacharidok találhatók.37'38

2 4

26. ábra. A  B-A  szekvenciája diszacharid szintézisének lépései



Fehérje-szénhidrát kölcsönhatások

21. ábra. A  B-A-B és a B-A-B-A-B tri-(84) és pentaszacharid (85) szerkezete
védettformában

A baktériumfelszín antigének közül elsőként a M. leprae fenolos glikolipid- 
jé t izolálták391981-ben, ma azonban közel 40 szerovariáns antigénjének szer­
kezetét ismerjük.

A M. leprae esetében a W H O  által támogatott program során a triszacharid 
típusú antigén szintézisére is sor került, amelyet proteinhez konjugálva főleg 
Bangladesben, Indiában 
és Etiópiában a M. leprae 
által okozott új fertőzé­
sek szűrésére használtak 
fel.

A viszonylag egysze­
rű szerkezetű triszacha­
rid szintézisét 5 labora­
tóriumban végezték 
el,40’45 35-37 szintetikus 
lépéssel nyerték az anti­
gént. M i egy, az általunk

2 5

28. ábra. A  M. leprae antigénjének szerkezete
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kidolgozott szimmetrikus46 
ketálok hidrogenolízisével a 
lépések számát 17-re redukál­
tuk (28. ábra)*1"'9

A mycobacterium antigé­
nek rendkívül változatos szer­
kezettel rendelkeznek, külön­
leges szénhidrátokat, királis 
zsírsavakat, acetálokat és étere­
ket tartalmaznak. Ezek a szer­
kezetek valóban kihívást jelen­
tenek a kémikus számára, s 
esetenként a szintetikus ka­
land még a biológiai attraktivi- 

tást is háttérbe szoríthatja. A kémiai érdekességgel és a biológiai csábítással 
magyarázható, hogy számos mycobacterium antigén szintézisét valósítottuk 
meg, többet közülük elsőként. Ezen eredményeket csak képletek bemutatásá­
val vonultatjuk fel a szerkezetek összetettségének illusztrálása céljából (29-32. 
ábra).

29. ábra. A  M. avium 8-as szerovariáns 
triszacharid antigénjének szerkezete50

30. ábra. A  M. avium 14-es szerovariáns pentaszacharid antigénjének szerkezete51
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31. ábra. A  M. avium 12-es szerovariáns pentaszacharid antigénjének szerkezete

32. ábra. A  M. avium í 7-es szerovariáns pentaszacharid antigénjének szerkezete
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33. ábra. A  M. avium 19-es szerovariáns pentaszacharid antigénjének 
feltételezett szerkezete

Az  utolsónak emítésre kerülő pentaszacharid a M. avium 19-es szerovarián- 
sának32 különleges szerkezetű antigénje, amelynek szerkezetében a negyedik 
monoszacharid O C H 3-4 csoportjának térállása bizonytalan. Szintézisével e 
bizonytalanságot is feloldani készültünk. Eredeti célkitűzésünk az volt, hogy 
m indkét pentaszacharidot előállítjuk, és szerológiai vizsgálattal döntjük el, 
hogy melyik azonos a természetes vegyülettel. Fontos megjegyezni, hogy a 
szerkezetfelderítéssel foglalkozó amerikai szerzők izolálták a pentaszacharid- 
ból levezethető alditot, és közölték ennek 'H -N M R  spektrumát, amelynek az 
anomer-tartományában megjelenő négy proton közül három csatolási állan­
dója 1,5 Hz körül van, míg egynek 10,5 H z az értéke, az utóbbi egyértelműen a 
terminális uronsav egységhez rendelhető (33. ábra).

Korábbi szintéziseinknél is kiindulási vegyületként szereplő 4-ulozidot24 
(93) terveztük a negyedik monoszacharid-egység két C-4 epimerjének előállí­
tására felhasználni. A 93 redukciója a legkülönbözőbb redukálószerekkel a 
4-axiális izomerhez, az L-ta/o-vegyülethez (94) vezetett. A nagyfokú 
sztereoszelektivitás a hidrid anionnak a legkevésbé gátolt a-L  oldalról történő 
támadásával értelmezhető. Az L-ramno izomert (96) az ulóz (93) izopropilidén
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34. ábra. A  M. avium 19-es szerovariáns pentaszacharid antigénjében feltételezett 
a-L-talo-(97), ill. a-L-ramno-(98) szerkezetű aglikonok szintézise

csoportjának hidrolízisével nyerhető vegyidet (95) triacetoxibórhidriddel tör­
ténő redukciójával sikerült kvantitatív hozammal nyerni. Ez a sztereo- 
szelektivitás a C-2,3 hidroxilcsoportjainak komplexképző tulajdonságával és a 
reagens hidridjének ß-L  oldalról való támadásával magyarázható.53 54

A 94 és 96 vegyületeket hagyományos reakciósorokon keresztül alakítottuk 
2,4-di-O-metil-éterekké (97 és 98) (34. ábra).

M indkét 2,4-di-O-m etil-éter (97 és 98) 4C ' (L) konformációban létezik. 
Ezeket 2 ,6-di-0-acetil-3 ,4-di-0-m etil-a, /J-D-glükopiranozil triklóracetimi- 
dáttal (99) glikozileztük. Az L-ramno-izomer (98) glikozilezésénél csak egyet­
len anom ert (100) nyertünk, amely /J-glükopiranozidnak bizonyult, s a  j l2 =  
1,5Hz csatolási állandója a redukáló vég változatlan 4C'(L) konfigurációját erő­
síti meg.

Teljesen ellentétes kép adódott a 97 és az imidát (99) kapcsolása esetén. Elő­
ször is két termék képződött, ezek az interglikozidos kötés vonatkozásában 
a-(101), ül. /í-anomereknek (102) bizonyultak. A meglepő észlelés azonban az 
volt, hogy az aglikonként szereplő ta/o-származék 4C,(L) konformációba m ent 
át, s ez az átmenet igen kifejezetten tükröződött a termékek 'H -N M R  spektru­
maiban, ugyanis a iJ x2 4Hz csatolási állandóval jelentkezett, a kiindulási 1,5 
Hz-es csatolási állandóval szemben, így a /?-interglikozidos kötés ~ 8  Hz-es 
kapcsolási állandója mellett egy másik viszonylag nagy csatolási állandó jelent­
kezett. Ez a tény azt sugallta, hogy ezen utóbbi ta/o-komponens nem lehet a
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35. ábra. A  M. avium 19-es szerovariáns pentaszacharid terminális 
diszacharidjainak (100 és 102)  szintézise

természetes pentaszacharidban, ugyanis ott egyetlen nagy csatolási állandó 
szerepelt, s az a terminális glükuronid egységhez volt rendelhető.

Ezen utóbbi glikozilezési reakcióban jelentkező a//3-anomerkeverék és az 
ágiikon konformációváltása, csak a to/o-származék sztérikus zsúfoltságával 
magyarázható (35. ábra).

Annak bizonyítására, hogy a 2,4-di-O-metil-ta/o származék abban az eset­
ben is megtartja a 4C ,-L  konformációját, ha a pentaszacharid terminális 
triszacharid egységében foglal helyet, a két diszacharid-származékot (100  és 
102) uroniddá történő transzformációja után glikozil donorrá alakítottuk és 
triszacharidokká kapcsoltuk etil 2,4-di-O-benzil-l-tio-a-L-ram nopiranozi- 
dot használva aglikonként.

A dimetil-ramno-egységet tartalmazó triszacharid (103) 'H -N M R  spektru­
mában egy nagycsatolású anomer szignál mellett, két kiscsatolású anomer jelet 
találtunk, összhangban a természetes pentaszacharidból izolált alditol anomer
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tartományának jelösszetételével. Ezzel szemben a dimetil-ta/o-egységet tartal­
mazó triszacharid (104) 'H -N M R  spektruma anomertartományában m ind­
össze egyetlen 1,5 Hz nagyságú szignált találtunk, ami a redukálóegység ramno 
egységéhez volt rendelhető. Azaz, amit már a diszacharidok szerkezetvizsgála­
tával valószínűsíthettünk, nevezetesen, hogy a természetes pentaszacharidban 
nem lehet 2,4-di-O-m etil-talo építőelem, az triszacharid-szinten egyértel­
m űen igazolódott (36. ábra).

E vizsgálatok alapján a 103-as triszacharidot egy diszacharid aglikonnaN 
(105) kapcsoltuk, majd a védőcsoportok eltávolítása, ill. az aromás ágiikon 
átalakítása után a hídmolekulával (spacer) ellátott pentaszacharid származékot 
(108) kaptuk (37. ábra).

Székfoglaló előadásom célja az volt, hogy részleteket villantson fel azokról a 
rendkívül sokrétű és részleteiben igen bonyolult biológiai felismerési folya­
matokról, amelyekben a szénhidrátok szerepének felderítése napjainkban 
folyik. A szintetikus szénhidrátkémia igen gazdag szintetikus arzenáljának esz­
közeivel kíván hozzájárulni a különböző tudományágak képviselőinek együt­
tes erőfeszítéséhez. Néhány szerény eredményünkkel talán nekünk is lehető­
ségünk nyílt arra, hogy a folyamatot felgyorsíthassuk, e tudományos kaland 
aktív résztvevői lehessünk.

Köszönetnyilvánítás
A kísérletes tudományok területén ma már csak harmonikusan együttműködő 
csoportok tudnak a siker reményében kutatásokat folytatni és eredményeket 
elérni. így volt ez esetemben is. M egkülönböztetett tisztelettel köszönöm 
tanítómestereim, néhai dr. Bognár Rezső akadémikus úrnak és dr. Nánási Pál
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OPNP

OAc

103

OPTFAAP

37. ábra. A  M. avium 19-es szerovariáns pentaszacharid antigénjének szerkezete

professzor úrnak önzetlen segítségét és támogatását. Ugyancsak hálásan 
köszönöm közvetlen munkatársaim lelkesedését és erőfeszítését, akiknek neve 
közleményeink szerzői között feltüntetésre került.

Az igen költséges kutatásokat támogatta a Magyar Tudományos Akadémia, az 
O TKA, az M K M  és az OMFB. Külföldi támogatóim közül hálásan köszönöm 
a Howard Hughes Medical Institute (USA), a Mizutani Alapítvány (Japán) és a 
Volkswagen Alapítvány (Németország) anyagi segítségét.
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