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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksinndn kohteena on menetelm&8 fosforiami-
dien yleisten kaavojen

Ry
NHR /
4 L PR
sokeri-O-P/’ ja sokeri-o-p” 'Rz
NHR, NH,
1 la

mukaisten glykokonjugaattien valmistamisek-
si, jolloin sokerin 1iit&nt# tapahtuu fos-
foriamidi-hukkafunktion tai vast. ifosfami-
di-hukkafunktion kanssa, etenkin 1-asemassa
ja R) ja R, voivat olla samanlaisia tai
erilaisia ja ne voivat merkit#4 vetyd, alem-
pi-C,-C,-alkyyli¥ tai C,-Cg-halogeenialkyy-
114, ja sokereina voivat esiinty4 mono-,
di- tai polysakkaridit kaikissa olemassa
olevissa isomeerisiss8 tai enantiomeeri-
sissd muodoissa, jossa menetelmiiss# suoja-
tut bromisokerit konjugoidaan sin&ns3 tun-
netulla tavalla vastaavien fosforiyhdisQ
teiden kanssa ja vapautetaan suojaryhmists.

Zh. Obshch. Khim.
Zh. Obshch. Khim.

1968, 38(6), 1340-4,
1974, 44(4), 896-9

Edelleen keksint® koskee D-glukopyranosyy-
li—N,N‘—di-(2—kloorietyy11)—fosforihappodi—
amideja ja yhdisteiden k&ytt84 antituumori-
aineina. )



Uppfinningen avser ett férfarande f6r till-
verkning av glykokonjugat av fosforamider
med den allmdanna formeln

. Ry
0 _NHR, o N/
] W~
socker-0-P och socker-0-P~ Ry
NHR, NH,

1 la

varvid anslutningen av sockret sker med
fosforamid-6verloppsfunktionen eller resp.
ifosfamid-8verloppsfunktionen, speciellt i
ldget 1, och R; och R, kan vara likadana
eller olika och kan avse vete, en ligre-C;-
C4-alkyl eller en C,-Cg-halogenalkyl, och
som socker kan forekomma mono-, di- eller
polysackarider i alla befintliga isomera
eller enantiomera former, vid vilket
férfarande skyddade bromsocker konjugeras
pd ett i och.fér sig kant sdtt med mot-
svarande fosforféreningar och befrias frén
skyddsgrupperna. - Vidare avser uppfinningen
D-glukopyranosyl—N,N'—di-(2-klorety1)—fos-

forsyradiamider och anvdndningen av fdre-

ningarna som antitumdrdmnen.

89

-/

e~

68



1 | 95268

i

Menetelmd glykokonjugaattien valmistamiseksi

Sy8p8sairaudet ovat Saksan Liittotasavallassa toisella si-
jalla kuolleisuustilastoissa syd&n-verisuonitautien j4lkeen.
Sy8pdsairauksien nykyisiin terapioihin kuuluvat leikkauksen
ja sddehoidon lis#dksi my8s antineoplastinen kemoterapia.

Huolimatta erinomaisesta leikkaustekniikasta, parantuneesta
sddehoidosta ja useista uusista kemoterapeuttisista aineista
pahanlaatuistan tuumoreiden parantumism&&r&4 ei olla kuiten- ;
kaan 1is&88m&&n viime vuosina, vaikkakin yksittdisiss#d tuumo-
rilajeissa, kuten esim. Hodgkinin taudissa on saatu aikaan
erittdin hyvi8 tuloksia.

On siis edelleen olemassa tarve mahdollistaa my8s kemotera-
piassa perustavanluonteisia parannuksia, jotka perustuvat
jatkuvasti kasvaviin tietohin tuumorisolun biokemiasta.

Pddmddrdnd antineoplastisesti vaikuttavien kemoterapeuttis-
ten aineiden uuskehittelyss# on selektiivisyyden parantami-
nen ja siten ei-toivottujen sivuvaikutuksien v&hent&minen.

Tosin tunnetaan t&114 v&lin useita biokemiallisia eroja tuu-
morisolun ja normaalin solun v#1il11%, mutta nim3 erot eivit
ole kuitenkaan kovin merkitt&vi¥.

Useilla nykyisin k&8ytetyill& aineilla on t&std syystd jo
mddrdtty selektiivisyys ja siten k&yttdkelpoinen terapeutti-
nen indeksi, mutta absoluuttinen selektiivisyys on kuitenkin
vield hyvin kaukana.

Erds mahdollisuus t&m&n p&8m&&r&n saavuttamiseksi on "pro-
drug"-tuotteiden, s.o. l&8keaineiden k#yttd, jotka aktivoi-
tuvat erityisesti kohdesolussa tai jotka detoksikoituvat
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(muuttuvat myrkyttdmiksi) erittdin voimakkaasti ei-kohdeso-
luissa. Er#8n toisen yrityksen mukaisesti pyrit##n l&8keaine
kuljettamaan kohdesoluun tai ainakin rikastamaan se sielld
("drug targeting").

Useat "drug targeting"-konseptit perustuvat l&édkeaineen spe-
sifiseen sitoutumiseen kohdesolussa tai ei-kohdesolun ja
kohdesolun v8lisiin erilaisiin vastaanottomekanismeihin.
T&8118in voidaan k8ytt48 hyv8ksi my8s kvantitatiivisia eroja.

Siten on mahdollista valmistaa esim. hybridisointitekniikan
avulla (K8hler ja Milstein, 1975, Nature 256, 495) valmistaa
m848r4tietoisesti monoklonaalisia vasta-aineita (MAB) ja tun-
nistaa niiden avulla tuumori-assosioituneet antigeenit
(TAA).

Valmistettavat glykosidiesterit voidaan valmistaa sindnsd
tunnettujen menetelmien mukaisesti, etenkin edelleenkehite-
tyn Koenigs-Knorr-reaktion tai imidaatti-menetelmsn avulla.

Yhteenveto n¥ist¥ menetelmist¥ sekd stereoselektiivisestd
glykosyloinnista, joita varten on nykyisin kdyt8ssd liitdn-
n3n halutun stereokemian mukaisesti kolme perustavanluon-
teista menetelm#4, on esitetty etenkin julkaisussa Paulsen,
1984, Chem. Soc. Rev. 13, 15.

On kuitenkin tunnettua, ett8 huolimatta useista kdyt&ss&
olevista glykosylointimenetelmist#d kuitenkaan jokaista ha-
luttua 1iit8nt44 ei voida muodostaa stereoselektiivisesti
riitt8vin4 saantoina. Jokainen glykosyylisiirto muodostaa
oman ongelmansa ja useinkaan ei ole olemassa yleisp&dtevid
reaktio-olosuhteita (Schmidt 1986, Angew. Chem. 98, 213).

Siten keksinn®n kohteena ovat m#&rdttyjen tehokkaasti vai-
kuttavien antituumoriaineiden glykokonjugaatit, joita voi-
daan k3ytt#4 antineoplastisina aineina s&ilytt&m#ll& pitkdl-
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ti niiden aktiivisuus, mutta v8hentd&m&l11% kuitenkin voimak-
kaasti niiden toksisuutta. Keksint® on tdsmidllisesti mairi-

telty patenttivaatimuksessa.
Tyypillisin8 esimerkkein¥ muodostettiin esitetylld tavalla
Seuraavien yleisten kaavojen mukaiset konjugaatit.

/R
0N % N\R
sokeri - 0 - P ja sokeri - O - P 2
NHR, N NHj
1 2

Jjolloin sokerin 1iit#nt4 tapahtuu fosforiamidi-hukkafunktion
kanssa, etenkin 1-asemassa. Tdrkeimpin¥ sokereina mainitta-
koon: galaktoosi, mannoosi, glukoosi, mannaani, galaktaani,
glukaani sek3 my®s haarautuneet sokerit, etenkin 3- ja 6-
asemassa, jolloin periaatteessa voidaan kuitenkin kayttds
kaikkia sokereita, siis mono-, di- tai polysakkarideja kai-
kissa olemassa olevissa isomeerisissi ja enantiomeerisissi
muodoissa.

Ry jJa R, voivat olla samanlaisia tai erilaisia ja niill¥ on
Seuraavat merkitykset: vety, alempi-cl—c4—alkyyli, C,-Cg-
halogeenialkyyli, etenkin C,-C4-halogeenialkyyli ja etenkin
Co-halogeenialkyyli. Ainakin yksi substituenteista R1 ‘ja Ry
on C1-Cg-halogeenialkyyli.

Suojaryhmind voidaan k#ytt44 kaikkia OH-funktioille yleises-
ti tavanomaisia suojaryhmi¥, esim. bentsyyli-, asetyyli-,
trityyliryhmi&, ja lohkaisu tapahtuu samoin sin¥ns4 tunne-
tulla tavalla entsymaattisesti, hydraamalla, happamasti tai
alkalisesti.

Aivan yleisesti keksinndn mukaisesti etsityt ja kdytetyt
glykosyylisesti kytketyt fosfamidi-mustard ja ifosfamidi-
mustard voidaan muodostaa seuraavasti:

© e — A -
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Kytkett&vat yksikst, fosforiyhdisteet voidaan valmistaa Lo-
renzin ja Wiesslerin julkaisussa Arch. Pharm. 318, 577, 1985
esittdmén tyStavan mukaisesti.

N&m# molemmat yhdisteet voidaan saada kulloinkin suojattujen
bromisakkaridien kanssa yhdisteen 28 B8, glukoosi-p-IPM:n tai
vast. disakkaridiyhdisteen 50 ja 51 esimerkissd oheisten ku-
vioiden 1 ja 2 mukaisesti esitetylld tydtavalla.

Suojattu sokeri A saatetaan reagoimaan fosforihappoyhdisteen
B kanssa siten, ett#4 molempien annetaan vaikuttaa toisiinsa
livottimessa, etenkin polaarisessa liuvottimessa, esim. ase-
tonitriiliss&, CH,Cl,:ssa tai tolueenissa 20 - 120°C:ssa 1 -
48 tunnin ajan lis##m#11¥ apuemdstd, esim. Et3N:aa, Et(i-
prop),N:d4. Yleinen menetelm&n ohje voidaan esittdd seuraa-
valla kaavakaaviolla.



5
.HR
AVHRy
(R)_ - sokeri- QOH H5C60 - i
s'n \\
J/ N: HRZ
0
. . NHR
1
(R)_ -~ Sokeri . x HO - &'//
s'n ] \\
NHR
2
A B
(Rs)n - Sokeri . o - E,/’NHRl
TNNHR,.

l_NHR
sokeri- O - P\\ 1

NHR

Reaktio ifosfamidin kanssa tapahtui vastaavalla tavalla. Rg
= suojaryhmd, esim. bentsyyli, x = reaktiviinen ryhmé&, esim.
bromi.

L&hdettdessd glukoosin, galaktoosin ja mannoosin 1-O-metyy-
lipyranosideista voidaan valmistaa vastaavat 2,3,4,6-tetra-
O-bentsyyli-alfa-D-glukopyranosyylibromidit kuvion 1 mukai-
sesti.

Bentsylointi tapahtuu sin@nsd tunnetulla tavalla, esim. di-
oksaanissa bentsyylikloridilla KOH:n l&sndollessa metyyli-
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alfa-D-gluko- tai vast. -galaktopyranosidin suhteen, kun
taas metyyli-alfa-D-mannopyranosidi saatetaan reagoimaan
esim. bentsyylikloridin ja NaH:n seoksessa. Bentsyloidut me-
tyyliglykosidit 10, 11 ja 12 hydrolysoidaan t&m&n j&4lkeen
esim. H,SO,/HOAc:114 yhdisteeksi 13 tai vast. HC1/HOAc:11¥
yhdisteiksi 14 ja 15. Yhdiste 13 ja isomeerinen mannoosi 15
voidaan muodostaa sitten esim. p-nitrobentsoyylikloridilla
dikloorimetaani/pyridiiniss¥ vastaaviksi 2,3,4,6-tetra-o-
bentsyyli-1-0O-p-nitrobentsoyyli-D-glukopyranooseiksi 16 ja
18, jotka molemmat voidaan puhdistaa sopivasti kiteytt&m#11%
uudelleen. Koska t4m4 ei ole niin hyvin mahdollista 2,3,4,6-
tetra-O-bentsyyligalaktoosin p-nitrobentsoaatin kohdalla,
pidetddn t&ll8in parempana derivointia fenyyli-isosyanaatil-
la pyridiiniss¥ kiteytyvéksi 2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-1-0-
(N-fenyyli-karbamoyyli)-D-galaktopyranoosiksi 17 (Kronzer ja
Schuerch, 1974, Carboh. Res. 33, 273).

Bentsyyli-suojatut alfa-bromihalogenocosit 19, 20 ja 21 muo-
dostetaan esim. kisittelem#114 HBr:114 CH,Cl,:ssa ja tavan-
omaisten loppuvaiheiden suorittamisen, nimitt#in p-nitroso-
bentsoehapon tai vast. aniliniumbromidin poissuodattamisen

ja ylimd&rdisen HBr:n poistamisen j#lkeen ne kdytetddn tar-
koituksenmukaisesti suoraan ilman lisipuhdistusta seuraavis-
sa glfkosylointireaktioissa. |

Bentsyyli-suojatuissa glykosyyli-donoreissa el ole-substi-
tuenttia C2-atomissa, jolla voisi olla ohjaava vaikutus gly-
kosylointiin. Bentsyyli-suojaryhmill# varustettujen bromat-
tujen sokereiden reaktio fosforiamidin tai vast. ifosfamidin
kanssa tapahtui dikloorimetaani/trietyyliamiinissa. Yhdis-
teiden 16, 17 ja 18 - 22, 23 ja 24 reaktion saanto on esi-
tetty taulukossa 1 samoin kuin anomeerisuhde ja eluointiaine
SC:ssd. erotus onnistuu esim. pylv#skromatografialla.
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Taulukko 1

Saanto (%) a:p EE:PE

22 68 56:44 60:40
23 65 50:50 60:40
24 47 55:45 80:20

HPLC-analyysiss#8 on havaittavissa retentioaikojen hyvin suu-
ri konsentraatioriippuvaisuus samoin kuin konjugaattien voi-
makas tailing (h&nn&nmuodostus). Rakenteen ja stereokemian
varmistus tapahtui - ja 13C—NMR-spektroskopialla.

Suurempien mddrien valmistamiseksi k#ytettiin ty&tapaa, jos-
sa stereoselektiivisen synteesin avulla muodostuu edullises-
ti toinen anomeeri ja siten voidaan luopua HPLC-puhdistuk-
sesta.

Julkaisun Schmidt 1986, Angew. Chem. 98, 213 mukaisesti
bentsyyli-suojattuja O-glykosyylitriklooriasetimidaatteja
voidaan kdytt#¥ stereoselektiivisten synteesien glykosyyli-
donoreina. Triklooriasetimidaattien synteesi tapahtui kir-
jallisuudessa esitettyjen menetelmien mukaisesti l&htem#11%
tetra-O-bentsyyliglukooseista 13, 14 ja 15.

Kdyttdmdlld kaliumkarbonaattia em&ksen# kineettisesti ohja-
tussa reaktiossa yhdisteest4 13 saadaan B-imidaatti 258,
NaH:1lla saadaan nopea anomerisointi termodynaamisesti sta-
biilimmaksi yhdisteeksi 25a. Vastaavasti saadaan yhdisteest}
14 galaktosyyli-imidaatti 26a, yhdisteestd 15 mannosyyli-
imidaatti 27a. N4il118 imidaateilla on bromi-aktivoituihin
bentsyyliglukooseihin verrattuna suurempi stabiilius. Ne
voidaan eristd4 hyvin ja ne ovat varastointikelpoisia.

Siten imidaatit saatettiin reagoimaan erilaisissa reaktio-
olosuhteissa IMP 4b:n kanssa. Liuottimina k&ytettiin esim.
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dikloorimetaania tai asetonitriili¥, katalysaattoreina esim.
BFj-dietyylieetterid tai HCl:84 dikloorimetaanissa.

Reaktio tapahtui nopeammin CH4CN:ssd kuin CH,Cl,:ssa. Manno-
syyli-imidaatti 27a reagoi 4b:n kanssa selektiivisesti man-
nosidi 24a:ksi.

Suojatut glykosidit voidaan vapauttaa esim. hydraamalla ka-
talyyttisesti Pd/aktiivihiilell¥ huoneen l&mpStilassa. Hyd-
rauksen kulkua voidaan valvoa DC:11&. Osoitus voi tapahtua
metanolisella rikkihapolla, mutta osoitus 4-(p-nitrobentsyy-
1li)-pyridiini-reagenssilla (NBP) on herkempi.

Reaktion p&4tytty4d katalysaattori suodatetaan pois, suodos
kiertohaihdutetaan ja kuivatetaan suurtyhjdssd. Kdytettdessd
anomeeripuhtaita glykosideja 22, 23 ja 24 saatiin vastaavat
glykosidit 28, 29 ja 30 samoin anomeeripuhtaina (kuv. 2).

Vastaavat fosforiamidi-konjugaatit sekd kaavan

0 n,

sokeri - 0 - P/~
: ~N

N
R,

mukaisten johdannaisten konjugaatit voidaan valmistaa vas-
taavalla tavalla. .

Kirkkaina, v8ritt8min¥, erittdin viskooseina 86l1ljyind saata-
vien tuotteiden puhdistus ei ole tarpeen. Jos hydrauksessa
kuitenkin muodostuisi sivutuotteita, n8m# voidaan erottaa
lyhyells SC:114 piihappogeeliss¥ (asetonitriili/metanoli-
seokset).

HPLC-analyysi mahdollistaa anomeerisuhteiden selvittdmisen
glukosidin 28 ja mannosidin 30 kohdalla.
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Taulukko 2: Triklooriasetimidaattien reaktio IPM:n kanssa

Edukti Liuotin Reaktio- Tuote Saanto a:p
olosuhteet
25a CI'I2C12 HL, 1 pv. _2_3 -
HL, 6 tuntia 56 % l:6
CH3EN HL, 1 pv. vdhdinen
HL, 6 tuntia 42 % 1:20
258 CHZClz HL, 4 tuntia 51 % 2:3
CH3CN HL, 6 tuntia 45 % 1:1,1
26a CH,Cl, HL, 4 tuntia 23 -
HL, 8 tuntia 48 % 2:
CH3CN HL, 6 tuntia 42 %
27a CHZClz HL, 4 tuntia 24 -
HL, 4 tuntia i 48 %
CH3CN HL, 6 tuntia 47 % vain a

HL = huoneen 18mp&tila

Yhdisteiden identiteetti

(negatiivinen).

voitiin varmistaa FAB-MS- ja

1H—NMR-spektrqskopialla. Sokerit&hteiden konfiguraatio vah-
vistettiin t&mén lis#ksi entsymaattisilla reaktioilla. Esi-
merkkind kuviossa 3 on esitetty Glc-g-IPM 28B:n FAB-spektri

Kdyttdmdlld glyserolia matriisina sekd negatiiviset ett4 po-
sitiiviset FAB-spektrit tuottivat olennaista informaatiota.

Kaikista 6 yhdisteests olivat n#ht#vissH negatiivisten mole-
kyylipiikki-ionien (M-H)~ tai vast. positiivisten molekyyli-
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piikki-ionien (M+H)* signaalit. Kulloinkin 3 piikki4 esiin-
tyi tunnusomaisessa suhteessa, ilmi8, joka muodostuu siten,
ettd molekyyli sis&lt48 kaksi klooriatomia, mutta kloori ei
esiinny kuitenkaan luonnossa isotooppipuhtaasti, vaan suh-
teessa *°Cl:?’Cl - 3:1, mik8 edellyttd8 isotooppipiikkien
suhdetta n. 9:6:1. Siten ioneille (M+H)* havaitaan odotetut
arvot m/e = 383, 385, 387, ioneille (M-H)~ vastaavasti m/e =
381, 383 ja 385. Tunnusomainen pilkkoutuminen, nimittdin al-
kyloivan aglykonin IPM pilkkoutuminen osoitettiin selvdsti
signaaleilla m/e = 221, 223, 225 ioneille (IPM+H)Y sekd m/e
= 219, 221 ja 223 ioneille (IPM-H) . My8s t&ss8 esiintyy
isotooppipiikkien tyypillinen jakautuma. Kuviossa 3 on ha-
vaittavissa selvdsti Glc-g-IPM 28B:n ionien (M-H) ja
(IPM-H)~ molemmat tripletit. Signaalit m/e = 91 ja 183 ovat
perdisin kdytetystd glyserolimatriisista.

Konfiguraation j&rjestys anomeerisess¥8 keskuksessa onnistui
l1H-NMR:114 kuten suojatuissa edukteissa protonin H-1 ja sen
kemiallisen siirtym#én tyypillisten kytkent8jen kautta. Ndmd
parametrit on esitetty taulukossa 3.

IPM:n suhteen isomeerinen PM 4a reagoi 2,3,4,6-tetra-O-bent-
syyli-alfa-D-glukopyranosidin 19 ja vastaavan mannosyylido-.
norin 21 kanssa dikioorimetaani/trietyyliamiinissa muodos-
taen 2,3,4,6-tetra-0O-bentsyyli-D-glukopyranosyyli-N,N-bis-
(2-kloorietyyli)-fosforihappodiamidin 31 tai vast. 2-epimee-
risen yhdisteen 32 (kuv. 4).
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Taulukko 3: Suojasta vapautettujen monosakkaridi-IPM-konju-
gaattien anomeerisen protonin kemialliset siirtym&t ja kyt-
kenn&t

§ (H-1) 31,2 31, p
28a 5,605 3,4 | 71,8
28 5,004 8,0 8,0
29a 5,642 3,1 7,8
298 4,950 8,0 8,0
30a 5,564 2,0 8,0
30 5,282 1,1 8,6

Glykosyyli-PM-konjugaattien 5 tai 31 valmistamiseksi voidaan
k8ytt88 my6s muita synteesiteits, kuten on esitetty kuviossa
5.

Vastaavalla tavalla (esimerkit 1 ja 2) saatiin hepta-O-bent-
syyliglukoosien 43 ja 44 kautta

IRl ,Rz
43 |0Bn| H
44 | H |OBn

disakkaridi-IPM-konjugaatit 50 ja 51

'Rl ’Rz
50 | OH H
s1| H |OH
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Taulukko 4 esittd8d suojasta vapautettujen disakkaridi-konju-
gaattien lH-NMR-arvot.

B(H-l) J1’2 Jl,P B(H—ll) Jl',2'
50a 5,623 3,6 7,8 4,478 8,0
50 5,049 8,0 8,0 4,473 8,0
Sla 5,622 3,6 7,8 4,537 7,9
51 5,044 8,0 8,0 4,532 8,0

My8s t¥ssd kaikkien nelj#n diastereomeerisen yhdisteen iden-
titeetti varmistettiin 2D-NMR-COSY:11&. Kuviot 6a/6b esittd-
vdt suojasta vapautettujen sellobioosi-IPM-konjugaattien 5la
ja 51B 2D-spektrid.

My8s tdss¥d varmistettiin sokerit&hteiden rakenne entsymaat-
tisilla reaktioilla, siis laktoosi tai vast. sellobioosi.

Muodostettaessa disakkaridi-kytkettyjd IPM-konjugaatteja
luonnossa esiintyvien disakkaridien, kuten laktoosin tai
sellobioosin kdyt8118 eduktina on se etu verrattuna konju-
gaattimuodostukseen monosokereista, ettd sokerien v&dlinen
glykosidinen sidos on m&3r&tty ennalta ja siten stereoselek-
tiivinen synteesivaihe voidaan s&8st44. Siten edelld esitet-
tyj8 synteesimenetelmis sovellettiin my®s disakkaridi-kyt-
kettyjen IPM-konjugaattien valmistukseen. Ensiksi tarvittiin
siis bentsyyli-suojattu disakkaridi, jonka 1-0-asema voitiin
aktivoida joko bromivedylld tai triklooriasetonitriililld.
Siten syntetisoitiin laktoosista ja sellobioosista S. Koton
menetelmsdn mukaisesti (Koto et al., 1982, Nihon-Kagakkai:
Nihon-Kagaku-Kaishi (J. Chem. Soc. Jpn.) 10, 1651) disakka-
ridi-rakenteet 2,3,6-2',3',4',6'-hepta-O-bentsyyli-laktoosi
ja isomeerinen sellobiocosijohdannainen 44 (kuvio 7).
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Jos glykosidejd inkuboitiin HEPES:iss¥ tai vedessi vastaa-
vien glykosidaasien kanssa, niin voitiin havaita glykosidi-
sen sidoksen nopea lohkaisu.

Konjugaatit Lac-IPM 50 ja Cel-IPM 51 osoittautuivat metano-
lisessa liuoksessa samoin kuin monosakkaridikonjugaatit 28 -
30 huoneen ldmp8tilassa stabiileiksi (DC-analyysi). Koska
yhdisteiss8 50 ja 51 esiintyy kulloinkin 2 glykosidist3 si-
dosta, joilla on sama (51B) tai erilainen konfiguraatio
(esim. 50a), kdytettiin IPM:n entsymaattisen vapautumisen
tarkastukseen yksitt&isten glykosidaasien lis#ksi myds ent-
syymiseoksia. Anomeeripuhtaiden konjugaattien 50 ja 51 ent-
symaattista lohkaisua seurattiin ohutkerroskromatografises-
ti. NBP:n lis#ksi osoitettiin joko intaktit konjugaatit tai
lohkaisutuotteet 28a, 288 tai IPM.

Vastaavien glykosidaasien avulla lohkaistiin kaikki konju-
gaatit nopeasti ja voidaan vapauttaa esim. yleisen kaavan 1
tai vast. la mukaiset metaboliitit.

Disakkaridi-konjugaattien 50 ja 51a kohdalla tarvittiin
IPM:n vapauttamiseksi kahden erilaisen glykosidisen sidoksen
lohkaisua. Ainoastaan 518, jossa on kaksi samanlaisen konfi-
guraation omaavaa sidosta, voitiin lohkaista kokonaan yhdel-
18 ainoalla entsyymills, nimitt#din B-glukosidaasilla.

Té&md vahvistettiin mittaamalla biologinen vaikutus, nimit-
tdin sytotoksinen aktiivisuus in vitro tutkimalla hiiren
retikuloendoteelisyfpdd ja rotan nis&tuumorisolukantaa sek4
Eb/ESb-solukantaa.

In vivo-tutkimukset suoritettiin hiiren P388-leukemialla ja
rotan 1C32-tuumorilla. In vitro- ja in vivo-tutkimusten tu-
lokset on esitetty kuvioissa 8 - 13.

Toksisuusmittaus osoitti, ett¥4 annettaessa i:p. 100 mg/kg
tai vast. 1000 mg/kg Glc-f-IPM:48 koiraspuolisille CD,F, -
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hiirille ei voitu havaita mitd8n akuuttia toksisuutta.
Eldinten sektio 28 p#ivan kuluttua j&i ilman 18yddstd. MySs-
k44n BD6-rotissa, joihin oli istutettu 1C32-tuumori ja jotka
oli k¥sitelty Gal-IPM:118 (5 - 122,5 tai vast. 5 - 245
mg/kg), ei voitu havaita toksisuutta. Sektiotulos (mm. mak-
sa, munuaiset, perna, aivot, luuydin) 15. pdiv&nd kdsittelyn
alkamisesta ei tuottanut mit88n 18yddstd.

Yhteenvetona voidaan siis todeta, ett# in vitro-tutkimukset
retikuloendoteelisydv&ll8 osoittavat sekd aglyca-PM:n ja
IPM:n sek4 yleisen kaavan 1 tai vast. la mukaisten monosak-
karidi-konjugaattien ja my¥s yleisen kaavan 1 tai vast. la
mukaisten disakkaridi-konjugaattien sytotoksisuuden. In vit-
ro-testeissd nisdtuumorisolukannoissa 1C29, 1C32 ja 1C39
esiintyy m#8r8ttyj8 porrastuksia, koska Gal-p-IPM on aina
tehokkain aine. My®s in vivo-tutkimukset osoittivat hyvén
vaikutuksen P388-mallissa ja kiintedss8 1C32-nisdtuumorissa,
nimenomaan ilman akuuttia toksisuutta. Koska my&s luuydin-
toksisuus, jota tutkittiin Glc-B-IPM:n esimerkissd, oli ai-
noastaan hyvin v&h#&inen, on tdytetty t#rked vaatimus uusien
antineoplastisesti vaikuttavien kemoterapeuttisten aineiden
kehityksess&. ’

Seuraavat esimerkit selvent#dv#t yksityiskohtaisesti erilais-
ten esimerkkiyhdisteiden valmistusta.

Esimerkki 1
Yleinen ty8ohje bentsyyli-suojatun glykosyyli-fosforihappo-
diamidin valmistamiseksi

Ohje A: Aktivointi bromivedylld

4,35 mmoolia sinsns4 tunnetulla tavalla suojattua p-nitro-
bentsyyliglukoosia (esim. 3,0 g yhdistettd 16) tai vast. N-
fenyylikarbamoyylijohdannaista 17 kuivatettiin P,Og:n p&&l1ld
ja liuotettiin sitten 10 ml:aan absoluuttista CH,Cl,:ta



95268

15

(kolmikaulapullo). -20°C:ssa ruiskutettiin hitaasti kuivan
typen atmosf#4riss¥ 30 ml HBr-kyll&stetty4 CH,Cl,-liuosta.
Ldmmitettiin huoneen l&mp&tilaan (30 minuutin kuluessa) ja
sitten sekoitettiin viel4 tunnin ajan huoneen l&mpdtilassa
ja té&mén j¥lkeen imusuodatettiin k4&#ntSsintterin kautta toi-
seen kolmikaulapulloon. CH,Cl, haihduttamisen j&lkeen (se-
koittaminen magneettisekoittimella, vesisuihkutyhj&, vesi-
haude, huoneen 1#mpStila) 1lis&ttiin viel# 2 kertaa 5 ml di-
etyylieetteris ja haihdutettiin kulloinkin edell# esitetylld
tavalla HBr-tshteiden poistamiseksi. Saatu keltaisenoranssi
8ljy liuotettiin sitten 20 ml:aan CH,Cl,:ta ja sitten lisit-
tiin 1,0 g yhdistett¥ 4a tai 4b tai 54 (4,6 mmoolia) ja 0,85
ml trietyyliamiinia (6 mmoolia). Sekoitettiin 3 pdivén ajan
huoneen 13mp8tilassa ja sitten suodatettiin, pestiin 2 ker-
taa pienelld m#4r%11% vett4, kuivatettiin orgaaninen faasi
Na,S0,:n pddll14 ja kiertohaihdutettiin. T&m#n j8lkeen suori-
tettiin useimmiten keltaisten eritt#in viskoosien 8ljyjen SC
ja kulloinkin kyseess¥ olevan anomeerin rikastumia saatiin
jo aikaisissa tai vast. my8h#isiss& fraktioissa. Tdydellinen
anomeeripuhtaus voitiin saada aikaan kaikissa tapauksissa
preparatiivisella HPLC:114, usein my8s kiteyttdmilly.

Kaikki tySvaiheet suoritettiin kuivan typen atmosfdirissi,
kuivilla liuottimilla ja valottomissa olosuhteissa.

Ohje B: Fosforihappodiamidien reaktio glykosyyli-imidaattien
kanssa

1,0 mmoolia glykosyyli-imidaattia (esim. 25) liuotettiin 20
ml:aan asetonitriili¥. Lis&ttiin 1,0 mmoolia fosforihappodi-
amidia ja sitten kuumennettiin 6 tunnin ajan palautusj&dh-
dyttden (valottomissa olosuhteissa). Suodattamisen ja kier-
tohaihduttamisen j&lkeen kromatografoitiin piihappogeelill
sindnsd tunnetulla tavalla.
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Ohje C: Bentsyyli-suojaryhmien lohkaisu

0,1 mmoolia bentsyyli-suojattua monosakkaridi-johdannaista
22, 23, 24 tai 55 tai vast. disakkaridi-konjugaattia 48 tai
49 liuotettiin 15 ml:aan MeOH:ta. Lis#ttiin n. 5 mg Pd/ak-
tiivihiilt& (hapetetussa muodossa, pitoisuus 10 % Pd:td)
lohkaistavan bentsyyliryhm&n 0,1 millivalia kohden (siis
esim. 20 mg katalysaattoria/0,1 mmoolia yhdistettd 22, 35
mg/0,1 mmoolia yhdistettd 48) ja sitten hydrattiin huoneen
ldmp&tilassa, kunnes voitiin osoittaa DC-analyyttisesti
kaikkien suojaryhmien lohkaisu (1 - 4 tunnin kuluttua). Lo-
pettamalla heti hydraus vapautettu tuote saatiin puhtaana
liuoksen suodattamisen ja kiertohaihduttamisen jdlkeen. Tar-
peettoman pitk#in kest#neess¥ reaktiossa suojasta vapautettu
glykosidi hajaantui ja muodostui IPM 4b. T&ssd tapauksessa
haluttu tuote voitiin erist#4 SC:n j&lkeen (piihappogeeli,
CH3;CN:MeOH = 70:30).

DC: piihappogeeli, CH4CN:MeOH = 30:70, Rf (28a) = 0,58, Rf
(4b) = 0,18, piihappogeeli, CH3CN:MeOH:H,0 = 75:20:5, Rf-ar-
vot: 0,44 (28a), 0,48 (28B), 0,43 (29a), 0,45 (298), 0,43
(30a), 0,41 (30B8), 0,29 (50 ja 51), 0,13 (4b).

Osoitusta varten suihkutettiin NBP-reagenssilla (2,5%:ista
asetonissa), kuumennettiin 10 minuuttia 120°C:ssa, jddhdy-
tettiin huoneen l&mpdtilaan ja sitten suihkutettiin 0,5 M
NaOH:1la. IPM-konjugaatit virj&ytyiv#t syv8nsinisiksi, kun
taas itse IPM esiintyi vaaleansinisend.

Fosforiamidi-mustard ja ifosfamidi-mustard valmistettiin
kirjallisuudesta tunnettujen ty&tapojen mukaisesti.
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Monosakkaridi-PM/IPM-konjugaatit
(yhdisteen 6 mukaisesti)

Erd: 0,55 g yhdistetts 4a (2,5 mmoolia) (N,N-di-(2-kloori-
etyyli)-fosforidiamidi), 1,03 g ABG:t4 (2,5 mmoolia).

Saanto: 30 g yhdistettd 5 kellert#vin&, kirkkaana 81jyn4
(2,2 % teoreettisesta), diastereomeeriseos (A + B, ks.
NMR-spektri).

laskettu: C 39,24, H 5,30, N 5,08
saatu: C 39,53, H 5,38, N 4,94.

'H-NMR: 90 MHz, CDCls: & =

vaihdettavissa DZO:lla, -NH,;), 3,35 - 3,70 (m, 8H, 2 X
-CH,CH,Cl), 3,82 (m, 1H, H-5), 4,148 (dd, H-6a(A), J5 6a =
5:0. Jga,ep = 12,5 Hz), 4,208 (dd, H-6a(B), Jg ¢ = 4,9 Hz,
J6a,6p = 12,5 Hz), 4,244 (dd, H-6b(A), Jg gp, = 2,1 Hz,
J6a,6b = 12,5 Hz), 4,288 (dd, H-6b(B), Jg ¢p = 2,1 Hz,
Jea,6b = 12,5 Hz), 5,02 - 5,12 (m, 2H), 5,21 ja 5,23 (2t,
yhdess8 1H, (B + A), J = 9,5 Hz), 5,298 ja 5,316 (2t, yhdes-
sd 1H), H-1(A) ja H-1(B), J} , = Jy,p = 7.8 Hz).

MS: m/e = 331 (M-PM).
2,3,4,6—tetra-o-asetyyli—ﬁ-D—glukopyranosyyli—N,N'—(di-jz—
kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 6

Seokseen, jossa oli 1,1 g yhdistetts 4b (5 mmoolia) ja 2,05
g asetobromiglukoosia (5 mmoolia) 50 ml:ssa kuivaa asetonia,
lis&dttiin tipoittain 0,5 g trietyyliamiinia (5 mmoolia). Se-
koitettiin 48 tunnin ajan huoneen l&mpstilassa valottomissa
olosuhteiséa. Suodattamisen ja kiertohaihduttamisen j#4lkeen
jddnn8s otettiin CH,Cl,:een, pestiin pienell¥ mddrdlld 0,1 M
HCl:8d4, kyll&stettys NaHCO3-liuosta ja vettd, kuivatettiin
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Na,S0O,:n p#d&lla ja kromatografoitiin piihappogeelilld (ase-
toni:n-heksaani = 40:60). Saatiin 80 mg yhdistettd 6 (2,9 %
teoreettisesta) kirkkaana, varittdm&nd 81jynd, joka kiteytyl
kuukausien kuluttua +4°C:ssa, sp. 91°C.

DC: piihappogeeli, asetoni:n-heksaani = 1:1, Rf = 0,13.
AnalYYSi: ClBHZQClZNzollP (551,3)
laskettu: C 39,24, H 5,30, N 5,08, Cl 12,87

saatu: C 39,42, H 5,40, N 4,80, Cl 12,58.

Penta-0-pivaloyyli-p-D-glukoosi 7
(Kunz ja Harreus, 1982, Liebigs Ann. Chem., 41)

Er4: 29 g D-glukoosia (0,16 moolia), 121,2 g pivaloyyliklo-
ridia (1,0 moolia), 200 ml kloroformia, 120 ml pyridiinid.

Saanto: 66 g yhdistettd# 7 (69 % teoreettisesta).
Sp.: 154°C (kirjallisuudessa: 156 - 158°C).

AnalYYSi: 031H52011 (600,8)

laskettu: C 61,98, H 8,72 }

saatu: C 62,16, H 8,789.
2,3,4,6-tetra-0-pivaloyyli-a-D-glukopyranosyylibromidi 8
(Kunz ja Harreus, 1982, Liebigs Ann. Chem., 41)

Er4: 12 g yhdistetts 7 (20 mmoolia), 20 ml HBr:&d j&detikas-
sa (33%:ista), 20 ml dikloorimetaania.

Saanto: 6,4 g yhdistetts 8 (55,5 % teoreettisesta).
Sp.: l42°C.
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AnalYYSi: C26H43Br09 (579,5)
laskettu: C 53,89, H 7,48
saatu: C 54,24, H 7,94.

J2’3 = 915 HZ), 5;21 ja 5,64 (2t, ZH, J = 9’5 Hz' H-4 ja
H-3), 6,62 (d, 1H, H-1, J) , = 4,2 Hz).

2,3,4,6-tetra-O-pivaloyyli-p-D-glukopyranosyyli-N,N'-di-(2-
kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 9

Seokseen, jossa oli 0,38 g yhdistettd 4b (1,725 mmoolia) ja
1,0 g yhdistettd 8 (1,725 mmoolia) 50 ml:ssa asetonia, 1li-
sdttiin huoneen l&mp&tilassa 0,5 g Ag,CO3:a (1,8 mmoolia).
Sekoitettiin 24 tunnin ajan huoneen l&mpStilassa (valotto-
missa olosuhteissa), sitten suodatettiin, haihdutettiin ja
kromatografoitiin piihappogeelills (asetoni:n-heksaani =
25:75). Saatiin 160 mg yhdistettd 9 (12,9 % teoreettisesta)
kirkkaana, v&rittdm#n& 81jyn&, joka kiteytyi kuukausien ku-
luttua +4°C:ssa, sp.: 94°C.

DC: piihappogeeli, asetoni:n-heksaani = 1:1, Rf = 0,43.
AnaIYYSi: C30H54C12N202p (719,54)

laskettu: C 50,08, H 7,42, N 3,89, Cl 9,86

saatu: C 51,35, H 7,98, N 3,24, Cl 9, 36.

Metyyli-2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-a-D-glukopyranosidi 10
(julkaisussa Carbohydrate Chemistry, 1972, esitettyjen mene-
telmien mukaisesti)

Erd: 50 g metyyli-a-D-glukopyranosidia (257 mmoolia), 250 g
KOH:ta (jauhettuna), 150 ml dioksaania, 318 ml bentsyyli-
kloridia (2,76 moolia).

Saanto: 116 g yhdistettd 10 (81,3 % teoreettisesta) eritt#in
viskoosina, keltaisena, kirkkaana 81jyn3.
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laskettu: C 75,79, H 6,91
saatu: C 76,19, H 6,93.

Metyyli-2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-a-D-galaktopyranosidi 11
(yhdisteen 10 mukaisesti)

Erd: 40 g metyyli-a-D-galaktopyranosidia (206 mmoolia), 200
g jauhettua KOH:ta, 200 ml dioksaania, 280 ml bentsyyliklo-
ridia.

Saanto: 102 g yhdistettd 11 (89,3 % teoreettisesta) keltai-
sena, kirkkaana 8ljyné&.

Analyysi: C3gH3g0¢ (554,68)
laskettu: ¢ 75,79, H 6,91
saatu: C 76,07, H 6,67.

Metyyli-2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-a-D-mannopyranosidi 12
(Koto et al., 1976)

- Erd: 18 g metyyli-a-D-mannopyranosidia (92,7 mmoolia), 81 g

NaH-suspensiota (20%:ista), 450 ml bentsyylikloridia.

Raakasaanto: Pesun j&lkeen muodostuu 2 faasia. Ylemmdn vd-
rittdmdn faasin erottamisen jélkeen (valko8ljy) saatiin 52 g
keltaista, hieman sameaa 81jy&, joka saatettiin reagoimaan
ilman lis#dpuhdistusta yhdisteeksi 15. Osa 8ljystd kromato-
grafoitiin (piihappogeeli, EE:PE = 40:60): keltainen, kirkas
8liy.

lH-NMR: 90 MHz, CDCly, § = 3,31 (s, 3H, -OMe), 3,65 - 4,15
(m, 6H, sokeriprotoneja), 4,43 - 5,10 (m, 9H, H-1 ja 4 X
-CH,-Ph), 7,1 - 7,45 (m, 20H, 4 x -Ph).
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2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-a-D-glukopyranoosi 13
(julkaisun Carbohydrate Chemistry, 1982, menetelmien mukai-
sesti)

Erd: 115 g yhdistettd 10 (207 mmoolia).
Saanto: 54 g yhdistettd 13 (48,3 % teoreettisesta).
Sp.: 152°C (metanolista uudelleenkiteytettynd).

laskettu: C 75,53, H 6,71
saatu: C 75,69, H 6,91.

2,3,4,6-tetra-O-bentsyyli-a-D-galaktopyranoosi 14
(Kronzer ja Schuerch, 1974, Carboh. Res. 33, 273)

Erd: 30 g yhdistettd 11 (54 mmoolia), 500 ml etikkahappoa
(80%:ista), 150 ml 1N HCl:44.

Saanto: 28,6 g yhdistettd 14 (98 % teoreettisesta), keltai-
nen, kirkas 6ljy.

'H-NMR: 90 MHz, CDCl;, & = 3,47 (d, 1H, vaihdettavissa
D,0:1la, -OH), 3,5 - 4,3 (m, 6H, sokeriprotoneja), 4,35 -
5,05 (m, 8H, 4 X -CHy-Ph), 5,28 (dd, 1H, H-1, J; 5 = 3,2
Hz), 7,1 - 7,5 (m, 20H, 4 x -Ph).

2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-D-mannopyranoosi 15

50 g seosta 12 (n. 90 mmoolia, sis§lt4dd vield v&8hé&én valko-
8ljyd) liuotettiin 800 ml:aan j&&etikkaa ja l&mmitettiin 80
- 85°C:seen. 60 minuutin kuluessa lisdttiin tipoittain 120
ml 2N HCl:84, 90 minuutin kuluttua lis&ttiin 200 ml vettd,
erd jddhdytettiin huoneen ldmpdtilaan ja uutettiin t&mén
j&lkeen 3200 ml:1la tolueenia. Orgaaninen faasi pestiin kyl-
ldstetylld NaHCOa—liuoksella ja vedelld, kuivatettiin
Na,;SO,:n pddlld ja kiertohaihdutettiin. Saatu ruskea siirap-
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pi kromatografoitiin (piihappogeeli, EE:PE = 30:70) ja se
tuotti 33,2 g yhdistettd 15 (68,3 % teoreettisesta) keltai-
sena 8ljynd.

lH-NMR: 90 MHz, CDClj, § = 3,5 - 4,3 (m, 7H, 1H vaihdetta-
vissa DZO:lla, -OH ja 6 sokeriprotonia), 4,35 - 5,05 (m, 8H,
4 X -CH,-Ph), 5,22 (d, 1H, H-1, J; 5 ~ 2 Hz), 7,05 - 7,4 (m,
20H, 4 x -Ph).

2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-1-0-p-nitrobentsoyyli-D-glukopyra-
noosi 16

(julkaisun Carbohydrate Chemistry, 1972, menetelmien mukai-
sesti)

Erd: 15,5 g yhdistettd 13 (28,7 mmoolia), 6 g p-nitrobent-
soyylikloridia (32,3 mmoolia), 3,75 ml pyridiinis.

Saanto: 15,6 g yhdistettd 16 (78,8 % teoreettisesta) valkoi-
sena jauheena.

Sp.: 93 - 98°C (etanolista).

Toistettu uudelleenkiteytys di-isopropyylieetteristd tuottaa
yhdisteen 16a neulasina. )

Sp.: 122°C.
Analyysi: C41H3gNOg (689,76)
laskettu: C 71,39, H 5,70, N 2,03

saatu: C 71,37, H 5,67, N 2,04.

Emdliuoksesta kiteytyy 168, sp.: 98°C.
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2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-1-0-(N-fenyylikarbamoyyli)-D-ga-
laktopyranoosi 17
(Kronzer ja Schuerch, 1974, Carboh. Res. 33, 273)

Erd: 18,7 g yhdistett4 14 (34,6 mmoolia), 50 ml pyridiiniy,
5,4 ml fenyyli-isosyanaattia.

Saanto: 8,0 g yhdistettd 17 (35 % teoreettisesta), (a:p =
35:65).

Sp.: 120 - 122°C (etanolista).

AnaIYYSi: C41H41N07 (659,78)
laskettu: C 74,64, H 6,26, N 2,12
saatu: C 74,21, H 5,97, N 2,36.

Em&dliuoksesta kiteytyy 17a, sp.: 143°C.

2,3,4,6-tetra-O-bentsyyli-1-0-p-nitrobentsoyyli-a-D-mannopy-
ranoosi 18
(Koto et al., 1976, Bull. Chem. Jpn. 49, 2639)

Erd: 9,8 g yhdistetts 15 (18,1 mmoolia), 4,9 g p-nitrobent-
soyylikloridia, 50 ml pyridiinii. )

Saanto: Pikakromatografian j&lkeen (Kieselgel 60, EE:PE =
25:75) kiteytyi 7,7 g yhdistett¥ 18 (61,7 % teoreettisesta)
di-isopropyylieetterists, sp.: 105°C.

AnaIYYSi: C41H39N09 (689,76)
laskettu: C 71,39, H 5,70, N 2,03
saatu: 71,46, H 5,58, N 1,90.
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2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-N,N'-di-(2-kloorietyyli)-fosfori-
happodiamidi 22

1) Ohjeen A mukaisesti:

Er4: 3,0 g yhdistetts 16 (4,35 mmoolia), 1,0 g yhdistettd 4b
(4,6 mmoolia).

Saanto: SC:n j4lkeen (piihappogeeli, EE:PE = 60:40) 2,2 g
yhdistettd 22 (68 % teoreettisesta), anomeeriseos: a:p = 5:4
(1H-NMR) .

DC: piihappogeeli, EE:PE = 60:40, Rf = 0,28, Rf(a) > Rf(B).

HPLC, anal.: piihappogeeli, EE:heksaani = 75:25, virtaus 1,0
ml/min., Rt(a) = 12,53', Rt(B) = 14,04'.

HPLC, prep.: piihappogeeli:heksaani:MeOH = 58:42:0,5, vir-
taus 10,0 ml/min., Rt(a) = 45', Rt(B) = 55'.

Analyysi: C3gH,g5Cl,N,04P (743,60)

laskettu: C 61,38, H 6,10, N 3,77, Cl 9,54
saatu: C 61,15, H 6,22, N 3,78, Cl 9,61 (22q)
saatu: C 60,82, H 6,29, N 3,61, Cl 9,37 (22B).

2) Ohjeen B mukaisesti:

Er4: 4,5 g yhdistetts 25a (6,57 mmoolia), 1,45 g yhdistettd
4b (6,57 mmoolia).

Saanto: SC:n j4lkeen (ks. yll¥): 2,06 g yhdistettd 22 (42,2
% teoreettisesta), anomeerisuhde: a:p ~ 1:20 (1H—NMR:n ja
HPLC:n mukaisesti).

Er4: 50 mg yhdistetts 258 (0,073 mmoolia), 16,1 mg yhdistet-
td 4b (0,073 mmoolia).
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DC osoittaa tuotteen, jonka Rf = 0,28, ja vih#n tetrabent-
syyliglukoosia 13 sek& v&h#n eduktia 258, anomeerisuhde a:B
= 1:1,1 (HPLC).

2,3,4,6-tetra-O-bentsyyli-D-galaktopyranosyyli-N,N'-di-(2-
kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 23

1) Ohjeen A mukaisesti:

Erd: 2,6 g yhdistetts 17 (3,94 mmoolia), 0,9 g yhdistett4 4b
(4,07 mmoolia).

Saanto: SC:n j#lkeen (piihappogeeli, EE:PE = 60:40): 1,9 g
yhdistettd 23 (65 % teoreettisesta), anomeeriseos a:8 = 1:1
(1H-NMR) .

DC: piihappogeeli, EE:PE = 60:40, Rf = 0,27, Rf(a) > Rf(B).

HPLC, anal.: piihappogeeli, EE:heksaani = 75:25, virtaus 1,0
ml/min., Rt(a) = 14,26', Rt(B) = 18,03"'.

HPLC, prep.: piihappogeeli, EE:heksaani:MeOH = 58:42:0,5,
Rt(a) = 51', Rt(B) = 62'.

Analyysi: C3gH45C1,N,04P (743,60)

laskettu: C 61,38, H 6,10, N 3,77, Cl.9,54
saatu: C 61,26, H 6,19, N 3,76, Cl 9,76 (23q)
saatu: C 61,16, H 6,26, N 3,76, Cl 9,66 (238).

2) Ohjeen B mukaisesti:

Erd: 685 mg yhdistettd 26a (1,0 mmoolia), 221 mg yhdistett
4b (1,0 mmoolia). )

Saanto: Suodatetun reaktioseoksen anomeerisuhde: a:p = 55:45
(HPLC). SC:n j&lkeen (ks. yll4) saatiin 260 mg yhdistett¥ 23
(38 % teoreettisesta). .
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2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-D-mannopyranosyyli-N,N'-di-(2-
kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 24

1) Ohjeen A mukaisesti:

Er4d: 2,3 g yhdistett4 18 (3,33 mmoolia), 0,75 g yhdistettd
4b (3,39 mmoolia).

Saanto: SC:n j&lkeen (piihappogeeli, EE:PE = 80:20): 1,16 g
yhdistettd 24 (47 % teoreettisesta), anomeeriseos a:p
55:45 (lH-NMR).

0,23, Rf(8B)

DC: piihappogeeli, EE:PE = 60:40, Rf(q)
0,19.

HPLC, anal.: piihappogeeli, EE:heksaani 75:25, virtaus 1,0

ml/min., Rt(a) = 13,05', Rt(B) = 21,61"'.

64:36:0,5,

HPLC, prep.: piihappogeeli, EE:heksaani:MeOH
virtaus 10,0 ml/min., Rt(a) = 45', Rt(p) = 70°'.

Analyysi: C3gH,gCl,N,04P (743,60)
laskettu: C 61,38, H 6,10, N 3,77
saatu: C 60,98, H 6,32, N 3,52 (24q)
saatu: C 60,98, H 6,19, N 3,29 (248).

2) Ohjeen B mukaisesti:

Er&: 3,2 g yhdistett# 27a (4,67 mmoolia), 1,04 g yhdistettd
4b (4,70 mmoolia).

Saanto: DC osoittaa lihes kvantitatiivisen reaktion yhdis-
teeksi 24a, Rf = 0,23. Suodatetussa reaktioseoksessa esiin-
tyy ainoastaaﬂ a-anomeeri (HPLC). SC:n j4lkeen saatiin 1,6 g
yhdistettd 24a (45 % teoreettisesta).
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0-(2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-a-D-glukopyranosyyli)-trikloo-
riasetimidaatti 25a
(Schmidt ja Stumpp, 1983, Liebigs Ann. Chem., 1249)

Er4: 9,2 g yhdistettd 13 (17 mmoolia), 7,7 ml triklooriase-
tonitriilis&, 680 mg NaH:ta.

Saanto: 10,9 g yhdistettd 25a (93,6 % teoreettisesta), véri-
tdn, kirkas 8l1jy.

DC: piihappogeeli, PE:E = 1:1, Rf = 0,44.

lH-NMR: 90 MHz, CDCl;, § = 3,6 - 5,1 (m, 14H), 6,51 (d, 1H,
H-1, J, , = 3,5 Hz), 6,95 - 7,55 (m, 20H, 4 x -Ph), 8,55 (s,
1H, -NH-).

0-(2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-p-D-glukopyranosyyli)-trikloo-
riasetimidaatti 258
(Schmidt et al., 1984, Liebigs Ann. Chem., 680)

Er&: 1,3 g yhdistettd 13 (2,4 mmoolia), 1,25 g kuivaa
K,CO5:a, 1,25 ml triklooriasetonitriilid.

Saanto: Piihappogeelisuodatuksen j&lkeen: hieman kellert#vi
8ljy (1,6 g, 97 % teoreettisesta, a:p = 1:5). SC:n jdlkeen

(piihappogeeli, E:PE = 2:3) saatiin puhdas 25f vdrittdménd

8ljynd (50 mg, 30 % teoreettisesta).

DC: piihappogeeli, PE:E = 1:1, Rf = 0,37.
lH-NMR: 90 MHz, CDCl3, 6§ = 3,55 - 3,90 (m, 6H), 4,40 - 5,05

(m, 8H), 5,82 (4, 1H, H-1), 7,1 - 7,5 (m, 20H, 4 x -Ph),
8,70 (s, 1H, -NH-).
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0-(2,3,4,6-tetra-0O-bentsyyli-D-galaktopyranosyyli)-trikloo-
riasetimidaatti 26
(Schmidt et al., 1984, Liebigs Ann. Chem., 1343)

Erd: 1,5 g yhdistettd 14 (2,77 mmoolia), 1,4 ml trikloori-
asetonitriilid, 80 mg NaH:ta.

Saanto: Piihappogeelisuodatuksen j#lkeen anomeerisuhteeksi
a:p m#dritettiin 4:1 (IH-NMR: 90 MHz, CDCl;, Nr. H14208, 6§ =
5,72 (d, 0,2H, H-1 (B), J1,2 = 8,0 Hz), 6,52 (4, 0,8H, H-1
(a), J;,, = 3,7 Hz), 8,51 (s, O0,8H, -NH- (a), vaihdettavissa
D,0:1la), 8,60 (s, 0,2H, -NH- (B), vaihdettavissa D,0:11a).
SC:n jdlkeen (piihappogeeli, E:PE = 1:1) saatiin 2 fraktio-
ta:

Fl: 1130 mg yhdistettd 26a (59,5 % teoreettisesta) varitts-
m4nd 81jynd, lH-NMR: 500 MHz, CDCly, Nr. H14112.

F2: 320 mg yhdistettd 26 (16,8 % teoreettisesta) kellert#vi-
n& 81jynd (a:p = 2:1), lH-NMR: 500 MHz, CDClj, Nr. H14113.

DC: piihappogeeli, PE:E = 1:1, Rf(a) = 0,43, Rf(B) = 0,34.
0-(2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-a-D-mannopyranosyyli)-trikloo-

riasetimidaatti 27a
(Schmidt et al., 1984, Liebigs Ann. Chem., 1343)

Erd: 4,5 g yhdistettd 15 (8,27 mmoolia), 4 ml triklooriase-
tonitriilisd, 45 mg NaH:ta.

Saanto: SC:n jdlkeen: 4,45 g yhdistettd 27a (65 % teoreetti-
sesta) varittSm&ns 8ljynid.

DC: piihappogeeli, E:PE = 3:2, Rf = 0,51.
lH-NMR: 90 MHz, CDCl;, & = 3,65 - 5,0 (m, 14H), 6,33 (d, 1H,

H-1, J; , ~ 1,5 Hz), 7,0 - 7,5 (m, 20H, 4 x -Ph), 8,52 (s,
1H, -NH-).
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a—D—glukopyranosyyli-N,N'-di—(2-kloorietyy11)-fosforihappo—
diamidi 28a

Yhdisteen 22a hydraus ohjeen C mukaisesti.

l1H-NMR: 500 MHz, D,0, Nr. 13943, 6§ = 3,25 - 3,32 (m, 4H, 2 x
~CHp-), 3,488 (t, 1H, J = 9,5 Hz), 3,61 - 3,67 (m, 5H, 2 x
-CHy), 3,719 (t, 1H, J ~ 9,5 Hz), 3,75 - 3,90 (m, 3H), 5,605
(dd, 1H, H-1, J) , = 3,4 Hz, J} p = 7,8 Hz).

FAB-MS: Nr. MSN 13608
positiivinen: m/e = 383, 385, 387 (M+H)*
221, 223, 225 (IPM+H)%

g—D-glukopyranosyyli—N,N'-di—(2-kloor1etyyli)-fosforihappo—
diamidi 288

Yhdisteen 22p hydraus ohjeen C mukaisesti.

laskettu: C 31,35, H 5,53, N 7,31
saatu: C 31,03, H 5,04, N 6,82.

a-b-galaktopyranosyyli—N,N'—di-(2-kloorietyyli)-fosfofihap-
podiamidi 29a

Yhdisteen 23a hydraus ohjeen C mukaisesti.

"H-NMR: 500 MHz, D,0, Nr. 13945, 6 = 3,26 - 3,32 (m, 4H, 2 x
~CHz-), 3,635 - 3,665 (m, 4H, 2 x -CH,-), 3,74 - 4,05 (m,
SH), 4,098 (m, 1K), 5,642 (dd, 1H, H-1, J) , = 3,1 Hz, J; p
= 7,8 Hz).



95268

30

FAB-MS: Nr. MSN 13612

383 (M+H)*

221, 223, 225 (IPM+H)*
381, 383, 385 (M-H)~
219, 221, 223 (IPM-H)~

positiivinen: m/e

negatiivinen: m/e

ﬁ—D-galaktopyranosyyli-N,N'-di-(z-kloorietyyli)—fosforihap-
podiamidi 298

Yhdisteen 238 hydraus ohjeen C mukaisesti.

1H-NMR: 500 MHz, D,0, Nr. 13946, § = 3,26 - 3,32 (m, 4H, 2 X
-CH,-), 3,605 (4, 1H), 3,63 - 3,67 (m, 4H, 2 x -CHy-), 3,692
(dd, 1H, J = 3,5 ja J = 10,0 Hz), 3,70 - 3,95 (m, 4H), 4,950
(t, 1H, H-1, J; 5 = Jy p = 8,0 Hz).

FAB-MS: Nr. MSN 13613
negatiivinen: m/e = 381, 383, 385 (M-H)~
219, 221, 223 (IPM-H)~

a-D-mannopyranosyyli-N,N'-di-(2-kloorietyyli)-fosforihappo-
diamidi 30a

Yhdisteen 24a hydraus ohjeen C mukaisesti.

lH-NMR: 500 MHz, D,0, Nr. 13947, &§ = 3,26 - 3,32 (m, 4H, 2 X
-CH,-), 3,5 - 4,0 (m, 9H, jolloin 4H kohdassa 3,63 - 3,67, 2
x -CH,-), 4,018 (dd, 1H), 5,564 (dd, 1H, H-1, J; , = 2,0 Hz,
Jy p = 8,0 Hz). )

FAB-MS: Nr. 13614
negatiivinen: m/e = 381, 383, 385 (M-H)~
219ﬁ 221, 223 (IPM-H)-
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p-D-mannopyranosyyli-N,N'-di-(2-kloorietyyli)-fosforihappo-
diamidi 308

Yhdisteen 248 hydraus ohjeen C mukaisesti.

lH-NMR: 500 MHz, D,0, Nr. 13948, 6 = 3,26 - 3,33 (m, 4H, 2 x
-CHp-), 3,45 (m, 1H, H-5), 3,604 (t, 1H, H-4, J3 4 = J4 g =
9,8 Hz), 3,63 - 3,67 (m, 4H, 2 x -CHy-), 3,703 (dd, 1H, H-3,
Jy,3 = 3,2Hz, J3 4 = 9,8 Hz), 3,754 (dd, 1H, H-6a, Jg ga =
6.2 Hz, Jga gp ~ 12,5 Hz), 3,931 (dd, 1H, H-6b, J5 gp = 2,1
Hz, Jga ¢p - 12,5 Hz), 4,052 (dd, 1H, H-2, J; 5 ~ 1,1 Hz,
J,,3 = 3,2 Hz), 5,282 (44, 1H, H-1, J) , ~ 1,1 Hz, J; p =
8,6 Hz)."

FAB-MS: Nr. 13615
negatiivinen: m/e = 381, 383, 385 (M-H)~
219, 221, 223 (IPM-H)~

Di-(2-kloorietyyli)-fosforihappoamidi-dikloridi 33
(Friedman ja Seligman, 1954, J. Am. Chem. Soc. 76, 655)

Erd: 130 ml POClj:a (1,4 moolia), 50 g bis-(2-kloorietyyli)-
amiini-hydrokloridia.

Saanto: 53 g yhdistettd 33 valkoisina kiteind, sp.: 54°C

. (asetoni/PE:std).

Analyysi: C4HgCl,NOP (258,9)
laskettu: C 18,56, N 3,11, N 5,41, Cl 54,77
saatu: C 18,67, N 3,13, N 5,35, Cl 54,90.

Esimerkki 2
Disakkaridi-IPM-konjugaatit
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Okta-0O-asetyyli-laktoosi 35

Seosta, jossa oli 100 g laktoosia (147 mmoolia), 400 ml
asetanhydridid ja 25 g vedetdntd natriumasetaattia, sekoi-
tettiin 60 minuutin ajan 120 - 135°C:ssa. J48hdyttémisen
jdlkeen se kaadettiin jddveteen ja uutettiin CH,Cl,:1lla. Or-
gaaninen faasi pestiin neutraaliksi kylldstetylld NaHCO;-
liuoksella ja H,0:1la, kuivatettiin Na,SO4:n pddlld ja kier-
tohaihdutettiin. Kiteytys etanolista tuotti 153 g yhdistettd
35 (80 % teoreettisesta), sp.: 79 - 92°C.

DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:4, Rf = 0,43.

laskettu: C 49,56, H 5,64
saatu: C 49,37, H 5,80.

Allyyli-4-0-(2,3,4,6-tetra-0-asetyyli-p-D-galaktopyranosyy-
11)-2,3,6-tri-0O-asetyyli-D-glukopyranosidi 37
(Koto et al., 1982, J. Chem. Soc. Jpn. 10, 1651)

34 g yhdistettd 35 (50 mmoolia) liuotettiin 60 ml:aan
CHCl3:a. 0°C:ssa lisdttiin 20,6 ml asetyylibromidia (276
mmoolia) ja 4,56 ml H,O:ta. Sekoitettiin 2,5 tunnin ajan
huoneen l&mpStilassa ja sitten keltainen kirkas liuos kier-
tohaihdutettiin 30°C:ssa, jolloin saatiin keltainen vaahto
(hepta-0O-asetyyli-a-D-laktosyylibromidi).

l1H-NMR: 90 MHz, cpCly, § = 1,95 - 2,20 (m, 21H, 7 x -OAc),
3,7 - 5,65 (m, 13H, sokeriprotoneja), 6,51 (d, 1H, H-1, J;
= 4 Hz).

Vaahto liuotettiin 400 ml:an allyylialkoholia 35°C:ssa Li-
sdttiin 30 g hopeakarbonaattia, sitten sekoitettiin pdivan
ajan huoneen lé&mp&tilassa (valottomissa olosuhteissa) ja

suodatettiin ja haihdutettiin. J4#%nn8s otettiin eetteriin,
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suodatettiin ja haihdutettiin uudelleen ja sitten kromato-
grafoitiin Kieselgel 60:114 (tolueeni:2-butanoni = 10:1 -
10:3). Saatiin 18,2 g yhdistett¥ 37 (53,8 % teoreettisesta)
kirkkaana 8ljyn¥.

DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:4 (10:1), Rf =
0,47 (0,08).

laskettu: C 51,48, H 5,96
saatu: C 51,44, H 5,92.

Allyyli-4-0—(2,3,4,6-tetra-o-asetyyli—p—D-glukopyranosyyli)—
2,3,6-tri-O-asetyyli-D-glukopyranosidi 38
(yhdisteen 37 mukaisesti)

Erd: 29 g a-D-sellobioosi-okta-asetaattia (42,6 mmoolia)
(Ega-Chemie), 17,6 ml asetyylibromidia, 3,9 ml H,0:ta.

Vdlituote: hepta-O-asetyyli—a—D—sellobiosyylibromidi.
'H-NMR: 90 MHz, CDClj, 6§ = 6,51 (d, 1H, H-1, Jy 5 = 4 Hz).
Saanto: SC:n (piihappogeeli, EE:PE) ja di-isopropyylieette-
ristd suoritetun kiteytyksen j&lkeen saatiin 16,5 g yhdis-
tettd 38 (57 % teoreettisesta), sp.: 179°C.

DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:4, Rf = 0,49.

laskettu: C 51,48, H 5,96
saatu: C 51,45, H 6,07.
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Allyyli-4—o—(2,3,4,6—tetra—0—bentsyyli—ﬁ-D-galaktopyranosyy-
11)-2,3,6—tri-O—bentsyyli—D-glukopyranosidi 39
(Koto et al., 1982, J. Chem. Soc. Jpn. 10, 1651)

Er8: 19,5 g yhdistettd 37 (28,8 mmoolia), 800 ml bentsyyli-
kloridia, 105 g jauhettua KOH:ta.

Saanto: SC:n (piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 100:1 -
10:1) ja EE/heksaanista suoritetun kiteytyksen j&dlkeen saa-
tiin 21,3 g yhdistettd 39 (73 % teoreettisesta) neulasina.

DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:1, Rf = 0,50.
Sp.: 73°C.

laskettu: C 75,87, H 6,76

saatu: C 75,66, H 6,63.
Allyyli-4—0-(2,3,4,6-tetra-o-bentsyyli—ﬁ—D—glukopyranosyy;

11)—2,3,6-tri—o-bentsyyli-D-glukopyranosidi 40
(yhdisteen 39 mukaisesti)

Erd: 2,65 ¢ yhdistetia 38 (3,92 mmoolia), 100 ml bentsyyli-
kloridia, 14,3 g jauhettua KOH:ta.

Saanto: SC:n ja di-isopropyylieetteri/heksaanista suoritetun
kiteytyksen jélkeen saatiin 2,82 g yhdistettd 40 (71 % teo-
reettisesta).

DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:1, Rf = 0,50.

Sp.: 102°C.
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laskettu: C 75,87, H 6,76
saatu: C 76,17, H 6,57.

4-0-(2,3,4,6-tetra-0O-bentsyyli-p-D-galaktopyranosyyli)-
2,3,4-tri-O-bentsyyli-D-gluklopyranocosi 43

A) Isomerointi t-BuOK:lla l-propenyylieetteriksi 41

Seosta, jossa oli 4,9 g yhdistett¥ 39 (4,84 mmoolia) ja 1,3
g t-BuOK:ta 30 ml:ssa DMSO:ta, sekoitettiin typpiatmosfii-
rissd 2 tunnin ajan 110°C:ssa. DMSO haihdutettiin pois,
j&dnn8s liuotettiin eetterin ja veden seokseen. Eetterifaasi
erotettiin, vesifaasi uutettiin viel¥ 2 kertaa eetterilli.
Yhdistetyt eetterifaasit kuivatettiin Na,S0,:n pddlld ja
haihdutettiin. Saatiin 4,02 g yhdistettd 41 (4,13 mmoolia)
ruskeana 8ljyn& (raakasaanto 85 %).

DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:1, Rf = 0,62.
B) l-propenyylieetterin 41 hydrolyysi HgCl,:lla yhdistéeksi

- 43
(Gigg ja Warren, 1968, J. Chem. Soc. (C), 1903)

Seokseen, jossa oli 4,02 g yhdistettd 41 (4,13 mmoolia) ja
1130 mg HgO:ta 10 ml:ssa asetoni/vettd (10:1), lisd&ttiin ti-
poittain 5 minuutin kuluessa 1150 mg HgCl,:ta 10 ml:ssa ase-
toni/vettd (10:1). Sekoitettiin tunnin ajan huoneen l&mp&ti-
lassa, minkd j&lkeen suodatettiin Celiten 13pi, haihdutet-
tiin ja lisdttiin eetteris. Eetterifaasi pestiin 10 ml:1lla
puolikylléstetty8 KJ-liuosta ja vedell&. Kuivatettiin
Na,;SO,:n pd&lld, haihdutettiin ja sitten kromatografoitiin
piihappogeelilld (tolueeni:2-butanoni = 100:1 ~» 10:5). Saa-
tiin yhdiste 43 keltaisena $1jyn#, joka kiteytyi eetteri/-
PE:std: 2,6 g (55 % teoreettisesta suhteessa yhdisteeseen
39, anomeeriseos, a:f ~ 2:1 '*C-NMR:n mukaisesti), sp.:
103°C.
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DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:1, Rf = 0,22.
laskettu: C 75,29, H 6,63

saatu: C 74,79, H 6,65.

4-0-(2,3,4,6-tetra-0O-bentsyyli-p-D-glukopyranosyyli)-2,3,4-
tri-O-bentsyyli-D-glukopyranocosi 44

1) Yhdisteen 43 mukaisesti: Isomerointi t-BuOK:lla 1l-prope-
nyylieetteriksi 42 ja sitten hydrolyysi HgCl,:lla.

Saanto: 47,7 % teoreettisesta (SC:n j&lkeen).

2) Isomerointi tris(trifenyylifosfiini)rodiumkloridilla
(RhCl(PPh3)3) ja sitten hydrolyysi 1N HCl:11& (Corey ja
Suggs, 1973, J. Org. Chem. 38, 3224).

125 mg yhdistettd 40 (0,123 mmoolia) keitettiin 3 tunnin
ajan 30 ml:ssa EtOH/vettd diatsobisyklo[2.2.2)oktaanin (3
mg, 0,027 mmoolia) ja RhCl(PPhj)5:n (12 mg, 0,009 mmoolia)
kanssa. Sitten lis&ttiin 6 ml 1N HCl:84 ja keitettiin edel-
leen 2 tunnin ajan. J&8hdytté&misen jdlkeen lisdttiin NaHCO;-
liuosta ja uutettiin eetterills. Orgaaninen faasi pestiin
vedelld, kuivatettiin Na,SO,:n pd&&dlld ja haihdutettiin. SC:n
jdlkeen (piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 100:1 - 100:5)
saatiin 109 mg yhdistettd 44 (91 % teoreettisesta suhteessa
yhdisteeseen 40, anomeeriseos, a:B ~ 3:1 '°C-NMR:n mukaises-
ti) varittSmans 8ljyni. '

DC: piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 10:1, Rf = 0,22.
1H-NMR: 90 MHz, CDCly, 6 = 3,05 ja 3,25 (2d, 1H, -OH (a ja

B)., vaihdettavissa D,0:1la), 3,3 - 5,2 (m, 28H), 7,1 - 7.5
(m, 35 7 x -Ph).
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'3C-NMR: Nr. C14897, CDC13, 6 = 91,38 (s, C-1a), 97,42 (s,
C-18), 102,68 (s, C-1').

FAB-MS: Nr. 13689 (pos., glyseroli, DMF/HCl), m/e = 973
(M+H)*.

4-0-(2,3,4,6-tetra-O-bentsyyli-p-D-galaktopyranosyyli-2,3,6-
tri-O-bentsyyli-1-0O-p-nitrobentsoyyli-D-glukopyranocosi 45

480 mg:aan yhdistettd 43 (0,49 mmoolia) 20 ml:ssa CH,Cl,:ta
lisdttiin tipoittain huoneen l&mp8tilassa 2 ml liuosta, jos-
sa oli 130 mg p-nitrobentsoyylikloridia ja 0,3 ml pyridiinii
CH,Cl,:ssa. 20 tuntia huoneen l&mp&tilassa kest&neen sekoit-
tamisen j&lkeen DC (piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni =
10:1) osoitti tuskin en8d eduktia 43 (Rf = 0,22) ja se
osoitti kaksi tuotetta, joiden Rf oli 0,42 ja 0,49. Pestiin
0,5N HCl:114, 1N NaHCO3j:lla ja vedelld ja kuivatettiin
Na,SO,:n pddlld, jolloin saatiin erittdin viskoosi 81ljy.
Etanolista kiteytyi 435 mg yhdistett& 45 (79 % teoreettises-
ta), anomeeriseos, a:B = 3:7 H-NMR:n mukaisesti), sp.:
112°C.

Analyysi: CggHgg0,4N (1122,28)

laskettu: C 72,77, H 6,02, N 1,25

saatu: C 73,05, H 6,25, N 1,11.

4-0-(2,3,4,6-tetra-0O-bentsyyli-p-D-glukopyranosyyli-2,3,6-
tri-O-bentsyyli-1-0O-p-nitrobentsoyyli-D-glukopyranoosi 46
(yhdisteen 45 mukaisesti)

Erd: 520 mg yhdistettd 44 (0,534 mmoolia), 150 mg p-nitro-
bentsoyylikloridia, 0,4 ml pyridiini4.

Saanto: 20 tunnin kuluttua DC (piihappogeeli, tolueeni:b-
butanoni = 10:1) osoitti kaksi tuotetta, joiden Rf oli 0,43
ja 0,49, eduktin pienen m#4r&n lis#ksi (Rf = 0,22). SC:n
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jdlkeen (piihappogeeli, tolueeni:2-butanoni = 20:1) saatiin
320 mg yhdistettd 46 81jyn¥ (53,4 % teoreettisesta). Di-iso-
propyylieetteristd kiteytyi 46a. Sp.: 169°C.

Analyysi: CggHgq0;4N (1122,28)
laskettu: C 72,77, H 6,02, N 1,25

saatu: C 72,70, H 6,01, N 1,07.

0-[4-0-(2,3,6-tetra-0O-bentsyyli-f-D-glukopyranosyyli)-2,4,6-

tri-O-bentsyyli-a-D-glukopyranosyylij-triklooriasetimidaat-
ti 47
(yhdisteen 25a mukaisesti)

Erd: 130 mg yhdistettd 44 (0,133 mmoolia), 60 ul trikloori-
asetonitriilis, 5,3 mg NaH:ta.

Saanto: SC:n j#lkeen (piihappogeeli, E:PE = 2:3) saatiin 120
mg yhdistettd 47 (80 % teoreettisesta) kirkkaana, vdrittOma-
n8 8ljyné&.

DC: piihappogeeli, E:PE = 3:2, Rf = 0,49.

lH-NMR: 90 MHz, CDCl;, 6 = 3,3 - 5,2 (m, 27H), 6,44 (4, 1H,
H-1, J; , = 4 Hz), 7,1 - 7,4 (m, 35H, 7 x -Ph), 8,57 (s, 1H,
-NH-, vaihdettavissa DZO:lla).

Ce3Hg4aCLl3NOy, (1117, 56).
4-0-(2,3,4,6-tetra-0-bentsyyli-p-D-galaktopyranosyyli)-

2,3,6-tri-0O-bentsyyli-D-glukopyranosyyli-N,N'-di-(2-kloori-
etyyli)-fosforihappodiamidi 48

Ohjeen A mukaisesti.

Erd: 100 mg yhdistettd 45 (0,089 mmoolia), 21 mg yhdistettd
4b (0,095 mmoolia).
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Saanto: SC:n jdlkeen (piihappogeeli, EE:PE = 40:60 -+ 70:30)
saatiin 2 fraktiota:

Fl: 7 mg yhdistettd 48, B >> a (6,7 % teoreettisesta).

F2: 40 mg yhdistettd 48, a >> B (38,2 % teoreettisesta).

DC: piihappogeeli, EE/PE = 80:20, Rf(a) = 0,37, Rf(B) =
0,42.

CgsHy3CL,N,0,,P (1176,18).

1H—NMR: Nr. H15189, 90 MHz, CDC13, a >> B, Nr. H15326, 90
MHz, CDCl3, B > a.

HPLC, anal.: piihappogeeli, EE:heksaani:MeOH = 72:28:0,7,
virtaus 1,0 ml/min., Rt(a) = 10,32', Rt(B) = 8,73"'.

64:36:0,5,

HPLC, prep.: piihappogeeli, EE:heksaani:MeOH
virtaus 10,0 ml/min., Rt(a) = 35', Rt(B) = 27'.

4-0-(2,3,6-tetra-0-bentsyyli-p-D-glukopyranosyyli)-2,3,6-
tri-O-bentsyyli-D-glukopyranosyyli-N,N'-di-(2-kloorietyy-
li)-fosforihappodiamidi 49

Ohjeen B mukaisesti.

Erd: 40 mg yhdistett& 47 (0,036 mmoolia), 9 mg yhdistettd 4b
(0,041 mmoolia).

Saanto: SC:n (piihappogeeli, EE:PE = 60:40) ja prep. HPLC:n
jdlkeen saatiin 2 fraktiota (kulloinkin kirkas, vdritdn 81-
jy):

Fl: 18 mg yhdistettd 49B (42,5 % teoreettisesta).

F2: 7 mg ypdistetta 49a (10,9 % teoreettisesta).

DC: piihappogeeli, EE/PE = 80:20, Rf(a) = 0,35, Rf(B) =
0,42.
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CgsH73C1,N,0,,P (1176,18).

HPLC, anal.: piihappogeeli, EE:heksaani:MeOH = 72:28:1, vir-
taus 1,0 ml/min., Rt(a) = 7,03', Rt(B) = 5,89"'.

HPLC, prep.: piihappogeeli, EE:heksaani:MeOH = 64:36:0,5,
virtaus 10,0 ml/min., Rt(a) = 35', Rt(B) = 25°'.

4-0-(p-D-galaktopyranosyyli)-a-D-glukopyranosyyli-N N'-di-
(2-kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 50a

Yhdisteen 48a hydraus ohjeen C mukaisesti.
C,6H31C1oN50,,P (541,31).

lH-NMR: 500 MHz, D,0, Nr. H15701, § = 3,27 - 3,34 (m, 4H, 2

x -CHy-), 3,563 (dd, 1H, H-2', Jy, v = 8,0 Hz, Jp 31 = 9,8
Hz), 3,65 - 4,0 (m, 15H, jolloin 4 H kohdassa 3,65 - 3,68, 2
x -CHy-), 4,478 (d, 1H, H-1', Jy, 5. = 8,0 Hz), 5,623 (dd,.

1H, H-1, J) , = 3,6 Hz, J; p = 7,8 Hz).

FAB-MS: Nr. MSN 14075 -
positiivinen: m/e = 221, 223, 225 (IPM+H)'
545, 547, 549 (M+H)*t

4-0-(B-D-galaktopyranosyyli)-p-D-glukopyranosyyli-N,N'-di-
(2-kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 508

Yhdisteen 488 hydiaus ohjeen C mukaisesti.
C;gH31C1,N,0,,P (541,31).

lH—NMR: 500 MHz, DZO’ 'H-'H-2D-COSY, Nr. 15834, § = 3,27 -
3,34 (m, 4H, 2 x -CHp-), 3,43 (dd, 1H, H-2, J; , = 8,0 Hz),
3,558 (dd, 1H, H-2', J). 5. = 8,0 Hz, J,, 3. = 10,0 Hz),

3,65 - 3,68 (m, 4H, 2 x -CH,-), 3,68 - 3,90 (m, 8H), 3,938
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(dd, 1H, J = 3,4 ja J ~ 1,0 Hz), 3,989 (dd, 1H, J = 1,9 Ja J
= 12,6 Hz), 4,473 (d, 1H, H-1', J;. . = 8,0 Hz), 5,049 (t,
1H, H-1, J) , = J) p = 8,0 Hz).

FAB-MS: Nr. MSN 14076
positiivinen: m/e = 221, 223, 225 (IPM+H)%
545, 547, 549 (M+H)Y

4-0- (B-D-glukopyranosyyli)-a-D-glukopyranosyyli-N,N'-di-(2-
kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 51a

Yhdisteen 49a hydraus ohjeen C mukaisesti.
C;gH31C1,N50,,P (541,31).

'H-NMR: 500 MHz, D,0, 'H-'H-2D-COSY, Nr. 15856, § = 3,27 -
3,32 (m, 4H, 2 x -CH; ,-), 3,333 (dd, 1H, H-2', Jy. 51 = 7,9
Hz, Jy+ 3 = 9,4 Hz), 3,40 - 3,45 (m, 2H), 3,47 - 3,55 (m,
2H), 3,64 - 3,68 (m, 4H, 2 x -CH,-), 3,69 (dd, 1H, H-2),
3,70 - 3,99 (m, 6H), 4,537 (d, 1H, H-1', J;, .+ = 7,9 Hz),
5,622 (d4d, 1H, H-1, Jy , = 3,6 Hz, J) p = 7,8 Hz).

FAB-MS: Nr. MSN 14077
positiivinen: m/e = 221, 223, 225 (IPM+H)*
545, 547 (M+H)*

4-0-(B-D-glukopyranosyyli)-p-D-glukopyranosyyli-N, N'-di-(2-
kloorietyyli)-fosforihappodiamidi 518

Yhdisteen 498 hydraus ohjeen C mukaisesti.
1H-NMR: 500 MHz, D,0, 'H-'H-2D-COSY, Nr. 15857, &§ = 3,27 -

3,32 (m, 4H, 2 x -CH; ,-), 3,33 (44, 1H, H-2', J;. 5. = 8,0
Hz, J2|’3| ~ 10 HZ), 3,428 (dd, 1H, H-2, Jl’z = 8,0 Hz, J2’3
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= 10,0 Hz), 3,44 - 3,54 (m, 3H), 3,64 - 3,68 (m, 4H, 2 X
-CHy-), 3,69 - 3,72 (m, 3H), 3,745 (dd, 1H, H-6'a, Jg: ga+ =
3,8 Hz, Jgi4,6'p = 12,3 Hz), 3,855 (m, 1H, H-6b), 3,928 (dd,
1H, H-6'b, JS',G'b = 2,1 Hz, J6'a,6'b ~ 12,3 Hz), 3,990 (44,
1H, H-6a, Jg ga = 2,0 Hz, Jga gp = 12,2 Hz), 4,532 (d, 1H,
H-1', Jj. v = 8,0 Hz), 5,044 (t, 1H, H-1, J) , = J; p = 8,0
Hz).

FAB-MS: Nr. MSN 14078
positiivinen: m/e = 221, 223, 225 (IPM+H)*

545, 547, 549 (M+H)t

Esimerkki 3

Maltotrioosi perasetyloidaan (natriumasetaatti/asetanhydri-
di), (Rg 0,48, CHCljz/etikkahappoesteri 1:1, piihappogeeli),
siitd muodostetaan HBr/j#é#etikalla 0°C:ssa 1-bromidi (Rg¢ =
0,58, samat olosuhteet kuin yll&), siit8 muodostetaan al-
lyylialkoholi/Ag,CO5:11la 1-alkyyli-maltotrisidi (Rg = 0,60,
samat olosuhteet kuin yl1&). Bentsyylikloridi/KOH:lla muo-
dostetaan siit4 120°C:ssa alkyyli-2,3,6,2',3',6',2",3",4",
6"-deka-O-bentsyyli-maltotriosidi (R¢ = 0,51, tolueeni/etik-
kahappoesteri 10:1, piihappogeeli). Isomeroinnin j&lkeen
enolieetteriksi saippuointi 1-OH-yhdisteeksi 1N HC1:11% (Rf
= 0,17, tolueeni/etikkahappoesteri 10:1, piihappogeeli).
Siitd muodostetaan triklooriasetimidaatti saattamalla rea-
goimaan NaH:n ja triklooriasetonitriilin kanssa (Rg¢yq = 0,48,
samat olosuhteet kuin yll&). Siit¥4 muodostetaan asetonitrii-
lissd ifosfamidi-mustardilla palautusjédhdyttden glykokonju-
gaatti (Rg = 0,24, etikkahappoesteri/heksaani 6:4, piihappo-
geeli). Hydraamalla 10%:isella Pd/aktiivihiilelld CH3OH:ssa
huoneen l&mp&tilassa lohkaistaan bentsyyliryhmdt (Rg = 0,22,
CHCl3/metanoli 1:1, piihappogeeli).
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd fosforiamidi mustardin ja ifosfamidi mustar-

din yleisten kaavojen

Ry

sokeri - / ; LS
r O - F ja sokeri - 0 - P R,
\NHRZ \NHZ

1 : la

mukaisten glykokonjugaattien valmistamiseksi, jolloin sokerin
liitdntd tapahtuu fosforiamidi-hukkafunktion tai vast. ifos-
famidi-hukkafunktion kanssa etenkin l-asemassa ja R; ja R,
voivat olla samanlaisia tai erilaisia ja ne voivat merkita
vetyd, alempi-C,-C,-alkyylid, C;-Cg-halogeenialkyylid, edulli-
sesti C;-C,-halogeenialkyylid ja etenkin C,~halogeenialkyylid
siten, ettd ainakin yksi substituenteista R, ja R, on C;-Cg-
halogeenialkyyli, ja sokereina voivat esiintyd mono- di- tai
polysakkaridit kaikissa olemassa olevissa isomeerisissd tai
enantiomeerisissi muodoissa, tunnettu siitd, ettd suojatut
bromisokerit, etenkin bentsyyli-suojatut bromisokerit konju-
goidaan sindnsd tunnetulla tavalla vastaavien fosforiyhdis-
teiden kanssa ja saatu yhdiste vapautetaan suojaryhmista.
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Patentkrav:

1. Forfarande f6r framstdllning av glykokonjugat
av fosforamid mustard och ifosfamid mustard enligt de all-
manna formlerna

Rl
0 NHR 0 N/
i ! [N
socker - O - P\\\ och socker - O - P\\ R,
NHR, NH,
1 la

varvid tillfogningen av sockret sker med fosforamid-rest-
funktionen eller respektive med ifosfamid-restfunktionen
speciellt i1 1-laget och R, och R, kan vara likadana eller
olika och kan utgdéra vate, lagre-C,-C,-alkyl, C;-C¢-
halogenalkyl, lampligen C,-C,-halogenalkyl och speciellt
C,-halogenalkyl s& att en av substituenterna R, och R, a&r
C,-C¢,-halogenalkyl, och sockret kan utgdras av mono,- di-
eller polysackarider i alla befintliga isomera eller enan-
tiomera former, k annetecknat av att skyddade
bromsocker, speciellt benzyl-skyddade bromsocker konjuge-
ras pad ett i och fér sig kant satt med motsvarande fosfor-

féreningar och skyddsgrupperna avlagsnas frédn den erhédllna
féoreningen.
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Kuvio 1: Bentsyloitujen bromiglukoosien synteesi
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Kuvio 2: 6 suojasta vapautettua diastereomeeristy glykosyy-

1li-IPM-konjugaattia

CHQOH
HO
HO
OH ‘13:
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2 0
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Kuvio 4: PM 4a:n glykosylointi
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Kuvio 6a: Sellobioosikonjugaatin S5la 500 MHz-'H-'H-2D-NMR-
spektri
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Kuvio 6b: Sellobioosijohdannaisen 518 500 MHz-'H-'H-2D-NMR-
spektri
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Kuvio 8: RES-viljelmd&n proliferaatio (uudiskasvu) kestoinku-
baatiossa yhdisteiden 28a (a) ja 288 (b) kanssa

106 /
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? ® 410°°M
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| ./i’\,
Z2VANN

a) Gic-x-[PM ' b) Glc-/3-1PM
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1° —————— 10*
o 1 2 3 4 5 o 1+ 2 3 4 5
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Kuvio 9: Nis#8tuumorisoluviljelmien 1C26 (a), 1C32 (b) ja
1C39 (c) proliferaatio 2-tuntisen inkubaation jdlkeen
8-10"2 M monosakkaridi-IPM-konjugaattien 28 - 30 kanssa

Proliferaatio $:eina kontrollin suhteen
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Kuvio 10: Nis#tuumorisolukannan 1C32 proliferaatio 2-tunti-

sen inkubaation

gaattien 50 ja 51 kanssa

Proiiferaatio %:eina kontrollin suhteen
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Kuvio 11: Eb:n (a ja b) tai vast. ESb™:n (c ja d) prolife-
raation riippuvaisuus inkubaatioajasta, inkuboitiin Gal-a-
IPM:n (a ja c) tai vast. Gal-B-IPM:n (b ja d) kanssa, kul-
loinkin 8-107° M
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Kuvio 12: Glc-p-IPM:114 k3&siteltyjen naaraspuolisten (a) ja
koiraspuolisten (b) hiirien eloonj&&ntiajat; k&sittelykaa-
vio: 5-1 o.a. annos 1. - 5. pdivdnd; (NCl-tutkimuksen tulos)
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Kuvio 13: Siirretyn 1C32-tuumorin kasvu hoidettaessa
Gal-IPM:11% (5-1 annos); a) tuumorimd&r&n kasvu, b) tuumori-

m4%r4n kasvu prosentteina kontrollin suhteen

Suhteellinen tuumorim&srs

eilna kontroiiin sunteen

Tuumorimaarsa $

120
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\
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Kuvio 14: Yhdisteen 288 esimerkkisynteesi
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Kuvio 15: Disakkaridi-IPM-konjugaattien 50 ja 51 synteesi
ldhdettdessd hepta-O-bentsyyliglukooseista 43 ja 44
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