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Eljaras B-fukopiranozil-foszfatok sztereoszelektiv
elBdallitasara, amelyre jellemzd, hogy a 2-es, 3-as és 4-es
helyzetben védett L-fukdzt a megfeleld O-(a-L-fukopirano-
zil)-triklér-acetimidatta alakitjak, ezt egy PO(OH) (OR),
dltalanos képletii, teljesen savmentes szerves foszfattal

- a képletben R jelentése 1-4 szénatomos alkilcsoport,

benzil- vagy fenilcsoport - reagédltatjdk, a foszfatcso-
port R maradékat és a fukopiranozilgyiri védﬁcsoporfjait
lehasitjdk és a szabad B-L-fukopiranozil-foszfatot sé
formdjaban izolaljak.

A taldalmédny targyahoz eljaras igen tiszta guanozin-
difoszfat-fukdéz elBallitasira is tartozik, mely eljarésra
jellemzd, hogy hogy B-L-fukopiranozil-foszfatbél kénnyen
oldhatd sb6t készitenek, a sét aktivalt guanozin-monofosz-
fattal (GMP) reagaltatjak és a keletkezett GDP-fukdzt
preparativ HPLC-médszerrel, eluensként kdnnyen elparolog-

tathaté puffer-rendszert alkalmazva tisztitjak.
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A taldlmany térgya eljaras B-fukopiranozil-foszfatok
sztereoszelektiv el&allitasara, valamint az ezekbdl készit-
hetd igen tiszta guanozin-difoszfat-fukdéz (GDP-fukdz) eld-
dllitéasara.

Ismert, hogy az L-fukdéz a tej oligoszacharidjainak,
valamint vércsoportanyagoknak az alkotdrésze (pl.: Hama-
kori, Progr. Biochem. Pharmacol. 10 /1975/, 167). A dez-
oxihex6z tovabba baktériumok lipopoliszacharidjaiban, vala-
mint az emldsdllatok gliko-szfingolipidjeiben is jelen van
(Flowers, Adv. Carbohydr. Chem. 39 /1981/, 279). A fukdézi-
lezett glikolipideknek fontos szerepe van a sejtnévekedés
szabalyozasadban és a sejt differencialddasédban. Kilonés
jelent8sége van azonban annak a ténynek, hogy tumorsejtek
feliileti szerkezetében is vannak fukézilezett glikolipidek,
és ezek antigén tulajdonsagokkal rendelkeznek (Hakomori,
Ann. Rev. Biochem. 50 71981/, 733). Igy jelent&ségiik lehet a
tumorok diagnosztikalasaban és gydgyitadsdban. A fukdz-tar-
talmi oligoszacharidok és glikolipidek bioszintéziséhez
egyebek ko6z6tt bizonyos enzimek, a fukozil-transzfer&dzok
szilikségesek. Ezeknek a fukozil-transzferdzoknak a szubsztra-
tuma a guanozin-diphoszfat-fukdéz (GDP-fukdz).

Ezért a fukozilezett glikolipid b&zisd, tumor-asszoci-
4lt antigének megvizsqgdlasdhoz és elBallitasiahoz nagyobb
mennyiségii, igen tiszta GDP-fukdéz sziikséges. Annak ellené-
re, hogy ez a szikséglet mar hosszabb ideje fenndll, eddig
a GDP-fukéz szintéziséhez csupédn egy kémiai (Nunez és mun-

katdrsai, Can. J. Chem. 59 /1981/, 2086) és néhany enzimes
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(pl.: Yamamoto és munkatdrsai, Agric. Biol. Chem. 48 /1984/,
823) mbédszer valt ismertté; ezek példaul a fukdz-i-foszfaton
vagy a GDP-manndzon keresztiil vezetnek a céltermékhez, hat-
ranyuk, hogy csak kis mennyiségii GDP-fukézt szolgaltatnak.

A GDP-fukdéz kémiai elddllitasaban kétség kiviil a fukdz~
-1-foszfat a kulcsvegylilet, kielégitd mennyiségben torténd
szintézise a korlatozd tényezd az O6ssz-szintézisben. 2
fukéz-1-foszfat két kiilonbdzd konfigurdcidéban fordul eld,
mégpedig a-fukopiranozil-foszfatként, amely viszonylag egy-
szerlien a kloérfoszfoamiddtos mdédszerrel (Westerduin és mun-
katarsai, Tetrahedron Lett. 27 /1986/, 1211) &llithatd eld,
és B-fukopiranozil-foszfatként. A GDP-fukéz elBallitédsdhoz
kizdrdélag a B-fukopiranozil-foszfat alkalmas. A B-fukopira-
nozil-foszfat elBallitasara ismert kémiai szintézisutak
(Nunez és mktsai, a fent idézett helyen, Tsai és mktsai,
Carbohydr. Res. 64 /1978/, 297) hatranya, hogy alacsony a
sztereoszelektivitasuk és/vagy kicsi a hozam; legaldbb egy
résziik bonyolult és hosszadalmas, igy a legjobb esetben
laboratériumi méretii eldallitdshoz alkalmasak. A B-fukopi-
ranozil-foszfat eldallitasaban eddig felmeriilt nehézségei
valészinlileg a vegylilet nagyfoki (f3leg savakkal szembeni)
instabilitdsdra vezethetdk vissza.

A B-fukopiranozil-foszfatbdl kiindulé GDP-fukbdz-eld-
4l11itasi mbédszereknek (Nunez és mktsai, lasd fent) tovabbi
hatranya, hogy a végtermék tisztitdsat csupin ioncseréldvel
végzik, ezért szamos biokémiai célra a termék tovabbi tisz-

titésa, legalabb azonban sbétalanitdsa lehet sziikséges.
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Ez azonban tovabbra csdkkenti a hozamot.

A taldlmdny feladata tehat olyan eljaras fejlesztése
volt, amellyel B-fukopiranozil-foszfat, majd ebbdl GDP-
fukdéz allithatd eld nagy sztereoszelektivitdssal, j6 hozam-
mal, nagy tisztaségban, emellett egyszerii mdéddon.

Azt talaltuk, hogy R-fukopiranozil-foszfatokat nagy
hozamban allithatunk eld 4gy, hogy védett L-fukdéz a-triklér-
-acetimidatjait nagy tisztasagl szerves foszfattal, példaul
dibenzil- vagy difenil-foszfattal reagaltatjuk.

Azt talaltuk tovabba, hogy a szlikséges a-trikléracet-
imiddtok szintén nagy hozammal &llithatdék eld L-fukdz, il-
letve annak 2-es, 3-as és 4-es helyzetben védett formainak
triklér-acetonitrillel végzett sztereoszelektiv reagalta-
tasdval, aminek soran eldnydsen natriumhidridet alkalmazunk
bazisként.

Végilil azt tapasztaltuk, hogy a taldlmédny szerint eld-
dllitott R-fukopiranozil-foszfatokat egy tovabbi taldlmany
szerinti 1épésben aktivalt GMP-vel reagaltatva a GDP-fukdzt
kiiléndsen eldnydsen nyerhetijiik, ha a B-fukopiranozil-foszfa-
tokat j61 013646 sbéva, eldnydsen tri-n-oktil-ammdédnium-séva
alakitjuk. A GDP-fukdéz nagy tisztasdgit kénnyen elpirolog-
tathaté eluenssel végzett nagy nyomdsta folyadékkromatogra-
fidval érhetjiik el, és az eljarast még egyszeriisithetjiik.

A talalmadny targya tehéat eljaras B-fukopiranozil-fosz-
fatok szelektiv eldallitasara. Az eljarasra jellemzd, hogy
a 2-es, 3-as és 4-es helyzetben védett L-fukdézt a megfeleld

O-(a-L-fukopiranozil)-triklér-acetimididttd alakitjuk, ezt
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egy PO(OH) (OR) altalanos képletii, teljesen savmentes szer-
ves foszfattal - a képletben R jelentése 1-4 szénatomos
alkilcsoport, benzil- vagy fenilcsoport - reagaltatjuk, a
foszfatcsoport R maradékdt és a fukopiranozilgyliri védsé-
csoportjait lehasitjuk és a szabad B-L-fukopiranozil-fosz-
fatot sé6 formadjdban izoldljuk.

A talalmany targya tovabba eljaras igen tiszta GDP-fu-
k6z sztereoszelektiv elfallitadsara. Az eljaréasra jellemzd,
hogy B-L-fukopiranozil-foszfatot kénnyen 0ldéddé sdva ala-
kitunk, a sét aktivalt GMP-vel reagdltatjuk és a kapott GDP-
fukézt konnyen elpdrologtathatd puffer-rendszerrel mint elu-
enssel végzett HPLC~val tisztitjuk.

Kiilonosen eldny6s, ha ebben az eljarasban a fentiek
szerint eldallitott B-fukopiranozil-foszfatot alkalmazzuk
kiindulé&si anyagként.

A talalmany szerinti eljaras egy kiiléndsen eldnyds
moédozata szerint a tri-O-acetil-L-fukézt a tetraacetilezett
vegyiiletbdl egylépcsds, eldnydsen hidrazin-acetattal végzett
reakcidéban &allitjuk eld, ami az Ossz-szintézis egyszeriisité-
séhez is hozzajéarul.

A talalmany targyahoz tehat olyan eljaris is tartozik,
amely szerint 2,3,4-tri-O-acetil-L-fukdézt egylépcsds el-
jarassal 4llitunk eld a tetraacetilezett fukézbdl.

Amennyiben a 2,3,4-védett L-fukéz és a trikléraceto-
nitril reagdltatadsdban mas tipusd bazist alkalmazunk,
a-fukopiranozil-trikléracetimidat és B-fukopiranozil-acet-

imid&t kiilonb6zd elegyei keletkeznek, amelyeket a tovabbi
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feldolgozashoz szét kell valasztani. Ha bazisként natrium-
hidridet vagy analdg bazist alkalmazunk, kiz&rdlag az a-tri-
Xléracetimidat keletkezik. Az a-imidat hozama, pé&ldaul tri-
-0-acetil-L-fukézra vonatkoztatva, atlagban 70-80 %-ot tesz
ki.

A védett L-fukéz a-trikléracetimidatjainak a fukopira-
nozil-foszfathoz vezetd reakciéban alkalmazott P(OH) (OR) 5
dltalanos képleti foszfatok tisztasadga, kililonésen savmente-
sége doéntden befolydsolja a sztereoszelektivitast a kelet-
kez8 anomerek vonatkozasdban. A GDP-fukdéz eldallitasahoz nem
alkalmas a-fukopiranozil-foszfatok akkor keletkeznek szélek-
tiv médon, ha az alkalmazott foszfatok kisebb mennyiségii
savat, példaul bér-trifluoridot tartalmaznak, vagy sav keriil
a reakcibéelegybe. Ha kizarbdlag a B-fukopiranozil-foszfatot
akarjuk eldallitani, feltétleniil sanentesen kell dolgozni.
A B-anomer hozama, a megfeleld a-trikldér-acetamidatra vonat-
koztatva, a taldlmany szerinti eljarasban tisztitds utéan 85-
95 %.

Ha a taldlmdny szerinti eljaras szerint eldallitott 8-
fukopiranozil-foszfat - a konkrét esetben tri-O-acetil-L-
fukézbdl kiindulva és az imidat-vegyilileten keresztiil jutva
el a céltermékhez - hozamdt &sszehasonlitjuk a két ismert
kémial szintézés (Nunez és mktasai, Tsai és mktsai) hoza-
maval, a kévetkezd kép alakul ki: a taldalmany szerinti el-
jarasban a kivant terméket (s6 alakjaban) atlagosan 70 %-os
hozammal kapjuk, mig Nunez és munkatarsainak eljarasa kb.

50 %-os hozamot, az L-fukoz orto-acetatjabsél kiinduld el-
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jarads (Tsai) mintegy 20 %-os hozamot biztosit. Ezen tadl-
menden a taldlmény szerinti eljaras, kiilondsen Nunez eljéa-
rasdhoz képest kevesebb és egyszeriibb eljarasi 1lépésekbdl
a11.

A talalmany szerinti Ossz-szintézisre jellemzd a nagy
sztereoszelektivitéds, a lépések kis széma, az egyszeriiség
(példdul nem kell az a- és a B-anomert szétvalasztani) és az
igen j6 hozam. Az Gjszeri tisztitds kovetkeztében a legérzé-
kenyebb biokémiai folyamatokban is alkalmazhaté, igen nagy
tisztasagli GDP-fuk6z nyerhetd. Az eljards igen alkalmas a
nagyobb léptékben torténd megvaldsitasara is.

Az alabbiakban az &abrakat ismertetjiik.

Az 1. &bra a triszubsztitudlt L-fukéznak az a-triklér-
acetimiddton keresztiil torténd &talakitasat mutatja, amely-
nek soradn a megfeleld védett a- és B-L-fukopiranozil-fosz-
fat keletkezik.

1: triszubsztitudlt L-fukdéz; 2: a védett L-fukébéz B-triklér-
acet-imidatja; 3: az L-fukéz a-trikléracetimidatja; 4:
2,3,4-védett a-L-fukopiranozil-foszfat; 5: 2,3,4-védett B-
fukopiranozil-foszfat; R' = Rlco-, R1, R2 = 1-4 szénatomos
alkilcsoport, benzil- vagy fenilcsoport; R = RI1.

A 2. abra a GDP-fukdéz szintézisét mutatja B-fukopirano-
zil-foszfatbol kiindulva. 5: 2,3,4-védett B-fukopiranozil-
foszfat; 6: a 2,3,4-védett B-fukopiranozil-foszfat sbéja;

7: a nem védett B-fukopiranozil-foszfat séja; 8: az (akti-

valt) GMP-morfolidat séja; 9: GDP-fukéz (sé); R' = Rlco-,
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Rl, R2 = 1-4 szénatomos alkilcsoport, benzil- vagy fenil-
csoport; R = Rl, K = eldnyésen szerves kation.

R, illetve Rl eldnyds jelentése benzilcsoport. R!
jelentése R1co- vagy Rl. A B-fukopiranozil-foszfatbdél ki-
induld GDP-fuk6z-szintézis esetén R' eldnyds jelentése
R1lco-, amelyben Rl eldnydsen metil- vagy benzilcsoportot
jelent. R' eldnyds jelentése acetil- vagy benzilcsoport, a
legeldnydsebben acetilcsoport. Amennyiben Rl jelentése
fenil- vagy benzilcsoport, az aromds gyliriik egyszeresen vagy
tObbszordsen szubsztitudltak lehetnek. Alkalmas szubsztitu-
ensek a fluor-, klér-, brématom, hidroxil- és metilcsoport.
Eldnydsen azonban az aromds gyliriik nem hordanak szubsztitu-
enst. K* szervetlen vagy szerves kationt jelent, eldnyds
jelentése NH(R3)* altalanos képletii szerves kation, ahol
R3 jelentése egyenes vagy eldgazé szénléancd, eldnydsen
egyenes szénlancld, 1-10 szénatomos alkilcsoport. A leg-
eldnyssebb kationok: NH(CyHg)3t &s NH(CgH;7)3%. Egy mole-
kulén beliil egy-egy csoport jelentése azonos vagy kildnbdzd
lehet, eldnyds azonban az azonos jelentés.

A fukdéz hidroxilcsoportjainak médositasival kapcsola-
tos milveletek, igy pl. észterezés, éterezés, halogénezés,
dtészterezés, atéterezés, elszappanositis, éterhasitas,
védScsoportok bevezetése, lehasitdsa, valamint a glikozil-
imidat elddllitasa a szénhidrat-kémia szabvany médszerei
szerint végezhetd el, ha madst nem k&tiink ki. E szabvany
médszerek atfogd ismertetése pl. az alabbi kényvben talal-

haté: Carbohydrate Chemistry (Edt. John F. Kennedy), Ox-
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ford Science Publication, Clarendon Press, 1988.

A taldlmédny szerinti eljarast eldnydsen az aldbbiak
szerint valdésitjuk meg.

Ahhoz, hogy a glikozid-szénatomon vagy az anomer szén-
atomon-a kivant valtoztatasokat tudjuk elvégezni, véd&cso-
portok bevezetése sziikkséges. A kivant reaktivitéstél fiiggs-
en eldnydsen észter- vagy étercsoportokat lehet haszndlni. A
taldlmadny szerinti eljdras soran véd&csoportként eldnydsen
acetil- vagy benzilcsoportokat hasznalunk, de a fentiekben
megadott alternativdk is sikeresen alkalmazhaték.

Triszubsztitudlt fukdéz szintézise (1)

2,3,4-tri-0O-benzil-L-fukopirandéz (1. képlet) L-fukbz-
b6l példaul Wegmann é&s mktsai médszerével (Carbohydr. Res.
184 /1988/, 254) vagy Dejter-Juszynski és mktsai médszeré-
vel (Carbohydr. Res. 18 /1971/, 219) &llithatdé eld. A talal-
many szerinti eljarasban azonban ink&bb triacetilezett L-
fukdézt &llitunk eld, mért ez a vegyiilet a tovabbi lépések-
hez alkalmasabb.

A 2,3,4-tri-O-acetil-L-fukopiranéz eldallitasadra a
taladlmany értelmében 1,2,3,4-tetra-O-acetil-a-L-fukopirandzt
egylépcsds reakcibban eldnydsen hidrazin-acetattal reagal-
tatunk dimetil-formamidban. Az anomer acetilcsoport szelek-
tiv elhidrolizaltatdsahoz hidrazin-acetat helyett benzil-
amint, kalium-hidroxidot, kadlium-cianidot vagy bisz(tri-
butil-én)-oxidot alkalmazhatunk.

A triacetilezett termékben az a:B anomer ardny atlago-

san 3:1. Ez azonban a tovabbi reagiltatas és a sztereosze-
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lektivitds szempontjédbdél lényegtelen. A termék pl. kovasav-
gélen végzett kromatografids tisztitdsa utén a triacetile-
zett L-fukopirandéz anomer-elegyét 75-85 %-os hozammal kap-
juk. A technika &11asat képezd eljaras (Nunez és mktsai)
szerint a terméket csak bonyolult tébb lépcsds reakcidsor-
ban kapjak, és nem tisztitjdk. A kiinduldsi anyag, az
1,2,3,4-tetra-0-acetil-a-L-fukopirandéz vagy a kereskedelmi
forgalomban kaphaté, vagy Nunez és mktsai, ill. Prihar és
mktsai (Biochemistry 12 /1973/, 997) ismert eljarésa sze-
rint konnyen hozzaférhetd.
Triszubsztitudlt L-fukopiranéz a- és B-triklor-acetimidat-
janak (2, 3) szintézise

2,3,4-tri-0O-acetil- vagy -tribenzil-L-fukopirandézt (1)
az ismert glikozil-imidat-médszer (pl. Schmidt és mktsai,
Angew. Chem. 92 /1980/, 763) szerint triklér-aceto-nitrillel
reagdltatunk. Az alkalmazott bazis fajtajadval az anomer-
aranyt szabalyozhatjuk. Ha bazisként natrium-hidridet alkal-
mazunk, meglepd mdéddon kiz&rdlag a tovabbi szintézishez szik-
séges 0-(2,3,4~tri-0O-acetil- ill. -benzil-a-L-fukopirano-
zil)-triklér-acetimidat (3), azaz csak az a-anomer keletke-
zik. Ugyanez az eredmény, ha kédalium-hidridet vagy natrium-
hidroxidot alkalmazunk. Ha azonban m&s bazist, példaul 1,2-
-diazabiciklo{5.4.0]Jundec-7-ént (DBU) vagy kalium-karbona-
tot alkalmazunk, az a- és B-triklér-acetimidit elegye kelet-
kezik, az anomer-ardny kb. 7:1 és 1:1 kézdétt van. Ezért a
taldlmany szerinti eljardsban eldnydsen olyan bazist alkal-

mazunk, amely natrium-hidrid médjan reagil. Az a-triklér-
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acetimidatot eldnybsen kromatogradfidsan tisztitjuk. A tisz-
titott termék atlagos hozama 70-80 %.
Triszubsztitudlt L-fukopiranozil-foszfatok (4, 5) szinté-
zise

Az L-fukdznak a fentiek szerint eldadllitott triszubsz-
titudlt a-triklér-acetimidatjat PO(OH) (OR), &ltalédnos képle-
ti szerves foszfattal (e képletben R jelentése Rl és Rl
jelentése a fenti) reagdltatjuk. J& hozammal kapjuk a megfe-
leld triszubsztitudlt L-fukopiranozil-foszfatot, eldnydsen a
dibenzil-(2,3,4-tri-O-acetil- ill. -tri-O-benzil-a-L-fuko-
piranozil-foszfatot (4) és a dibenzil-(2,3,4-tri-O-acetil-
ill. ~tri-O-benzil-f-fukopiranozil)-foszfatot (5). Szerves
foszfatként eldnyben részesitjiik a dibenzil-foszfatot, egy-
részt, mert kénnyen hozza&férhetd, masrészt mert a benzil-
csoport kiilondsen konnyen szelektive lehasithaté.

Természetesen a tobbi, fent emlitett foszfatok, pl. a
difenil-foszfat is alkalmas. Az a- &s a B-konfiguraciéjd
foszfatok sztereoszelektiv elBallitasa szempontjabdl azonban
dontd, hogy a reakcid soradn sav jelen van vagy sem. A tiszta
a-anomer (4) keletkezik, ha katalitikus mennyiségii savat,
példaul bdér-trifluoridot adagolunk. Amennyiben az alkal-
mazott foszfat nem tol tiszta, a sav adagolasitdl el is
tekinthetilink. Teljesen savmentes reakcidelegy esetén a
tiszta B-anomer keletkezik. Ehhez &ltaldban az sziikséges,
hogy a foszfatot legalabb egyszer frissen atkristdlyositjuk
vagy mds intézkedéssel gondoskodjunk a teljes savmentesség-

rol.
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Tisztitds utdn a hozam altaladban 85 % és 90 % kozoétti,
a védett L-fukdéz triklér-acetimidatjara vonatkoztatva. Kiilo-
nos tisztitds nélkiill a hozam 90-98 %. A fukdzgyliriin 1évs
észtercsoport (véddcsoport) milyensége nem nagyon befoly&-
soija a hozamot. A tisztitast példaul eldnydsen kromatogra-
fidsan végezziik, kovasavgélen.
B-L-Fukopiranozil-guanozin=~5'-pirofoszfat (GDP-fukéz) (9)
szintézise

A tovabbi szintézishez eldnydsen a fukdzgyiiriion észter-
csoportokkal védett B-fukopiranozil-foszfatokat, kiildndsen
eldnydsen a megfeleld acetil- vagy benzoilszarmazékot al-
kalmazzuk. Ezek a véddcsoportok a foszfat-véddcsoportok eld-
nyésen hidrogenolizissel végzett eltavolitdsa soran megma-
radnak. Ennek megfelelSen az eldnyds kiindulasi anyagok a
dibenzil- vagy difenil-(2,3,4-tri-0O-acetil-B-L-fukopirano-
zil)-foszfat (5). A benzil- illetve fenilcsoportokat példa-
ul hidrogénnel pallddium kataliz&toron hasithatjuk le is-
mert médszerrel. Mas katalizator, pl. platina vagy nikkel-
katalizator is alkalmas arra, hogy a fenil- vagy benzil-
csoportokat lehasitjuk anélkél, hogy a fukéz-véddcsoporto-
kat hidrolizdlndnak. A hidrolizist ammdénium-formi&ttal is
végezhetd el.

A keletkezett 2,3,4-tri-O-acetil-B-L-fukopiranozil-
foszfatot (6) eldnydsen sdként, eldnydsen a bisz(trietil-
amménium) -sé alakjdban izoldljuk és kivant esetben kro-
matografidsan tisztitjuk. Az elkiildnitéshez azonban mas soét,

példaul a barium- vagy a bisz(tri-n-butil-amménium)-sét is
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vdlaszthatjuk. A reakciét célszeriien vékonyréteg kromatogra-
fidsan kovetjiik.

A kovetkezd lépésben a fukopiranozil-gyiirii véd&cso-
portjait (eldnydsen acetilcsoportok) ismert médon eltavo-
litjuk, igy kapjuk a szabad B-L-fukopiranozil-foszfat (7)
megfeleld sbéjat. Ez a 1épés &ltaldban kvantitative megy
végbe. A taldlmany szerinti eljaras egy eldnydsen ki-
viteli médja szerint a kapott B-fukopiranozil-foszf&atbél a
tri(n-oktil-amménium)-sét Képezziik. Ez a s6 a szintézis ko&-
vetkezd és egyben utolsd 1lépésében kiiléndsen eldnydsnek
bizonyult, valdszinlileg kedvezd oldhatésaga miatt. Az ilyen
értelemben hasonlé tulajdonsagid, NH(R3)*X~ &ltalanos képle-
tlii s6k (kiiléndsen azok, amelyekben R3 jelentése hosszabb
alkillanc) is kivadldéan alkalmazhatdk. Az eldnydsen alkal-
mazott bisz(tri-n-oktil-amménium)-(B-L-fukopiranozil)-fosz-
fatot guanozin-monofoszfattal reagaltatjuk GDP-fukézza, a
végtermékké. Ehhez feltétleniil sziikséges, hogy a guanozin-
monofoszfatot aktivadlt formdban vigyiik reakciéba, mert csak
ezuton j6 hozam érhetd el. Kiiléndsen el8nySsnek bizonyult a
GMP-5'-foszfor-morfolidat alkalmazisa, de az irodalombdl is-
mert mas aktivalt GMP-formdk, példiul Nunez é&s mktsai &altal
leirtak szintén alkalmazhaték. A taldlmany szerinti eljaras
egy eldnyds kiviteli médja szerint 4-morfolin-N,N'-diciklo-
hexil-karboxamidinium~-guanozin-5'-monophoszfor-morfolidatot
(8) alkalmazunk. Az L-GDP-fukéz (9) bisz(tri-n-oktil-ammé-~
nium)-séja kb. 70 %-os hozammal keletkezik. A tovabbi tisz-

titas soran a vegyliletet az e célra kedvez&bb bisz(trietil-
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-amménium) -séva alakitjuk, é&s ezt HPLC-kromatografias méd-
szerrel tisztitjuk, eldnydsen forditott fazisd adszorbens-
sel. A GDP-fukdéz jbé hozama, nagy tisztasdga, de az eljaréas
egyszerilisége szempontjabdél is fontos, hogy eluensként
kénnyen elparologtathaté puffer-rendszert alkalmazzunk. Al~
kalmas eluens példaul trietil-amménium-hidrogén-karbonét,
alternativ lehet&ség ammdénium-hidrogén-karbonat vagy am-
ménium-formiat alkalmazasa.

A fenti tisztitas eldnye, hogy igen egyszeriien nagyon
tiszta GDP-fukézhoz jutunk, és nincs szilikség a kdzismerten
hozamcsokkentd sétalanitd lépésre.

Az alabbi kiviteli példakkal a talalmanyt konkrét for-
maban ismertetjik.

Az alabbi kromatografids rendszereket alkalmaztuk:
Vékonyréteg kromatografia: DC miianyagfélids kovasavgél
60 Fy54 (E. Merck, Darmstadt, NSZK), detektdlds UV-fényben
254 nm hullamhossznal, ill. 10 t%-os H,S04 permetezésével és
ezt kovetd melegitéssel 110 °C
Oszlopkromatogri&fia: kovasavgél 60, szemcseméret 0,063~
0,200 nm (E. Merck, Darmstadt, NSZK).

HPLC elemzésre: LiChrospher RP-18, 125x4 mm, 5 um (E. Merck,
Darmstadt, NSZK), puffer: 0,05 M trietil-amménium-hidrogén-

karbonat (pH 7,1) 3,5 %-os acetonitriles oldata; 0,5 ml/perc
Rf = 3,24 perc (GMP), 3,85 perc (GDP-fuké6z), 12,7 perc (GMP-
-morfolidat).

Preparativ HPLC: LiChrosorb RP-18, 250x10 mm, 7 um (E.

Merck, Darmstadt, NSZK), puffer mint fent.
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A szintetiz&lt kdzbensd és végtermékeket 1H-NMR és
13c-NMR médszerrel azonositottuk, tisztasdgukat meghatéroz-
tuk.

1. példa

0,50 g (0,86 mmol) 2,3,4-tri-O-benzil-L-fukopirandz
(példaul Wegmann és mktsai szerint elSallitott) és 0,24 g
(0,86 mmol) kereskedelmi, nem kiilon&sen tisztitott dibenzil-
-foszfat 20 ml vizmentes diklér-metdnnal készitett oldatéat
szobah®mérsékleten, nitrogénlégkdr alatt mintegy 2 o6ran at
keverjiik. Amennyiben a dibenzil-foszfat nagyon tiszta, az
elegyhez katalitikus mennyiségii bér-trifluoridot adunk. Az
oldatot betéményitjliik, majd kromatografiasan, toluol és
aceton 9:1 aranyQ elegyével tisztitjuk. 0,54 g (90 %) di-
benzil-(2,3,4-tri-0O-benzil-a-L-fukopiranozil)-foszfatot (4)
kapunk stintelen olaj alakjaban. A vékonytéteg kromatigra-
fidsan toluol és aceton 7:1 arany( elegyével mért Rg-érték
0,60. [als7g = -68,2° (c = 1, kloroform).

2. példa

0,50 g (0,86 mmol) 2,3,4-tri-O~benzil-L-fukopirandéz és
0,24 g (0,86 mmol) frissen atkristalyositott dibenzil-fosz-
fat 20 ml vizmentes diklér-meténnal készitett oldatat szoba-
hdmérséklet nitrogénlégkdr alatt mintegy 1 éran &t keverjiik.
Az oldatot betdményitjiik, majd kromatografiadsan, toluol és
aceton 7:1 aranyd elegyével tisztitjuk. 0,57 g (95 %) di-
benzil-(2,3,4-tri-0O-benzil-B-L~-fukopiranozil)~foszfatot (5)
kapunk stintelen olaj alakjdban. A vékonytéteg kromatigra-

fidsan toluol és aceton 7:1 arényG elegyével mért Re-é&rték
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0,45. [a)s7g = -9,7° (c =1, kloroform).

3. pélaa

6,00 g (18 mmol) 1,2,3,4-tetra-O-acetil-a-L-fukopira-
néz (1c) (pl. Nunez és mktsai szerint el&allitott) és 1,99 g
(21,6 mmol) hidrazin-acetat 20 ml vizmentes dimetil-form-
amiddal készitett oldatat 50 °C-oﬁ kb. 4,5 6réan at keverjik.
Etil-acetat adagoldsa utan az elegyet mintegy kétszer vizes
natrium-klorid-oldattal extrahdljuk, a szerves fazist betd-
ményitjik, majd 40-60 °C forrastartomanyd petroléter és
etil-acetadt 1:1 ara@nya elegyével Kromatografaljuk. 80 %-os
hozammal kapjuk a 2,3,4-tri-O-acetil-L-fukopirandézt (1), az
anomer ardny a:8 = 3:1. DC Rg¢ = 0,47 (40-60 °C forrastar-
tomdnyld petroléter és etil-acetédt 1:1 aranya elegye).

4. példa

(a) 2,00 g (6,89 mmol) 2,3,4-tri-O-acetil-L-fukopira-
ndéz-anomerelegy és 7,0 ml (70 mmol) triklér-acetonitril
20 ml vizmentes dikloér-meténnal készitett elegyéhez szoba-
homérsékleten és nitrogénlégkdr alatt 0,25 g (10,9 mmol)
nadtrium-hidridet adunk. Az elegyet kb. 12 6ran &t keverjiik,
diatémafoldon keresztiil szilirjiik, majd betoményitjiik. Kroma-
tografias tisztitds (petroléter és etil-acetat 3:1) 2,13 g
(71 %) 0-(2,3,4-tri-O-acetil-a-L-fukopiranozil)-triklér-
acetimidatot (3) kapunk.

(b) 0,50 g (1,72 mmol) 2,3,4-tri-0O-acetil-L-fukopira-~
ndz-anomerelegy, 73 mg (1,72 mmol) litium-klorid, 0,20 ml
(1,34 mmol) 1,8-diazabiciklo[5.4.0)jundec-7-&n és 2,0 ml (20

mmol) triklér-acetonitril 20 ml vizmentes acetonitrillel ké-
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szitett elegyét szobahd®mérsékleten és nitrogénlégkdr alatt
mintegy 12 6rédn &t keverjiik. Petroléter és dietil-éter 2:5
aradnyld elegyével végzett kromatografids tisztitas utén
0-(2,3,4-tri-O-acetil=-a~L-fukopiranozil)-trikldér-acetimidat
(3) és 0-(2,3,4~-tri-0O-acetil~B-L-fukopiranozil)-triklér-
acetimidat (2) elegyét kapjuk 92 % hozammal (a:8 = 6,5:1).

(c) 0,85 g (2,93 mmol) 2,3,4-tri-O-acetil-L-fukopira-
nbéz-anomerelegy, 3 ml (30 mmol) triklér-acetonitril és 2,73
g (19,7 mmol) kalium-karbonidt 12 ml vizmentes diklér-metén-
nal készitett elegyét szobahdmérsékleten és nitrogénlégkoér
alatt kb. 4 6ran at keverjiik, utdna diatémafiildiin at sziirjiik
és az olddészert eltavolitjuk. Petroléter és dietil-éter 2:5
aranyi elegyével végzett kromatografids tisztitds utén
0-(2,3,4-tri-0-acetil-a~L-fukopiranozil)-triklér-acetimidat
(3) és O—(2,3,4-tri-0-acetil-B-L-fukopiranozil)-triklér-
acetimidat (2) elegyét kapjuk 76 % hozammal (a:8 = 1: 1,3).
a-anomer: (a]lp = -116,0 ° (c = 1, kloroform), R¢=0,54
(petroléter és etil-acetat 2:1), op.: 107-109 °C.
B-anomer: [a]lp = -24,5 ° (c = 1, Kloroform), Rg=0,34
(petroléter és etil-acetat 2:1), op.: 60-63 °C.

S. példa

0,20 g (0,46 mmol) 0-(2,3,4-tri-0O-acetil-a-L-fukopira-
nozil)-triklér-acetimidat és 0,13 g (0,47mmol) kereskedelmi,
kiilén nem tisztitott dibenzil-foszfat 7 ml diklér-metannal
készitett oldatat szobahdmérsékleten kb. 2,5 éradn at ke-
verjiik. Ha a dibenzil-foszfat nagyon tiszta, katalitikus

mennyiségii bér-trifluoridot is adagolunk. Az oldatot betd-
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ményitjik, majd toluol és aceton 7:1 arényl elegyével kro-
matografdljuk. A terméket kloroform és dietil-éter 20:1
aranyd elegyével 4jbdl kromatografaljuk. 0,23 g (91 %) di-
benzil-(2,3,4~-tri-0-acetil-a-L-fukopiranozil)-foszfatot (4)
kapunk szintelen olaj alakjéban. DC (toluol/aceton/trietil-
amin 84:15:1) Rg = 0,38. [a]lp= -83,7° (c = 1, Kloroform).

6. példa

0,50 g (1,15 mmol) 0-(2,3,4-tri-O-acetil-a-L-fukopira-
nozil)-triklér-acetimidat és 0,29 g (1,16mmol) kereskedelmi,
kiilén nem tisztitott difenil-foszfat 25 ml diklér-meténnal
készitett oldatat szobahdmérsékleten kb. 6,5 6ran at ke-
verjik. Ha a difenil-foszfat nagyon tiszta, katalitikus
mennyiségli bér-trifluoridot is adagolunk. Az oldatot betd-
ményitjik, majd petroléter és dietil-éter 1:5 aranya el-
egyével kromatografdljuk. 0,38 g (63 %) difenil-(2,3,4-tri
-0-acetil-a-L-fukopiranozil)-foszfatot (4) kapunk szintelen
olaj alakjédban. DC (petroléter/dietil-éter 1:5) R¢ = 0,41.

7. példa

0,30 g (0,69 mmol) 0-(2,3,4-tri-0O-acetil-a-L-fukopira-
nozil)-triklér-acetimidat és 0,19 g (0,68 mmol) kereskedel-
mi, de frischen atkristdlyositott dibenzil-foszfat 12 ml
vizmentes diklér-meténnal készitett oldatat szobahdmérsék-
leten és nitrogénlégkdér alatt kb. 1 6ran at keverjiik, majd
betoményitjiik és toluol é&s aceton 7:1 ardnyd elegyével Xro-
matografdljuk. A terméket petroléter és dietil-éter 1:5
ardnyd elegyével Gjbdl kromatografdljuk. 86 %-os hozammal

kapjuk a dibenzil-(2,3,4-tri-0O-acetil-B-L-fukopiranozil)-
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foszfatot (5) szintelen olaj alakjaban. DC (toluol és ace-
ton 7:1) Rf¢ = 0,30. [a]p = +0,5° (c = 1, kloroform).

8. példa

72 mg (0,13 mmol) dibenzil-(2,3,4-tri-O-acetil-f-L-
fukopiranozil)-foszfat (5) és 4 mg palladium terahidrofurén
és etil-acetat 1:1 aranyd, vizmentes elegyének 10 ml-jével
készitett elegyét hidrogénlégkdérben razzuk. A reakcid végét
vékonyréteg-kromatografiasan (Rg = 0,19, kloroform é&s meta-
nol 60:40) hatarozzuk meg. Az elegyet szlirjiik, a sziirletet
betdményitjik és kloroform, metanol és trietil-amin 60:39:1
aranyl elegyével kromatografdljuk. A terméket dioxanban lio-
filizaljuk. 68 mg (90 %) bisz(trietil-amménium)-(2,3,4-tri-
-O-acetil-B-L-fukopiranozil)-foszfatot (6) kapunk amorf por
alakjéban.

9. példa

80,0 mg (0,135 mmol) bisz(trietil-amménium)-(2,3,4~tri-
-O-acetil-fB-L-fukopiranozil)-foszfat 3 ml vizes metanollal
készitett elegyéhez 0,5 ml trietil-amint adunk. 18 éra el-
teltével az elegyet betdményitjlik és vizbdl liofilizaljuk.
73,8 mg (100 %) bisz(trietil-amménium)-(B-~L-fukopiranozil)-
foszfatot (7) kapunk higroszképosb fehér por alakjaban. A
terméket nem tisztitjuk.

10. példa

73,8 gmg (0,135 mmol) bisz(trietil-ammdénium)-(B-L-fu-
kopiranozil)-foszfat 5 ml vizmentes piridinnel készitett ol-
datdhoz 0,117 ml (0,135 mmol) tri-(n-oktil)-amint adunk. Az

elegyet betéményitjlik és a kapott tri-(n-oktil)-amméniumsét
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piridinnel 10-2 Hgmm nyomason tdbbszdrdsen végzett leparlés-
sal szadritjuk. A sdéhoz 109 mg (0,15 mmol) 4-morfolin-N,N'-
-diciklohexil-karboxamidinium-guanozin-5"'-monofoszformorfo-
1idat piridin és dimetil-formamid vizmentes, 1:1 aranyt
elegyével készitett oldatat adjuk. A reakcidét analitikus
HPLC kromatogrdafidsan kovetjlik. Mintegy 5 nap elteltével a
reakcibelegyet szarazra paroljuk. A maradékot trietil-ammd-
nium-hidrogén-karbonat pufferben (pH 7,4, 0,05 M) fel-
vessziik, a tri-(n-oktil)-amint éteres extrahilassal elta-
volitjuk és a terméket preparativ HPLC médszerrel (tg = 9,4
perc) tisztitjuk. Az eluensként szolgdld puffert elparolog-
tatjuk. 23,3 mg (25 %) igen tiszta bisz(trietil-amménium) -
~(B-L-fukopiranozil)-guanozin-5'-pirofoszfatot (9) kapunk

amorf por alakjaban.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras B-fukopiranozil-foszfatok sztereoszelektiv
eldallitasara, azzal jel leme z Vv e, hogy
a 2-es, 3-as és 4-es helyzetben védett L-fukdézt a megfeleld
O-(a~L-fukopiranozil)-triklér-acetimidatta alakitjuk, ezt
egy PO(OH) (OR), &ltaldnos képletii, teljesen savmentes szer-
ves foszfattal - a képletben R jelentése 1-4 szénatomos
alkilcsoport, benzil- vagy fenilcsoport - reagdltatjuk, a
foszfatcsoport R maradékat és a fukopiranozilgyliri véds-
csoportjait lehasitjuk és a szabad B-L-fukopiranozil-fosz-
fatot s6 formdjaban izol&ljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy véd&csoportként acetil- vagy benzilcsoportokat alkal-
mazunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a védett L-fukézt natrium-hidriddel sze-
lektiv médon a megfeleld a-triklér-acetamiddttad alakitjuk.

4, Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a 2,3,4-tri-O-acetil-L-fukézt a
tetra-acetilezett formébdl egylépcsds reakcidban &llitjuk
eld.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a tetra-0O-acetil-L-fukéz anomer acetilcsoportjat
hidrazin-acetattal hasitjuk le.

6. Eljaras igen tiszta guanozin-difoszfat-fukdéz (GDP-
fukbéz) sztereoszelektiv eldallitasdra, azzal jellemezve,

hogy B-L-fukopiranozil-foszfatbdl kdnnyen oldhatd sdét ké-
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szitiink, a sét aktivdlt guanozin-monofoszfattal (GMP) rea-
galtatjuk és_a keletkezett GDP-fukdzt preparativ HPLC-mdd-
szerrel, eluensként konnyen elpdrologtathatdé puffer-
reﬁdszert alkalmazva tisztitjuk.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy B-L-fukopiranozil-foszfatot tri-(n-oktil)-amméniumséva
alakitjuk.

8. A 6. vagy 7. igénypont szerinti eljéaras, azzal
jellemezve, hogy aktivalt GMP-ként GMP-morfolidatot alkal-
mazunk.

9. A 6-8. igénypontok barmelyike szerinti eljéraés,
azzal jellemezve, hogy a preparativ HPLC tisztitds soran
eluensként trietil-amménium-hidrogénkarbondtot alkalmazunk.

10. A 6-9. igénypontok barmelyike szerinti eljarés GDP-
fukbéz eldallitasara, azzal jellemezve, hogy az alkalmazott
B-L-fukopiranozil-foszfatot az 1-5. igénypontok barmelyike

szerinti eljédréassal allitottuk eld.

A meghatalmazott:
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