oooooooooooo

1 +4 F/Q’L} | P ",«rrl’?"“v';
q ‘;npzm“ 7 U 7 43

' @Glikozilezett szteroid szarmazékok - . €s ezeket hatSanyagként

tartalmazé
gy6gyszerkészitménvek .« (/. |

THE TRUSTEES OF PRINCETON UNIVERSITY,

Princeton, NJ, Amerikai Egyesilt Allamok

7 L {‘7
A nemzetk6zi bejelentés napja: 1994. 06. ¥+0

A nemzetk6zi bejelentés szama: PCT/ US92/10778
Elsébbsége: 1991. 12. 13. (806 985) US

A nemzetk6zi kozzététel szama: WO 93/11772

KIVONAT

;
Lo
N

A talalmany targya uj (la) altalanos képleti glikozilezett
szterond szarmazekok es mmdezek gyogyaszatllag elfogadhato

b|o|og|a| membranok permeablhtasanak fokozasara

Az (la) altalanos képletben

A jelentése O, OH, OR®, NR'R®, N;, NHCOR’, OCOAr,
o]

O-!)-ORQ, OCOR®, NCH,C¢Hs; ahol
Ar jelentése fenilcsoport, vagy halogénatommal, C;-Ci
alkilcsoporttal vagy C,-Cs alkoxicsoporttal egy-
-haromszorosan helyettesitett fenilcsoport;
a megkotéssel, hogy amennyiben A jelentése oxigénatom,
Ugy a jelentése kettds kétés;

RS jelentése CO,R'®, CH,OR®, CONH;, CONHR’, CONR'R?,
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0

-E‘,—S-R”’, CH2S(0),-S-R'?, CH2NH,, CH,NHR’, CH,NR'R®,
CH2-S(0),-S-R"’;

jelentése egy 1-10 monoszacharidbol allé glikozil-rész,
amelynek mindegyik monoszacharid egységében az anomer

szénatomokon a glikozides kotés konfiguracidja egymastél

fuggetlenil! (a) vagy (B);

R’ és R® jelentése egymastél fiiggetleniil hidrogénatom, C,-C,

R9
R10

tiv

alkilcsoport, C;-C; cikloalkilcsoport, C4-Cio alkil-cikloalkil-
-csoport, fenil-, benzilcsoport vagy R’ és R® egyiittesen egy
(CH,)s képletid csoportot képeznek, ahol f értéke 3 - 6;
jelentése hidrogénatom vagy C,-C; alkilcsoport;

jelentése hidrogénatom, Ci-Cio alkilcsoport, Ci-Cqo
alkenilcsoport, C1-Cio alkinilcsoport, fenil- vagy
benzilcsoport;

jelentése 0, 1 vagy 2;

jelentése 0, 1 vagy 2.

‘A talalmany e vegyiletek eldallitasara is vonatkozik.

A talalmany szerinti vegyiletek mas, profilaktikus, preven-

vagy terapias szempontbol jelentés vegyuletek bioldgiai

membranokon valé atjutasat segitik elo.

A talalmany szerinti vegyuletek a masik vegytllettel 6ssze-

keverve vagy azzal képzett konjugatum formajaban alkalmazha-

tok.
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A talalmany targya uj glikozilezett szteroid-szarmazékok,
molekuldknak biolégiai membranokon és vér-agy gaton at torténd
transzportjanak eldsegitésére. A talalmany targyat képezi tovabba
Gj glikozilezési eljaras e glikozil-szteroid-szarmazékok hatékony
elballitasara.

A kivant biolégiai valasz kivaltasahoz egy diagnosztikus,
profilaktikus vagy terapias szempontbé!l érdekes molekula (a to-
vabbiakban "terapias szempontbdl jelentds molekula" vagy
"terapias szempontb6l jelentds vegyilet") a hatohelyen hatékony
koncentracioban kell, hogy jelen legyen. A terdpias szempontbol
jelentds vegyiilet hatohelyen elért végsd koncentracidjat szamos
tényezé hatarozza meg, igy az adagolt mennyiség, a vegyulet
felszivodasanak, eloszlasanak, biotranszformacidjanak és kiva-
lasztasanak mértéke és sebessége [lasd: Goodman and Gilman,
The Pharmacologial Basis of Therapeutics, 6th Edition, MacMillan
Publishing Co., Inc., New York, 1980, propoxi. 1-39]. E tényezo6-
ket raadasul befolyasolhatja az adagolasi mad is.

A terapias szempontbdl jelentds vegylleteket leggyakrabban
parenteralisan (intravénasan, szubkutan és intramuszkularisan)
és enteralisan (oralisan bevitel) adagoljak, habar bérén vagy
nyalkahartyan at (oralis, nazalis, rektalis, vaginalis stb.) torténd
adagolasi médok is ismeretesek. A parenteralis adagolasi modo-
kat altalaban kilénésen hatékony adagolasi formaknak tekintik,
amelyek révén szamos terapias szempontbdl jelentés vegyulet
gyors vérszint ndvekedése érhetd el. A parenteralis moédszerek
eldnyések abban is, hogy megkerilik az elsédleges (idegen kife-

jezéssel first passage) maj-metabolizmust. Egy terapias szem-
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pontbél jelentds vegyulet parenteralis adagoldasa azonban okozhat
fajdalmat, irritaciot, hosszu id6é alatt esetleg szoveti karosodast,
tovabba magaban hordozza fertézés lehetoségét is. Raadasul a
parenteralis adagolasi médszerek gyakran kényelmetlenek, kilo-
nésen azok a moédszerek, amelyek alkalmazasa egészsegulgyi
személyzetet igényel (igy példaul intravénas adagolas).

Az enteralis adagolasi modszerek kénnyebben kivitelezhetdk,
mint a parenteralis modszerek és altalaban gazdasagosabbak,
valamint a kezelt egyén altal is jobban elviselhetdk. Oralisan
adagolt terapias szempontbél jelentds vegyuletek felszivodasa
azonban lehet nem kielégitd mértéki és vészhelyzetben vald ha-
tékony alkalmazasukat a bejuttatas és felszivodas kozotti idoszak
meggatolhatja. Ezen tdlmenden, szamos terapias szempontbdl
jelentés vegylulet oralisan nem is adagolhaté, minthogy azelétt,
hogy a hatdohelyet elérnék, elbomlanak emészté enzimekkel, sav-
val és fellletaktiv fehérjékkel a bélben végbemend kélcsénhata-
suk révén. Mas terapias szempontbél jelentds vegyuletek a nagy-
mértékli elsédleges maj-metabolizmus miatt valnak hatastalanna
az oralis adagolast kévetden.

Hosszabb ideje folynak kutatasok nem-parenteralis modsze-
rek iranyaban, amelyek a gyogyszerkészitmények bélben valod
bomiékonysagat és az elsédleges maj-metabolizmust kiklisz6b6-
lik. Ezek kbézbtt dolgoztak ki a transzdermalis, oralis nyalkahar-
tyan at térténd, rektalis és nazalis adagolasi moédszereket. llyen
médszer az is, amikor a terapiasan jelentds vegylletet oralisan
adagoljak, de a vegytlletet egy védé gyodgyszer-bejuttaté rend-

szerbe foglaljak, amelybdl a hatéanyag egy elére meghatarozott
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ponton az als6 gyomor-bélrendszere szakaszban valik szabadda.
Ezeknek az alternativ adagoldasi médszereknek a hatékonysagat
azonban gyakran behatarolja a terapiasan jelentds vegyiletnek az
eljuttatas vagy alkalmazas helyén valé gyenge felszivédasa. Is-
mertek hatékony stratégiak, amelyek terapias szempontbdl jelen-
té6s vegyuletek sejtmembranokon at toérténd abszorpcidjat fokoz-
zak, és az adagolasi modtol figgetiendl gyengén felszivodo
gyogyszerkészitmények hatékonysagat ndévelni képesek. llyen, a
transzmembran abszorpcié fokozasara alkalmas stratégiak kalo-
ndsen hasznosak lehetnek bor- és nyalkahartyaszéveteken, bele-
értve a gasztrointesztinalis, urogenitalis és légzdszervi rendsze-
rek nyalkahartya-szévetét, at adagolt terapiasan jelentos vegyiile-
tek esetében.

A Dbioléogiai membranok alap szerkezeti egysége egy
foszfolipid tipusu kettdos réteg, amelybe kilonféle méreti és 6sz-
szetételi fehérjék vannak beagyazva. A foszfolipid kettdos réteg
azon felszine, amely a vizes cellularis kdérnyezet felé néz, a
foszfolipidek hidrofil fejrészébdl tevodik 6ssze; mig a bels6 rész
felé nézo részt hidrofob zsirsav acil részletek képezik. A memb-
ran fehérjék transzport folyamatokban vehetnek részt és cellularis
regulacios mechanizmusok receptoraiként szolgalhatnak.

A biolégiai membranokon valé atjutas diffuzioval, facilitalt
diffizioval, aktiv transzporttal, receptor altal szabalyozott
endocitozis és pinocitozis réven. A passziv diffazié kisméretd,
zsiroldékony molekulak esetében a leghatékonyabb. A bioldgiai
membranok azonban gyakorlatilag nem-ateresztok (impermeabili-

sak) a legtéobb vizoldékony molekula, példaul nukieozidok, amino-
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savak, fehérjék és mas hidrofil, terapiasan jelentds vegyulet sza-
mara. Az ilyen tipusu vegyiletek valamilyen vivéanyag (karrier)
altal szabalyozott transzport rendszer kozvetitésével jutnak be a
sejtbe, amikoris specifikus egységek konnyitik meg a membranon
valé atjutast. A természetes karrierek jelentésége a membranon
valé atjuttatas eldsegitése szempontjabél azonban csekély, mivel
e rendszerek csak meghatarozott molekula-elrendez6dés esetén
mikodnek. Szamos terapias szempontbél jelentds vegyulet ab-
szorpcidja nem kielégitd, minthogy lipofilitasuk nem elegendd a
sejtmembranon passziv diffazioval torténd atjutashoz, és termé-
szetes transzport rendszerek sem ismerik fel azokat.

A terapias szempontbél jelentds vegyiletek biolégiai memb-
ranokon valé atjutasanak fokozasara iranyulé eddig tanulmanyo-
zott stratégiak két nagy osztalyba sorolhatok. Az elsébe mindazok
a stratégiak tartoznak, amelyekben a terapias szempontbol jelen-
tés vegyilletet modositjak vagy maganak a vegyuletnek a
lipofilitasat megnévelve vagy azt egy olyan egységhez hozzakap-
csolva, amelynek membrannal valé kdélcsénhatasa ismert. E stra-
tégiak k6zds célja abban ail, hogy a membranon at torténd pasz-
sziv diffaziét fokozzak a diffuzid energia gatjanak csdkkentése
és/vagy a vegyulet membran-felszini lokalis koncentracidjanak
névelése révén. Ezekhez a stratégiakhoz sorolhaté az a megkoé-
zelités is, amikor a terapias szempontbol jelentés vegyuletet
olyan rendszerekhez kapcsoljak, amelyekrd! ismert, hogy kéli-
csénhatasba lépnek a bioldgiai membranokban mik6dé transzport
mechanizmusokkal; a cél ilyenkor a transzport mechanizmus

(aktiv vagy facilitalt transzport vagy receptor altal szabalyozott



endocitézis) eldnyeinek kihasznalasaval a vegyllet membranon
valé atjuttatasanak fokozasa.

Sokan tanulmanyozzak a megvaldsithatosagat annak, hogy
egy hidrofil vegyilet membranon valé atjutasat Ggy fokozzak,
hogy azt egy olyan rendszerhez kapcsoljak, amelyrdl ismert, hogy
a foszfolipid membrannal kélcsénhatasba tud lépni. igy tdbbek
kozott leirtak oligonukleotid-koleszterin konjugatumokat
[Letsinger RL és munkatarsai, "Cholesteryl-conjugated
oligonucleotides: Synthesis, properties, and activity as inhibitors
of replication of human immunodeficiency virus in cell culture.”
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6553-6556 (September 1989);
Stein CA és munkatarsai, "Mode of Action of 5'-Linked Cholesteryl
Phosphorothioate Oligodeoxynucleotides in Inhibiting Syncytia
Formation and Infection by HIV-1 and HIV-2 in Vitro."
Biochemistry 30: 2439-2444 (1991)].

Molekulak agyba vald iranyitasa szikségessé teszi a vér-agy
gaton vald atjutast (a vér-agy gat olyan kapillaris rendszer, saja-
tos morfologiai jellemzékkel, amely a rendszert elhatarolé memb-
rannak tekintheté; a membran az agy intersticialisz részét valaszt-
ja el a vértol). A biolégiai membranokhoz hasonléan a vér-agy gat
is viszonylag impermeabilis szamos hidrofil, terapias szempontbél
jelentds vegyllettel szemben. Az agyba vald iranyitasra kifejlesz-
tett stratégiak kozo6tt vannak kozvetlen bejuttatdé modszerek
invaziv eljarasok vagy hipertonias anyagok intraartérias infazidja
révén, és olyan moddszerek, amikor a hidrofil vegyuletet lipid-
-oldékony rendszerekké alakitjak at. Facilitalt transzportra iranyu-

16 ujabb torekvés, amelyet a 4 902 505. sz. amerikai egyesult
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allamokbeli szabadalmi leiras ismertet, szerint egy bejuttatandé
peptidet egy olyan peptid karrierhez kapcsolnak, amely képes
6nmagaban a gaton valé atjutasra receptor altal szabalyozott
transzcitozis réveén.

A bejutast fokozé stratégiak masik csoportjat azok képezik,
amelyek értelmében a terapias szempontbél jelentds vegyileteket
mas, ismert membran permeabilizalé képességgel biré vegylle-
tekkel egylitt adagoljak meghatarozott testfellletekre. igy példaul,
megkisérelték az inzulint olyan adjuvans szerekkel, példaul epe-
-sokkal, 6sszekeverni, amelyek az inzulin nazalis felszivodasat
névelhetik [Hirai és munkatarsai, Int. J. Pharmaceutics 9: 165-184
(1981); Hirai és munkatarsai, Diabetes 27: 296-199 (1978);
1,527,506 sz. nagy-britanniai és 4,153,689. szamu amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi leirasok; és Pontiroli és munkatarsai,
Br. Med. J. 284: 303-386 (1982)]. A 0 444 778. szamu europai
szabadalmi leirasban ismertetik alkil-szacharidok alkalmazasat
helyileg alkalmazott hatéanyagok penetracidjanak fokozasara
nyalkahartyaval boritott epité! szévetekbe altalaban, kiilénésen
pedig szaruhartya epitél szévetbe. A 4 856 848. szamu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban répacukor észterek,
killén6sen répacukor-monolaurat, alkalmazasat transzdermalisan
bejuttatandé hatéanyagok transzdermalis fluxusanak névelésére
igénylik. A 4 746 508. szamu amerikai egyesilt allamokbeli sza-
badalmi leirasban ismertetik fuzidinsav és cefalosporin-
szarmazékok alkalmazasat human és allati testfeliiletek haté-

anyagokkal szembeni permeabilitdsanak fokozasara.
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Ismeretes, hogy a talalmany szerinti glikozilezett szteroid-
_szarmazékok foszfolipid membranokkal kélcsdnhatasba lépnek, s
ilyen tipusi membranokon, ide tartoznak a biolégiai membranok
is, keresztil fokozzak. Mas, korabban alkalmazott adjuvans sze-
rekhez és bejutast novelé szerekhez (példaul epesavhoz és
fuzidinsavhoz) hasonléan a talalmany szerinti Gj szdrmazékok
ampifil tulajdonsagu anyagok facidlis értelemben. A talalmany
szerinti uj szteroid-szarmazékok azonban jelentésen eltér6 szer-
kezettel rendelkeznek, mivel hidrofil felszinlikén
glikozilcsoportokat tartalmaznak, és e tekintetben kilénbéznek
valamennyi korabban ismert facidlisan ampifil szteroidtol. Azt
talaltuk, hogy a hidrofil felszin glikozilezése jelentdsen megval-
moédjat. Megallapitottuk, hogy e glikozilezett szteroidok mestersé-
ges és biolégiai membran permeabilizald képessége hatékonyabb,
mint a megfelelé nem-glikozilezett szteroidoké. igy a taldimany
szerinti 4j glikozilezett szteroid~szarmazékokat terapiasan jelen-
té6s vegylletek sejtmembranokon val6 atjuttatasanak névelésére
alkalmazhatjuk, vagy a vegylletekkel 6sszekeverve vagy a vegyu-
letekkel képzett konjugatumok formajaban.

Korabban nem allt rendelkezésre eljaras valamennyi talal-
many szerinti glikozilezett szteroid szarmazékok szintézisére.
Szamos, triglikozidokat alkalmazo glikozilezési reakciot irtak le
[Ferrier RJ és munkatarsai, "A Potentially Versatile Synthesis of
Glycosides." Carbohydrate Research 27: 55-61 (1973); Garegg PJ

és munkatarsai, "A reinvestigation of glycosidation reactions

......



using 1-thioglycosides as glycosyl donors and thiophilic cations
as promoters." Carbohydrate Research 116: 162-5 (1983),
Nicolaou KC és munkatarsai, "A Mild and General Method for the
Synthesis of O-Glycosides." J. Am. Chem. Soc. 105: 2430-2434
(1983); Lonn H. "Synthesis of a tri- and a hepta-saccharide which
contain «-L-fucopyranosyl groups and are part of the complex
type of carbohydrate moiety of glycoproteins.”" Carbohydrate
Research 139: 105-113 (1985); Andersson F. és munkatarsai
"Synthesis of 1,2-cis-linked glycosides using dimethyl(methyl-
thio)sulfonium triflate as promoter and thioglycosides as glycosyl
donors.” Tetrahedron Letters. 3919-3922 (1986); Brown DS és
munkatarsai, "Preparation of cyclic ether acetals from 2-
-benzenesulphonyl derivatives: a new mild glycosidation
procedure." Tetrahedron Letters 29/38: 4873-4876 (1988); ito Y.
és munkatarsai "Benzeneselenenyl triflate as a promoter of
thioglycosides: a new method for O-glycosylation using
thioglycosides." Tetrahedron Letters propoxi. 1061-4 (1988);
Dasgupta F. és munkatarsai, "Alkyl sulfonyl triflate as activator in
the thioglycoside-mediated formation of PB-glycosidic linkages
during oligosaccharide synthesis.” Carbohydrate Research 177:
c13-c17 (1988)]. Azonban e médszerek egyikében sem alkalmaz-
tak glikozilezé agensként glikozil-szulfoxidot.

Egy aktivalt glikozilezett szulfoxid intermedier alkalmazasat
szteroidok glikozilezésére korabban mi irtuk le [lasd J. Am. Chem.
Soc. 111: 6881-2 (1889)]; e publikacionkat leirasunkba referenci-
aként foglaljuk bele. Mindazonaltal, az emlitett moédszer csupan

elézetes eredménynek szamit az (1) altalanos képleti szteroidok

......
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glikozilezésével kapcsolatban. Megallapitottuk tovabbi kisérietek
elvégzése alapjan azokat az egyedi reakcidkériiményeket, ame-
lyek az (1) altalanos képletid glikozilezett vegyliletek hatékony és
sztereoszelektiv szintéziséhez sziikkségesek. A reakcioban alkal-
mazott oldoszer kritikus szerepet jatszik a glikozilezés
sztereoszelektivitasa szempontjabol. Nem-polaris, aprotikus oldo-
szer az (o)-glikozid kotés képzodésének iranyaba ndveli a sze-
lektivitast, mig polaris, aprotikus olddszer, példaul propionitril, a
szelektivitast a (B)-glikozid kotés kepzddése iranyaba fokozza. A
glikozilezéshez alkalmazott szuifoxid vegyulet tipusa szintén be-
folyasolja a reakcié kimenetét. igy példaul, j6 hozami B-szelekti-
vitas eléréséhez lényeges, hogy tavozé csoportként para-metoxi-
fenil-szulfoxidot alkalmazzunk. Az (a)- vagy (B)-glikozid ko&tést
eredményezd glikozilezési reakci6 hozamat szintén névelhetjlik,
ha a glikozilezési reakcioban egy ekvivalensnél kevesebb triflik-
-anhidridet alkalmazunk.

Végil, a glikozilcsoport donorban Iévd védocsoportok is befo-
lyasoljak a glikozilezési reakcio sztereokémiajat. Amennyiben a
glikozil donorban védécsoportként pivaloilcsoportot alkalmazunk,
ugy csak B-glikozid kotés létesul a glikozilezési reakcioban, tekin-
tet nélkil arra, hogy aprotikus, nem-polaris vagy aprotikus, pola-
ris oldészert alkalmazunk a reakcioban.

Az ismertetett tényezdoket egyltt értékelve kitlnik, hogy az
adott tertleten jartas szakember sem oldotta volna meg a talal-
many targyat képezd feladatot tovabbi részletes kisérletezés nél-
kal.

A talalmany lényegét az alabbiakban foglaljuk 6ssze.

......
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A talalmany altalanossagban aj, facialisan-ampifil,
glikozilezett szteroid-szarmazékokra vonatkozik, amelyek mind
vizes kbzegben, mind membran-jellegii kézegben oldédnak. Ez az
egyedilallé oldédasi sajatsag lehetové teszi, hogy a glikozilezett
szteroid-szarmazékok mas molekulak bioldégiai membranokon és
vér-agy gaton at térténd transzportjat elésegitsék. igy a talalmany
szerinti glikozilezett szteroid-szarmazékokat hasznalhatjuk, vagy
a terapias szempontbdl jelentds molekulaval dsszekeverve vagy
ilyen molekulaval képzett konjugatum formajaban a molekulanak
testfelszineken, igy - korlatozas nélkil - bukkalis, szublingualis,
szaruhartya, rektalis, gyomor, bél, méhnyalkahartya (endo-
metrialis), nyaki, vaginalis vagy vastagbél epitéliumon; tovabba
szajgarat, filcsatorna, légzészervi traktus, orrgarat, huagycsod,
hugyhélyag és kézépfil membranon keresztil juttatasanak néve-
lésére. Egy masik megoldas szerint a talalmany szerinti
glikozilezett szteroid-szarmazékokat adagolhatjuk 6sszekeverve a
glikozilezett szteroid-szarmazék terapias szempontbdl jelentés
vegyllettel képzett konjugatumaval (glikozilezett szteroid-
-szarmazék/terapiasan jelentos vegytulet, tovabbiakban
"szarmazék-vegyulet-konjugatum") a fellleten vagy membranon at
torténd transzport tovabbi névelésére vagy megkdnnyitésére.

A talalmany tovabbi szandéka szerint, a talalmany szerinti U
glikozilezett szarmazékokat alkalmazhatjuk antiviralis szerek,
szisztémas inszekticidek és herbicidek névényi felszineken valé
atjuttatasara; valamint kontakt inszekticidek és miticidek (atkaélé

szerek) izeltlabuak testfelszinén val6 atjuttatasara.

......
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A talalmany targyat képezi tovabba eljaras uj, facialisan

ampifil, glikozilezett szteroid-szarmazékok és mas glikozilezett

szteroid-szarmazékok eldallitasara.

Kilénosen érdekesek az (l) altalanos képletid szteroid-

-szarmazékok, ahol a képletben

A

Ar

jelentése O, OH, OR®, NR'R®, N3, NHCOR’, OCOAr,
o)

O-HC-ORQ, OCOR?®, NCHzCeHs;
jelentése fenilcsoport, vagy halogénatommal, Ci-Ci2
alkilcsoporttal vagy Ci-Cs alkoxicsoporttal egy-
-haromszorosan helyettesitett fenilcsoport;
jelentése (a)- vagy (B)-konfiguracioju egyszeres kétes, azzal
a megkotéssel, hogy amennyiben A jelentése oxigénatom,
ugy a jelentése kettds kotés;
jelentése hidrogénatom, amelynek R? csoportra vonatkozta-
tott térhelyzete cisz- vagy transz;
jelentése metilcsoport;
jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport, vagy OR® képleti
csoport;
jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport, vagy OR® képleti

csoport;

jelentése CO,R'™, CH,OR®, CONH;, CONHR’, CONR'R?,

o)

-IC-S-R”’, CH.S(0),-S-R'®, CH,NH, CH,NHR’, CH.NR'R®,
CH,-S(0),-S-R"°;

jelentése egy monoszacharid, amelyben az anomer szénato-

mon a glikozides kétés konfiguracidja (a)- vagy (B); vagy 2-

------
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-10 monoszacharidbél allé oligoszacharid, amelynek mind-
egyik monoszacharid egységében az anomer szénatomokon a
glikozides kotés konfiguraciéja egymastol fuaggetienil (o)
vagy (B);

R’ és R® jelentése egymastél figgetlenil hidrogénatom, C,-Cs
alkilcsoport, C;-C; cikloalkilcsoport, C.-C1o alkil-cikloalkil-
-csoport, fenil-, benzilcsoport vagy egyittesen (CHz); képletl
csoport, ahol f értéke 3 - 6 kdzotti egész szam;

R® jelentése hidrogénatom vagy C,-Cs alkilcsoport;

R' jelentése  hidrogénatom, C;-Cio alkilcsoport,  C4-Cio
alkenilcsoport, C+-Cio alkinilcsoport, fenil- vagy
benzilcsoport;

monoszacharid jelentése egy adott esetben védett hexéz vagy
dezoxihex6z, ahol a hexéz, illetve dezoxihexéz jelentése D-
vagy L-alléz, D- vagy L-altréz, D- vagy L-glikoéz, D- vagy L-
-mannéz, D- vagy L-guléz, D- vagy L-idéz, D- vagy L-
-galaktéz, vagy D- vagy L-taléz; egy adott esetben védett
furan6z  vagy dezoxifuranédz, ahol furanoz, illetve
dezoxifuranoz jelentése D- vagy L-ribéz, D- vagy L-arabinéz,
D- vagy L-xiléz, vagy D- vagy L-lixo6z; és a hexoz vagy
furané6z hidroxilcsoportjainak védocsoportja benzil-,
pivaloilcsoport, trimetil-szilil-csoport, terc-butil-dimetil-szilil-
-csoport, terc-butil-difenil-szilil-csoport, triizopropil-szilil-
-csoport, acetil-, tetrahidropiranil-csoport, benzoilcsoport, C;-
-C, alkilcsoport, izopropilidén-, benzilidéncsoport, (2-metoxi-
-etoxi)-metil-csoport, ortoészter-csoport, p-metoxi-benzil-

csoport és allilcsoport lehet;



-14 -

p jelentése 0, 1 vagy 2;
n jelentése 0, 1 vagy 2;
tovabba mindezek gyégyaszatilag alkalmas sdi.

Erdekesek tovabba azok a konjugatumok, amelyekben egy te-
rapias szempontbol jelentdés vegyilet egy (l) altalanos kepletd
vegyllethez van hozzakapcsoiva barmelyik R’ csoporton keresz-
tal,

ahol a terapias szempontbdl jelentés vegyiletek lehetnek -
korlatozas nélkil - példaul polién tipus antibiotikumok, igy pél-
daul eritromicin, béta-laktam tipusu antibiotikumok, és peptid-
-tipusu vagy szteroid antibiotikumok; antifungalis szerek, példaul
10-tiasztearinsav és 24-tiakolesztanol, peptidek vagy fehérjék,
példaul regulaciés faktorok, enzimek, antitestek, hormonok és
toxinok: nukleotidok, nukleozidok és nukleinsavak; és
szacharidok; és

ahol az (1) altalanos képletii képletben a szteroid vaz A és B
gylrdjének egyméshoz viszonyitott helyzete cisz- vagy transz, es
a C-7 és C-12 atomokon az O-glikozid-koétés konfiguraciéja egy-
mastoél fuggetlenil (a) vagy (B).

A talalmany targya eljaras barmilyen terapiasan jelentds ve-
gyllet biolégiai membranon at térténd transzportjanak elésegité-
sére vagy egy taldlmany szerinti glikozilezett szteroid-
szarmazékkal képzett keverék vagy szarmazék-vegyulet-
konjugatum formajaban.

A talalmany targyat képezi tovabba eljaras egy szarmazeék-
-vegyllet-konjugatum transzmembran transzportjanak tovabbi

névelésére olyan médon, hogy a szarmazék-vegyulet-

......
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-konjugatumot egy taldimany szerinti glikozilezett szteroid-
-szarmazékkal - amely lehet azonos vagy kiil6nb6zd a
konjugatumot képezd szarmazékkal - képzett keverék formajaban
adagoljuk.

A talalmany tovabba vonatkozik gyogyaszati készitményekre,
amelyek tartalmaznak:

1) egy (l) altalanos képletii vegylilet hatasos mennyiségét és
egy alkalmas gyoégyaszati vivbanyagot;

2) egy () altalanos képleti vegyllet hatasos mennyiségéet,
egy terapias szempontbol jelentds vegyulet hatasos mennyiségét
és egy alkalmas gyogyaszati vivbanyagot;

3) egy szarmazék-vegyilet-konjugatum hatasos mennyiségét
és egy alkalmas gyogyaszati vivbanyagot; vagy

4) egy (l) altalanos képleti vegyiilet hatasos mennyiségét,
egy szarmazék-vegyiilet-konjugatum hatasos mennyiségét és al-
kalmas gyoégyaszati vivéanyagot.

A talalmany targyat képezi tovabba eljaras (l) altalanos kép-
leti glikozilezett szteroid-szarmazékok hatékony szintézisére,
olyan moédon, hogy

a) egy védett glikozidot - amelyet egy cukor atalakitasara al-
kalmas, a szakember szamara jol ismert, szokasos maoddszerrel
allitunk elé -, ahol a cukor valamennyi poziciéjaban, kivéve az
anomer poziciét, az oxigénatomokat azonos vagy kilénb6zé vé-
décsoporttal védjlik,

b) egy -S-R egységgel, ahol R jelentése C,-Co alkilcsoport,
piridil-, furil-, tienil-, fenilcsoport vagy 1-3 halogénatommal, C,-C;

alkilcsoporttal, nitrocsoporttal, C;-Cs alkoxicsoporttal helyettesi-
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tett fenilcsoport, szokasos koriimények k6zott reagaltatunk, és a
kapott védett tio-glikozidot

c) m-klér-perbenzoesavval reagaltatjuk, majd a kapott megfe-
lelé szulfoxid-szarmazékbél

d) egy triflatot tartalmazoé vegyulettel, példaul
triflikanhidriddel, metil-trifiattal vagy trimetil-szilil-triflattal, egy
aktivalt glikozilalé intermediert képezink, amelyet

e) egy szteroiddal - amelyben a nem-glikozilezendd oxigén-
atomokat elézéleg szokasos modszerekkel védjik -, 2,6-di(terc-
-butil)-4-metil-piridin jelenlétében, (a),(a) glikozid-kotés létesité-
sére toluolban, vagy (B).(B) glikozid-kétés létesitésére
propionitrilben reagaltatunk, majd a kapott védett glikozilezett
szteroid-szarmazékbdél a véddcsoportokat

(f) szokasos médszerekkel eltavolitjuk.

A szintézist az |. reakciovazlaton mutatjuk be.

Oxigén-védbécsoportokként vagy elektronszivé csoportokat,
példaul észtercsoportokat, vagy elektronkiildé csoportokat, pél-
daul étercsoportokat, igy alkil-, szilil-, fenil- vagy benzil-étereket
alkalmazhatunk. Amennyiben véddcsoportként pivaloil-észter-
-csoportot alkalmazunk, ugy a létesiild glikozid-k6tés konfigura-
ci6ja (B).(B) fuggetienil az alkalmazott oldoszertdl.

A talalmany szerinti vegyiileteket jellemezhetjik 'H és 3c-
-NMR spektroszképiaval, nagyfelbontasu témegspektroszképiaval,
rontgen-krisztallografiaval és vékonyréteg-kromatografiaval.

A talalmany targyat képezi eljaras a talalmany szerinti uj

szarmazék-vegyiilet-konjugatumok eldallitasara.
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Biolégiai membranok permeabilitasat fokozé képességik
alapjan eldnydsek azok az (l) altalanos képleti vegyiletek, ahol a

képletben
0

|
A jelentése OH, 0-C-OR®, OCOCsHs, OCOCsHs-pOMe,
NH;

jelentése egyszeres kétés;

w

jelentése OR® képletii csoport,
jelentése OR® képleti csoport,

jelentése CO,R'®, CONR'R®,

a A0 A W
»

n

R® jelentése egy monoszacharid, amelyben a glikozid-kétés kon-
figuracioja az anomer szénatomon (a) vagy (B);

monoszacharid jelentése egy adott esetben védett hexéz, példaul
D- vagy L-glikéz, ahol a védécsoport benzil- vagy
pivaloilcsoport lehet.
Biolégiai membranok permeabilitdsat fokozd képességik

alapjan elényés vegyliletek az alabbiak:

(a) 3a-O-benzoil-transz-5,10-bisz-B,B-7,12-glukozil-kolsav-metil-
-észter,

(b) 3a-hidroxi-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-kéIsav;

(c) 3a-hidroxi-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-gllikozil-kélsav-metil-
-észter;

(d) 3a-hidroxi-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-25-triptofanil-
-kélsav;

(e) 3a-etil-karbonat-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-gllikozil-kélsav-
-metil-észter;

(f) 3a-0-benzoil-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-gllkozil-k6lsav-metil-

-észter,
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(g) 30-O-p-metoxi-benzoil-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-gllkozil-
-k6lsav-metil-észter,

(h) 3a-O-benzoil-cisz-5,10-bisz-B,B-7,12-glikozil-kdIsav-metil-
-észter,

(i) 3a-hidroxi-cisz-5,10-bisz-B,B-7,12-gliikozil-kélIsav;

(i) 3a-O-benzoil-transz-5,10-bisz-B,B-7,12-glikozil-kélsav-metil-
-észter,

(k) 3a-hidroxi-transz-5,10-bisz-B,B-7,12-gllikozil-kélsav.

Kiiléndsen elényds vegyilet a fenti (g) vegytlet, kémiai neve:
3a-0O-p-metoxi-benzoil-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-gllikozil-kdIsav-
-metil-észter, és sav formaja, kémiai neve: 3a-O-p-metoxi-
-benzoil-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-gliikozil-kdlsav.

Az abrakhoz az alabbi magyarazatokat flizzik:

1. abra: CME, egy taldalmany szerinti uj glikozilezett szteroid-
-szarmazék tiasztearinsav antifungalis agens hatékony-
sagat noveldé hatasa grafikus abrazolasban,

2. abra: CME, egy talalmany szerinti Gj glikozilezett szteroid-
-szarmazék tiakolesztanol antifungalis agens hatékony-
sagat noveld hatasa grafikus abrazolasban,

3. abra: CDE, amely a CME nem-glikozilezett valtozata, néveld
hatasanak hianya tiakolesztanol hatékonysagara grafi-

kusan abrazolva.

A talalmanyt részletesen az alabbiakban ismertetjik.
Diagnosztikus, profilaktikus vagy terapias szempontbdl érde-

kes molekulak testfelszineken valo atjuttatasa és/vagy sejtekbe
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valo bejuttatasa szliikségessé teszi egy vagy téobb
szemipermeabilis biolégiai membranon valé atjutasukat. A talal-
many szerinti vegyiiletek alkalmasak biolégiai membranok
permeabilizalasara (atjarhatéosaguk fokozasara) eés ily modon eld-
segitik terapias szempontbdl jelentés vegyuletek testfelszinen
és/vagy membranon valé atjutasat. A taldlmany egyik kiviteli
modja szerint a terapias szempontbdl jelentés vegyuletet egy
talalmany szerinti glikozilezett szteroid-szarmazékkal 6sszekever-
ve adagoljuk. Egy masik kiviteli méd szerint a felileten és/vagy
membranon at a transzportot gy segitjik eld, hogy a terapias
szempontb6l jelentés vegytliletet egy szarmazék-vegyulet-
konjugatum formajaban adagoljuk, ahol a konjugatumban a vegyu-
letet a glikozilezett szteroidhoz konjugaljuk, vagyis R® a terapia-
san jelentés vegyiilethez kapcsolodik. Eljarhatunk tovabba ugy is,
hogy a szarmazék-vegyilet-konjugatumot egy talalmany szerinti Uj
glikozilezett szteroid-szarmazékkal Gsszekeverve adagoljuk; ez
esetben a glikozilezett szteroid lehet azonos a konjugatumban
lévo szteroid-szarmazékkal, de attol eltérdt is alkalmazhatunk.

A talalmany szerinti 0j glikozilezett szteroid-szarmazékok
varhatéan szamos kiiléonféle vegyllet terapids hatékonysagat
névelik. Kovetkezésképpen a talalmany szerinti vegyuletek sza-
mos terapias alkalmazasa lehetséges. Membran-permeabilis te-
rapias agensek sokféle betegség kezelésére alkalmazhatdk, igy
példaul AIDS és mas kronikus virus-fertézések, rakbetegségek,
bakterialis és fungalis fertézések, valamint metabolikus betegse-

gek, példaul lupusz, diabétesz és reumatoid artritisz kezelésére.
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Ugy véljik, hogy a talalmany szerinti Uj glikozilezett szteroid-
-szarmazékok biolégiai membranokkal valé kdélcsénhatasanak
és/vagy bioldgiai membranokat permeabilizald képessége a ve-
gyiletek facialis amfifil jellegébdl ered. E szarmazékok glikozile-
zett fellilete hidrofil, mig a nem-glikozilezett felszin hidroféb. A
facialisan amfifil szerkezet meglepd tulajdonsagokkal ruhazza fel
a molekulakat, ideértve dnasszociacios készségiket mind hidro-
fob, mind hidrofil kérnyezetben, valamint amfifil érintkezési fell-
leteken valé rendezddésiiket. Megallapitottuk, hogy bizonyos
talaimany szerinti glikozilezett szteroid-szarmazékok rétegekben
kristalyosodnak, amikoris hidrofob és hidrofil rétegek valtogathat-
jak egymast. Ezzel szemben, a nem-glikozilezett eredeti szteroid
vegyliletek, bar bizonyos facialis amfifilicitast mutatnak, nem
kristalyosodnak egyenletesen és szervezett rétegekben ugy mint
a glikozilezett szteroidok. Raadasul a glikozilezett szteroidok
oldékonysaga lényegesen kulénbdzik a megfelel6 nem-
-glikozilezett vegylletek oldékonysagatol. Kézelebbrél, a talal-
many szerinti Gj glikozilezett szteroid-szarmazékok, mig vizes
kézegben az eredeti vegyileteknél jobban oldédnak, meglepd
moédon, szerves kézegben oldhatéosaguk nem jelentésen rosszabb.
E megfigyelések alapjan ugy gondoljuk, hogy a talaimany szerinti
aj glikozilezett szteroid-szarmazékok azaltal permeabilizaljak a
membranokat, hogy 6nasszociaciéval paranyi, forditott micellakat
képeznek, ugy, hogy a membranokon belll hidroféb felszinik a
lipidek felé néz. E forditott micellak mikddhetnek vizzel t6ltott

porusokként, igy lehetdvé téve a terdpiasan jelentds vegylletek
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atjutasat; vagy a forditott micellak membranban valé jelenléte a
membran rendezettségét perturbalhatja.

Ezen tulmenden, a talalmany szerinti vegylletek proton és
mas ionok - példaul Ca®*-, Na'- vagy K'-ion - biolégiai membra-
nokon at térténd transzportjat is megkénnyitik, e tulajdonsaguk
potencialis antifungalis szerként vagy antibiotikumként valé al-
kalmazhatosagukra utal.

A talalmany szerinti szarmazék-vegyiilet-konjugatumok alkal-
mazhaték in vivo, gyogyszerkészitmény komponenseként, a gyak-
rabban alkalmazott terapias szerekhez hasoniéan.

A szarmazék-vegyulet-konjugatumot kronikusan virus-
fertézott egyénnek adagolva az a virust inaktivalhatja; vagy a
szarmazék-vegyilet-konjugatum tartalmazhat egy antiszensz
oligonuklieotid szekvenciat, amely a virus gén vagy onkogén ak-
tivitasat gatolja. Genetikus defektus esetén a terapiasan jelentés
vegyilet egy fehérje is lehet, amely a hianyzé vagy sérilt fehérjét
potolja.

A szarmazék-vegyiilet-konjugatum adagolhaté gyégyszerké-
szitményként kilénféle modokon, igy szubkutan, intravénas, int-
ramuszkularis, intraszternalis, intranazalis és intrakranialis in-
jekcié vagy infuzié formajaban. A készitményt alkalmazhatjuk
helyileg vagy inhalalas utjan is.

Kozelebbrél, a talalmany szerinti vegylleteket, igy az (1) alta-
lanos képletd vegylleteket és szarmazék-vegyulet-
-konjugatumokat alkalmazhatjuk krénikus virusfertdozések, példaul
AIDS (acquired immune deficiency syndrome, am. szerzett im-

munhianyos betegség) vagy herpesz szimplex; autoimmun beteg-
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ségek, példaul lupusz, reumatoid artritisz, diabétesz, cisztikus
fibrozis, névekedési hormon hiany; és rakbetegségek kezelésére,
barmilyen médon, amely egy emiésben a hatéanyag és a hatas-
hely érintkezését eredményezi. Az adagolas térténhet barmely, a
gyogyszerek alkalmazasaban szokasos modszerrel, egyedi terapi-
as szer formajaban vagy mas terapias szerekkel kombinaciéban.
Adagolhaték énmagukban is, de altaldban az adagolas egydutt
térténik egy gyogyaszati vivéanyaggal, amelyet az adagolas
médja és szokasos farmakoldgiai gyakorlat alapjan valasztunk
meg.

Az adagolt dézis fiigg, nyilvanvaléan, az altalaban ismert té-
nyezoktél, igy az adott szer farmakodinamikai jellemzéitdl, az
adagolas moédjatél; a kezelt egyén koratol, egészségi allapotatol
és testtomegétdl; a tinetek jellegétol és sulyossagatol, egyéb,
egyidejlileg végzett kezelés jellegétdl, a kezelés gyakorisagatdl
és az elérendd hatastél. Altalaban, a terapiasan jelentds vegyulet
napi doézisa mintegy 0,1 mg/testtémeg kg-tél 100 mg/testtomeg
kg-ig terjedhet. Rendszerint 0,5 és 50 ko6z6tti, elonydésen 1 és 10
mg/testtémeg kg k6z6tti napi dozist alkalmazva, egy-hat részletre
elosztva vagy tartds felszabadulast biztosité formaban, a kivant
eredmény elérhetd.

Belsé adagolasra alkalmas dézis formak (készitmények) egy-
ségenként mintegy 1 mg-té! mintegy 500 mg-ig terjedé mennyisé-
gl terapias szempontbdl jelentés vegydiletet tartalmaznak. E
gydgyszerkészitményekben a terapias szempontbdl jelentés ve-
gyulet rendszerint mintegy 0,5 - 95 tomeg%-ban van jelen a ké-

szitmény teljes tomegére vonatkoztatva.
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A készitmények adagolhatok oralisan szilard dézis formak-
ban, példaul kapszulak, tablettak és porok formajaban vagy folya-
dék dézis formakban, példaul elixirek, szirupok és szuszpenzidk
formajaban. A készitményeket adagolhatjuk parenteralisan steril
folyadék dozis formakban; inhalalas Gtjan orr spray vagy tidé-
-inhalalé formakban; helyileg kendcs, krém vagy oldat formaban.

Zselatin kapszulak tartalmazhatnak tovabbi poritott mianya-
gokat, példaul laktézt, répacukrot, mannitot, keményitdt, celluldz
szarmazékokat, magnézium-sztearatot, sztearinsavat és ezekhez
hasonlékat. Hasonlé higitészerek alkalmazhatok kompresszalt
tabletta készitményekben is. Mind a tabletta, mind a kapszula
készitmények lehetnek tartos felszabadulast biztosité készitmeé-
nyek, amelyekbdl a terapiasan jelentés vegyllet folyamatosan
szabadul fel tobb ora alatt. A préselt tablettak bevonhatdok cukor-
ral vagy film bevonattal lathaték el esetleges barmilyen kellemet-
len iz elfedésére és a kérnyezeti hatassal szembeni védelem cél-
jabol; vagy enteralis bevonattal is keészilhetnek a gyomor-
-bélrendszerben valé szelektiv szétesés biztositasahoz.

Az oralis adagolasra szant folyadék dozis formak szinezd és
izesitd anyagokat is tartalmazhatnak, a kezelt egyén szamara
ezaltal elfogadhatobb format biztositva.

Parenteralis oldatok esetében altalaban viz, egy megfeleld
olaj, sooldat, vizes dextroz (glikoz) oldat és mas hasonlo cukor
oldatok, valamint glikolok, példaul propilénglikol, vagy
polietilénglikolok, alkalmasak vivéanyagként. Parenteralis adago-
lasra szant oldatok tartalmazhatnak tovabba megfeleld stabilizalé

szereket és kivant esetben pufferolé anyagokat. Alkalmas
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stabilizalészerek az antioxidansok, példaul natrium-biszulfit, nat-
rium-szulfit vagy aszkorbinsav, amelyek alkalmazhaték 6nmaguk-
ban vagy kombinacioban. Hasznalhatunk tovabba citromsavat és
86it, valamint natrium-EDTA-t. A parenteralisan oldat készitmé-
nyek adott esetben tartosito szereket is tartaimazhatnak, példaul
benzalkénium-kloridot, metil- vagy propil-parabént és klor-
-butanolt hasznalhatunk. |

Az () altalanos képletd vegyileteket az 1. reakciovazlaton
bemutatottak szerint allithatjuk eld.

Egy védett tioglikozidbdl meta-klér-peroxibenzoesavval szo-
kasos korilmények kozott végrehajtott oxidacioval a megfeleld
szulfoxidot allitjuk eld. Ezt kévetden a védett glikozil-szulfoxid
toluollal képzett oldatahoz -78 °C hdmérsékleten triflik-anhidridet
(Aldrich cégtdl szereztik be) adunk, majd egy savmegkotd szer,
példaul 2,6-di-terc-butil-4-metil-piridin (Aldrich) toluollal képzett
oldatat, véglil a nukleofil reagens toluolial készitett oldatat adjuk
a reakcidelegyhez -78 °C hémérsékleten. A reakciéelegyet ezutan
15 - 30 percen at keverjik, majd a hGtéfiirdét eltavolitjuk, és to-
vabbi 10 percen at keverjik. A reakcidelegyet vizes natrium-
-bikarbonat elegybe térténé 6ntéssel megbontjuk, és a védett
adduktumot kromatografiaval elkiilénitjuk. Az adduktumbél a vé-
d6écsoportot szokasos kériilmények k6zott eltavolitjuk, és igy az
() altalanos képletli vegyiletet kapjuk. A megfeleld tioglikozidot
egy cukor szokasos korlilmények kéz6tt végzett védésével, majd
az azt kdvetd, a fentiek szerint kivitelezett tioglikozid képzési
moédszerrel kapjuk. E modszer szerint egy olyan (l) altalanos

képleti szteroid-szarmazék, amelynek a képletében R® és R*
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jelentése hidroxilcsoport, bisz-glikozilalas révén a glikozil-
-donorral a,a-glikozid-szarmazékot képez, kivéve azt az esetet,
amikor véddcsoportként pivaloilcsoportot alkalmazunk, ez esetben
ugyanis csak a B,B-glikozid szarmazékok képzédnek a reakcidoban
alkalmazott oldoszertol fuggetiendul.

Egy masik médszer szerint ugy jarunk el, hogy a vedett
glikozil-szulfoxidot, a nukleofil reagenst és piridin-bazist propio-
nitrilben -78 °C hémérsékleten feloldjuk, majd az oldathoz -78 °C
hémérsékleten triflik-anhidridet adagolunk, végil a terméket a
fentiek szerint elkilonitjik. E modszerrel egy (1) altalanos képletd
szteroid-szarmazék, ahol a képletben R® és R* jelentése
hidroxilcsoport, glikozilezése szelektiven PB,p-glikozid-szarmazé-
kot eredményez a glikozil-donor vegyulettel. E reakciéban a B,8-
-szelektivitas biztositasa érdekében para-metoxi-fenil-szulfoxid
tavozé csoportként valé alkalmazasa sziikséges.

A talalmanyt az alabbi példakkal vilagitjuk meg kdzelebbrél,
az oltalmi kér korlatozasa nélkil.

A példakban a hémérsékletet °C-okban, a részeket és szaza-
lék értékeket tomeg szerint fejezzik ki. Az alabbiakban ismerte-
tett példakban, amennyiben azt kilén nem jeléljik, ugy a reakcio-
kat szaraz argon atmoszféraban végeztik; "extrakciéval végzett
elkilénités" folyadék-folyadék fazisd extrakciét jelent, amikoris
egy vizes fazist tartalmazé keveréket a megadott oldoszerrel
extrahalunk, a szerves fazist elkalénitjik, és natrium-szulfaton
szaritjuk, majd szdrjik, végil az oldoészert vakuumban leparoljuk;
a példakban kromatografids modszerként kdzépnyomasu oszlop-

kromatografiat végeztiink a szakirodalomban [W. C. Still és mun-
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katarsai, Journal of Organic Chem., 43: 2923 (1978)] leirtak sze-

rint.

1. példa

A lépés: Perbenzilezett 3ua-etil-karbonat-cisz-5,10-bisz-

-a,a-gliikozil-kélsav-metil-észter

Egy teflon keverdvel ellatott 100 m! térfogatid gémblombikot
langgal megszaritunk, majd aceton-szarazjég furddvel argon
atmoszféraban -78 °C-ra hatink. 2,3,4,6-tetra-O-benzil-gliik6z-
-szulfoxidot (2,97 g, 4,57 mmol, 4,0 ekvivalens), Cj;-etil-
-karbonat-kélsavat (0,563 g, 1,14 mmol, 1,0 ekvivalens) és 2,6-
-di-terc-butil-4-metil-piridint (0,936 g, 4,57 mmol, 4,0 ekviva-
lens) kilén-kalén toluollal (15,0 ml) azeotroposan megszaritunk.
Triflik-anhidridet (824 pl, 4,57 mmol, 4,0 ekvivalens) adunk ezt
kovetden a glikozil-szulfoxid toluollal (5,0 ml) készitett oldata-
hoz -78 °C hdmérsékleten. Az oldathoz ezutan a piridin-bazis
toluollal (5,0 ml) készitett oldatat adjuk. 5 perc mulva a kélsav-
-szarmazék metilén-kloriddal (1,0 ml) és toluollal (5,0 ml) készi-
tett oldatat adjuk a reakcidelegyhez. A keverést -78 °C hémér-
sékleten 30 percen at folytatjuk, majd a szarazjeges flrdot elta-
volitiuk. A reakcicelegyet 10 perc mulva telitett natrium-
-bikarbonat oldat hozzaadasaval megbontjuk, majd a terméket
metilén-kloriddal végzett extrakcioval elkulonitjik. A tisztitast
flash-kromatografiaval szilikagélen végezzik, és igy a cim sze-
rinti vegylletet kapjuk olaj formaban, Rf = 0,3 (20 % éter/diklor-

-metan), hozam: 60 %.
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B lépés: 3o-Etil-karbonat-cisz-5,10-bisz-a,a-gliikozil-

-k6lsav-metil-észter

Az A lépés szerinti vegydilet (0,220 g, 0,014 mmadl, 1,0 ek-
vivalens) benzollal (4,0 ml) és metanollal (32,0 ml) készitett ol-
datahoz szobahémérsékleten palladium-hidroxidot (0,030 g, 15
tomeg%) adunk. Az elegyet 2586 torr (50 psi) nyomason 48 éran
at hidrogénezziik. A reakcidelegyet Celite-lapon (diatomos
szilikagél, Johns-Manville Corp.) nitrogénatmoszféraban atszdar-
juk. Az oldoszert leparoljuk, és a kapott olajat flash-
-kromatografiaval (elualészer: 10 % metanol/metilén-klorid)
tisztitjuk. Az elaciés kérilmények kozétt beoldodo szilikagél
eltavolitasa céljabol a terméket egy forditott-fazisa LH-20 tipu-
st oszlopon (elualészer: metanol) ateresztjiik. Az olddszert le-
paroljuk, és igy a cim szerinti vegyiiletet kapjuk fehér por for-
majaban, hozam: 65 %, R = 0,3 (15 % MeOH/diklor-metan),
NMR (CDCl;, 500 MHz) &: 5,04 (m, Lh, anomer B-H), 4,82 (m,
Lh, anomer B-H).

2. példa

3a-Benzoil-cisz-5,10-bisz-B,p-gliikozil-kdéisav-metil-

-észter

2.3,4,6-tetra-o-benzil-para-metoxi-gliikéz-szulfoxid (1,012
g, 1,45 mmél, 4,0 ekvivalens), C,-O-benzoil-kélsav-metil-észter
(0,191 g, 0,364 mmoél, 1,0 ekvivalens) és 2,6-di-terc-butil-4-
-metil-piridin (0,179 g, 0,874 mmodl, 2,4 ekvivalens) elegyét to-
luollal (20 ml) azeotréposan haromszor szaritjuk. A toluol va-
kuumban végzett leparlasa utan az elegyet frissen desztillalt

propionitrilben feloldjuk, és argonatmoszféraban aceton-
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-szarazjég furdében -78 °C-ra leh(tjik. Ezutan triflic-anhidridet
(244 ul, 1,45 mmaél, 4,0 ekvivalens) adunk hozza, és a kapott
reakcidelegyet 40 percen at -78 °C homérsékleten keverjik. A
hatéfirdét eltavolitjuk, és a keverést tovabbi 10 percen at foly-
tatjuk. A reakciéelegyet telitett natrium-dikarbonat oldatba ont-
juk, ezaltal azt megbontva, majd a terméket metilén-kloriddal
extrahaljuk, végul flash-kromatografiaval szilikagélen tisztitjuk.
A benzil véddécsoportokat a fent ismertetettek szerint katalitikus
hidrogénezéssel eltavolitva a cim szerinti vegylletet kapjuk olaj
formajaban, hozam: 60 %, R = 0,3 (15 % MeOH/CH.CIl;), NMR
(CDCl; 500 MHz) &: 4,36 (d, 1H, J = 7,92 Hz, anomer a-H), 4,37
(d, 1H, J = 7,92 Hz, anomer a-H).

Az 1. és 2. példaban ismertetett vegylletekhez hasonléan
eldallitott vagy eldallithato vegylileteket az |. tablazatban fog-

laltuk 6ssze.



e nee
. .

(XXX X]
. .

.o de
.

.
soree

Z eNZ00| (®)ZoanIB-0 (0)zoynB-0] °tHO[ (PIH] (0)s udo0dO0 W1
Z HZ0o|  (@)zoaniB-0| (9)zownb-0| °¢HO| (DH]| (P)s HO P
Z sNZ00| (P)zowniB-o (®)zoyniB-0| °HO| (dH| (0)s Ud0d0 6
Z sNZ00|  (Mmzoynib-0| (mzoambB-0| °HO| (d)H| (©)s| aWO-UdOJ0 .8
Z SNZ00|  (™zounib-0| (mzoynib-0f °HO| (dH]| (®)s 4do000 ol
13000
r4 aNZ09 (0)zoxnI6-0 (0)zoyniB-0| tHO| (P)H| (0)s % 9
> [ Ugj0oidin-HNOD|  (9)zowmB-0|  (9)zoaniB-0 SHO[ (dH| (v)s HO S
Z sWZ00|  (@zownib-o| (9)zoanib-of FHO| (dH| (0)s HO 7
Z HZo0o|  (9)zodnib-0| (9)zoanib-0| °SHO| (dIH| (P)s HO o€
Z snZ0o|  (@zoanib-0| (9)zoaniB-0| °HI| (dHH| (0)s Udooo0 -
13000
[4 2?00 (0)zoyni6-0| (©)zoynB-0| cHO| (dH| (P)s n__v N
u Y s* Y wx .Y Al =] e v eplad

¥e3a|nAbaa njo|day souejeyje (1)

jezeiqe) ‘|

lmNI




Z aw?00| (9)zownib-o (Hzoamb-0] °HO[ (dH p 0 127
Z 80D (0)zo¥niB-0 (®)zo)ni6-0| tHO| (IH p o) €2
Z eW?00| (9)zowaniB-o| (d)zoyniB-0f °HO| (P)H P 0 22
Z eNZ00| (@zownb-o| (®)zownib-0f °FHO| (P)H 3 o) 1z
Z HZ0D (d)zoamb-0 (dzodmb-0 *HO[| (dH P o) 02
2 H®0D (®)zoxn1B-0 (®)zoxniB6-0| ¢HO| (dH p 0 ‘61
Z HZ0D (d)zoaniB-0 (dHzoxanib-0| °*HO| (O)H P o) ‘81
F2 HZ0D (®)zoxn|B-0 (®)zoyni6-0| FHO| (PH p 0 "L
13000
4 °N%09D (d)z93nIB-0 (d)zoaniB-0| c¢Ho| (P)H| (0)s ﬁ__v ‘9l
13000
4 3N09 (d)zoyni6-0 (d)zoani6-0| cHO| (d)H| (P)s % 'Sl
Z H20D| (@)zodniB-0 (®)zoyniB-0f FHO[ (H]| (0)s ZHN i
2 H®0D (®)zoxn1B-0 (®)zoyn|B-0| °tHO| (@IH| (0)s HO €l
Z H?0D (®)zoxni6-0 (0)zoni6-0| tHO| (@)H] (W)s HO k4
Y Y| ERY ] K] B v epjad

IOMI




13000
HZ0o| (d)zoyeleB-o| (d)zopeleb-o0| ¢HO| (d)H| (Vs % 9%

13000
HZ0D| (P)zoeleB-o| (»)zope|eb-0| tHO| (J)H| (Vs n_w b

13000
HZoo!| (d)zomeieB-0| (d)zopeleb-0| ¢HO| (P)H| (P)s n__u Ve

13000
Z HZ09| (©)zgiyeleB-o| (»)zopjeleb-0| ©¢HO| (PIH| (P)s n__v ‘€€
Z eWZ0d| (@zownB-0| (9)zoaniB-o *HO[ (DH| (0)s Ud*HOO 2¢
Z sWZ00| (®™zowmb-0| (@)zodniB-0f °HO| (DHH| (®)s Ud?HOO G
Z aWc00| (@zowniB-of (9)zoamb-of HO| (@)H| (0)s Ud?HOO 0¢€
Z 9W°090 (®)zoxniB-0 (®)zoyn6-0| °SHO[ (PIH| (0)s Ud®*HOO0 4
Z HZ0D| (9)zoanib-0 (@Yzoyni6-0 °HO| (DHH| (0)s Ud®HOO0 '8¢
Z HZ00| (@)zowniB-0| (PzoambB-0 °HO[| (DH| (P)s UdHOO L2
Z HZ0O| (9)zoanib-0|  (9)zodniB-0[ *HO| (P)H| (®)s Ud?HOO 92
Z H®0O (®)zoxniB-0 (®)zoxniB-0| °SHO| (®H| (0)s Ud®HOO 'SZ
u Y Y] ERY Al =] +e v epjad

|le




F4 dN*0D (d)zoqui-0 (d)zoqu-0] °¢HO| (d)H| (0)s ydooo ‘8¢
Z 3aN%09D (0)zoqu-0 (0)zoqu-0f tHO| (dIH| (0)s ydooo Ly
F4 9N°02D (d)zoqu-0 (d)zoqu-0| EtHI| (P)H| (0)s udooo ‘9f
Z 8N%0D (0)zoqii-0 (®)zoqu-0 tHO| (@)H| (0)s ydoo0 ‘S
Z HZ09D (d)zoqu-0O (d)zoqu-0| EtHO| (dIH] (©)s ydooo0 b
Z H?090 (0)zoqu-0 (®)zoqu-0f tHO| (dIH| (0)s Udoo0 ‘eY
Z HZ09D (g)zoqu-0 (dzoqui-0| EtHO| (O)H| (0)s Udooo 2y
Z H®0D (0)zoqu-0 (0)zoqu-0 EHO| (P)H| (®)s 4ydooo Iy
130900
I ov
anZo9o| (d)zoyeleb-0| (d)zoeleb-o| cHO| (d)H| (P)s o]
130900
I 1>
anNZ0D| (©)zoyejeb-Q| (o)zoyyeieb-o| c¢HO| (dIH| (P)s o)
13000
I ‘¢
anzo9o!| (d)zoyeleb-o| (d)zoyyejeb-of ctH| (P)H| (0)s o]
13000
I 1€
a0 ]| (®)zoyjeleb-o| (o)zoypyeleb-o| cHo| (P)IH| (P)s 0
Y Y| % Y 1 R D v ep|ad

INMI




nelay ehjis nInAb = ¢
neje eNHjis nunkb6 = o
$91O0NSONdY =P

s9}0) sailazshkba =s

13000
I ‘26
Z aNZ09D (n)zoyn|6-0 (d)zoxnib6-0| c¢HD| (PH| (©)s 0o
13000
I ‘LS
rA 8N?09D (d)zoxni6-0 (0)zo)yn|6-0| cHO| (P)H| (0)s o)
13000
I ‘05
r4 8aNc09D (r)zo)n|6-0 (d)zoxniB-0| cHO| (IH| (0)s 0
13000
[ ‘6
r4 909 (d)zoxni6-0 (0)zoyn16-0f °¢HO| (dH| (©)s o)
u Y] Y PR ] BN B v eplad

lﬂﬂl




‘(H-d Jowoue ‘H| ‘*H 96‘€ = " ‘P) 098'¥ ‘(H-¢ Jowoue 'H| *H 96°¢€ = I ‘P) §250'G ¢ (*HW 00§ ‘*I10Q@D) :b
‘(H-¢ Jowoue ‘H} ‘w) y1$0‘'s '(H-g Jewoue ‘HL ‘w) 960'S Q@ (*HW 00§ ‘€10A2) 4

‘(H-¢ Jowoue ‘H| ‘w) 2g'y ‘(H-d Jawoue ‘H| ‘'w) #0'G :@ *HW 00§ ‘10QD) :@

‘(H-¢ Jowoue ‘H| ‘w) zg'v ‘(H-d Jowoue ‘H| ‘'w) $0'G :@ CHW 00S '*10AD) :d

dWN H,
LLL =9/w |
168 = a/w Y
VL =9/w
168 = 8/w |
igg = 8/w
L. =98/w P
l1Gg = d/w 2
wnJyyadsbawo |
p1zo)ni|b-g A6a p1zo)ynjb-o Aba
}1odoso me|day (2) yiodosd niajday (1)
HO OH ¥QHo OH
o OH =g OH =D xa
o e . o ‘HO
o 1o

lvml



-------------

-35 .

A fentiekben bemutattuk, hogy a talalmany szerinti vegyule-
tek biolégiai membranokkal kélcsénhatasba Ilépnek, azokat
permeabilizaljak (ateresztéképességiiket fokozzak), és antibio-
tikumok, valamint antifungalis agensek él0 sejtekre kifejtett
hatasat fokozzak. Minthogy megmutattuk azt is, hogy a talal-
many szerinti vegyiiletek a membranokat permeabilizaljak és a
vegyliletek 6nmagukban az alkalmazott koncentracioban a sejt
névekedésre nem fejtenek ki hatast, feltételezziik, hogy a foko-
zott hatékonysag a terapias szempontbél jelentdés vegyilet sej-
tekbe valé juttatasanak fokozédasabol ered.

A talalmany szerinti vegyiletek membran-permeabilitas fo-
kozasara valo alkalmazhatésagat Hoyt és munkatarsai altal is-
mertetett vizsgalé modszerrel [Hoyt, D.W. és munkatarsai,
Biochemistry, 30. kétet, 10155 (1991)] demonstraltuk. E méd-
szer azon alapszik, hogy egy fluoreszcein-szarmazékot énkioltd
koncentracioban vezikulumokba betokozunk; igy a vizsgalt ve-
gyllet hatasara bekdvetkezé fluoreszcencia intenzitas-
-névekedés arra utal, hogy a fluoreszcein-szarmazék a
vezikulumbél kijutott, vagyis a membran atjarhatéva vait. A ta-
lalmany szerinti vegylletek igen kis koncentraciéban (0,05 - 0,5
mM) gyors és jelentés fluoreszcencia intenzitas-névekedeést
okoztak, ezzel utalva a foszfolipid membran permeabilitasanak
fokozédasara (igynevezett permeabilizalédas).

Ezen tulmenden, kivalasztott glikozilezett szteroid-
-szarmazékokkal kezelt vezikulumokon (a kezelést olyan kon-
centraciéban végeztik, melynek hatasara 100 %-os karboxi-
-fluoreszcein kijutas kévetkezett be) végzett fényszordodasi és

zavarosodasi mérések alapjan megallapithaté, hogy a
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vezikulumok atlagos mérete a kezeletlen vezikulumokétdél nem
kil6nbozott szignifikansan. Tovabba, kivalasztott glikozilezett
szteroid-szarmazékokkal kezelt vezikulumok elektron mikrograf
vizsgalata (a kezelést olyan koncentraciéban végeztik, amely-
nek hatasara 100 %-os karboxi-fluoreszcein kiaramlas kévetke-
zett be) nem mutatott szignifikans morfoldgiai valtozast a keze-
letlen vezikulumokhoz képest. Kévetkezésképpen, a talalmany
szerinti glikozilezett szteroid-szarmazékok a membranokat a
vezikulumok szétroncsolasa vagy szamottevd fuzié indukalasa
nélkil permeabilizaljak.

Ugy véljiik, oldatban végbemend aggregacio NMR vizsgala-
ta és krisztallografiai bizonyitékok alapjan, hogy a talalmany
szerinti glikozilezett szteroid-szarmazékok énasszociaciora ké-
pesek és a membranokba asszocialt allapotban ékelédnek be, s
membran-permeabilizalé hatasuk e folyamattal van 6sszefug-
gésben. Jéllehet a vizsgalatban hasznalt, tisztan foszfolipidek-
bél allé vezikulumok nem rendelkeznek a biolégiai membranok
komplexitasaval, megallapitottuk, hogy azok a vegyuletek,
amelyek e vizsgalatban j6 hatast mutatnak, azok terapiasan je-
lentés vegyiletek (példaul antibakterialis és antifungalis agen-
sek) €16 sejtekre kifejtett hatasat is fokozzak. Ez a megfigyelés
alatamasztja azt a koncepciot, hogy a glikozilezett szteroid-
-szarmazékok képessége foszfolipid kettés rétegekkel valé kol-
csénhatasra, 6sszefigg terapias hatékonysagot ndveld képes-
ségikkel. Tovabba az emlitett megfigyelés arré6l is tanuskodik,
hogy a karboxi-fluoreszcein vizsgalat elfogadhaté kiindulasi
modell biolégiai membranok permeabilizalasara potencialisan

alkalmas jeléltek azonositasara.



.37 -

A fenti vizsgalé modszer modositott valtozatat [(V.E.
Carmichael és munkatarsai, J. Amer. Chem. Soc., Ili. kdtet, 767
(1989)] alkalmazva azt tanulmanyoztuk, hogy a vegyiletek ké-
pesek-e igen alacsony koncentraciéban (0,01 mM - 0,005 mM)
membranokat protonok szamara permeabilissa tenni. A vizsga-
lathoz a fluoreszcein-szarmazékot vezikulumok belsé részébe
nem-kiolté koncentraciéban egy pufferban (pH = 6,5) betokoz-
zuk. Majd a vezikulumokat egy masik pufferben (pH = 5,5) higit-
juk és egy (l) altalanos képletd vegyuletet adunk hozza annal
kisebb koncentracioban, amelynél a membranok permeabilissa
valnak a fluoreszcein-szarmazékra. Az (l) altalanos képleti ve-
gyiilet hozzaadasa utan a fluoreszcencia intenzitasa csékkent,
jelezve, hogy a membran protonokkal szemben permeabilissa
valt.

A talalmany szerinti glikozilezett szteroid-szarmazékok
foszfolipid membranok permeabilizalasa tekintetében megmu-
tatkozé6 hasznossaga e szarmazékoknak nagy részben
foszfolipidekbdl és mas lipidekbdl alld sejtmembranok terapias
szempontbol jelentds molekulakkal szembeni permeabilitasa fo-
kozasara vald hasznosithatésagara utal.

E vegyiletek ilyen iranyd hasznossagat ket kil6nb6z6
antifungalis agens Crithidia fasciculata elpusztitasaban kifejtett
hatékonysaganak vizsgalataval, tovabba eritromicinnek E. Coli
ATCC 25922 térzset elpusztitd hatékonysaganak vizsgalataval

demonstraltuk.
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1. Vizsgalati modszer

Karboxi-fluoreszcein vezikulumokbél torténd kiaramia-

sanak meghatarozasa

Egy 25 ml-es gémblombikba 20,5 mg tojassarga (Sigma,
atlagos moéltomeg: 770,4) kioroform-metanol eleggyel készitett
oldatat, 5,0 mg foszfatidil-glicerin (Sigma, méltémeg: 772) klo-
roform-metanol eleggyel készitett oldatat és 12,7 mg attisztitott
koleszterint (Aldrich, moéltomeg: 386,66) mértuink be. A
moélarany ez esetben tojassarga:foszfatidil-glicerin:koleszterin =
4:1:5 (66 pmol 6ssz fehérje). Az oldoszert rota-beparidéban lepa-
roltuk. A megszaritott fehérje-keverékhez 3 ml frissen desztillalt
étert adtunk argonatmoszféraban. Miutan a lipid ujra feloldo-
dott, karboxi-fluoreszcein vizzel készitett oldatabél 1 mi-t ad-
tunk hozza (pH-jat 7,4-re beallitva), 180 mM koncentracié biz-
roszképiasan hataroztuk meg; az extinkciés koefficiens értéke
(pPH = 7,4; Amax = 492): 5,6 x 10*). A karboxi-fluoreszceint tar-
talmazé fehérje-keveréket argonatmoszféraban egy szonikalé-
-firdo tipusU berendezésben 5 és 15 °C kozdtti hdmérsékleten,
15-30 percen at szonikaltuk. Az elegyet ezutan rota-beparidba
helyeztilk és a szerves oldoszert leparoltuk. A karboxi-
-fluoreszceint tartalmazé vezikulumokat a szabad karboxi-
fluoreszceinté! ugy valasztottuk el, hogy a vezikulumok vizes
keverékét egy 145 mM NaCl/10 mM Hepes eleggyel pH = 7,4
értéken ekvilibralt Sephadex G-25 oszlopra vittuk fel. Az anya-
got nem tartalmazd, tres frakcié utani elsd frakcié tartalmazza
a karboxi-fluoreszceinnel t6ltott vezikulumokat, mig a

vezikulumokba nem zart, szabad karboxi-fluoreszcein az oszlo-
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pon marad. Az igy tisztitott vezikulumokat 145 mM NaCi/10 mM
Hepes pufferral (pH = 7,4) agy higitottuk meg, hogy a
vezikulum-elegy fluoreszcencia intenzitasa mintegy 10-nek adé-
dott.

Mivel a karboxi-fluoreszcencia o6nkiolté koncentraciéban
van jelen a vezikulumokban, az ido fliggvényében bekévetkezd
fluoreszcencia intenzitds-novekedés azt mutatja, hogy a
fluorofor a vezikulumokbél a pufferbe ment at. A lehetséges
maximalis fluoreszcencia névekedés meghatarozasa céljabdl a
vezikulumos oldatbd!l vett mintahoz 5 % Triton X100 50 ul meta-
nollal készitett oldatat adtuk (a Triton X100 nem-ionos tipusu
detergens, az alkalmazott magas koncentracioban a
vezikulumokat szétbontja a lipidek szolubilizaciéja révén). Min-
den egyes, a glikozilezett szteroid hatasara bekévetkezd
karboxi-fluoreszcein kiaramlast agy hataroztuk meg, hogy mér-
tuk a glikoszteroid hatasara bekdvetkezd fluoreszcencia intenzi-
tas-n6vekedést. Mindegyik kisérletben a glikoszteroid metanol-
lal készitett oldatabé!l 50 pl-t (kezdeti koncentracio-tartomany:
0,6145-2,458 mM) adtunk a kivettahoz és a fluoreszcencia-
-intenzitast 10 percen at mértik. A kontroll-kisérietben 50 pl
tiszta metanolt alkalmazva igazoltuk, hogy a metanol 6nmaga-
ban nem okoz szignifikans fluoreszcencia intenzitas-
-névekedést. Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy néhany
glikoszteroid igen alacsony koncentracioban jelentésen
permeabilizalta a vezikulum membranokat, ily médon a karboxi-
-fluoreszcencia pufferba valo kiaramlasat lehetdové téve. Az

eredményeket a Il. tablazatban foglaljuk 6ssze.

. a
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A hatékonysag mértékeként jelentés (azaz 50 %-nal na-
gyobb) kiaramlast okozé koncentraciot alapul véve, a vizsgalat-
ban a foszfolipid membranokat permeabilizalé hatas szempont-
jabél a 7., 8. és 11. szamu vegydlletek bizonyultak a leghatéko-
nyabbaknak. A 7. és 8. példa szerinti vegylletek cisz A/B gyu-
rikapcsolattal és a molekulak hidrofil részéhez kapcsol6dd két
a-kétési glukdéz egységgel rendelkeznek. A 11. példa szerinti
vegyllet két a-ko6tési gliikozzal rendelkezik, amelyek a moleku-
la hidrofil részéhez kapcsolédnak. E vizsgalatban a kdlsav,
dezoxikélsav és chenodezoxikolsav - ismert, hogy e vegyluletek
mas alkalmazasban membranokat permeabilizalnak [Gordon GS
és munkatarsai, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 82: 7419-7423
(1985)] - is permeabilizaljak a membranokat, bar sokkal na-
gyobb koncentraciéban, mint szamos talalmany szerinti vegyi-
let. E megfigyelésekbdl arra koévetkeztethetink, hogy a
glikozilezés megvaltoztatja a szteroidok bioldgiai tulajdonsaga-
it, és a membran-permeabilizalé hatas tekintetében hatékony-

sagukat az fokozza.
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Il. tablazat

Példa Koncentracié Fluoreszcencia nd-
(mM) » vekedés (%)
Koélsav 0,117 0
2,341 59,1
Metil-kolat 0,117 25,4
Kenodezoxikdlsav 0,117 17,7
1,17 80,9
Triton-X 100 4,04 100
1,17 46,4
0,117 18,6
Dezoxikélsav 0,117 0
1,17 82,7
1 0,117 0
2 0,117 10
3 2,34 0
4 0,117 0
5 0,117 57,3
7 0,117 89,1
8 0,117 89,1
9 0,117 24,5
10 0,117 0
11 0,117 98
13 0,117 0

* Végkoncentracio higitas utan
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2. Vizsgalati modszer

Lipid-membranokon at térténé proton transzport tanul-

manyozasa

E moédszerben protonok glikoszteroidokkal kezelt
vezikulum-membranokon valé atjutasat vizsgaltuk. Karboxi-
-fluoreszceint nem-onkioltd koncentraciéban tartalmazo
vezikulumokat a fentiekben ismertetett méodon preparaltunk, at-
t6! mindéssze abban eltérve, hogy a karboxi-fluoreszceint 1 ml
vizben és 1 mM koncentracioban (pH = 6,5) adtuk a lipid keve-
rékhez. Argonatmoszféraban végzett szonikalas és a dietil-éter
rota-bepariéban végzett leparlasa utan, a karboxi-fluoreszcein
tartalma vezikulumokat a fentiek szerint Sephadex-G25 oszlo-
pon tisztitottuk. E tisztitas utan a vezikulum-oldat koncentracio-
jat agy allitottuk be, hogy 80 mM NaCl/5 mM Hepes pufferrel
(pH = 5,5) végzett szazszoros higitas utan a fluoreszcencia in-
tenzitasa 100 legyen.

A vezikulum térzsoldat szazszoros higitasat a pH = 5,5
pufferrel kézvetlenill az egyes kisérletek el6tt végeztik, és a
kivettaba 1 ml higitott oldatot mértink be. A glikoszteroidok
protonoknak lipid kettésrétegen at torténd transzportjat el6segi-
t6 hatasanak meghatarozasara, mindegyik vizsgalandd
glikoszteroid metanollal készitett 0,245 moélos oldatabol 50 pl-t
adtunk az 1 ml vezikulum oldatot tartalmazo fluoreszcencia mé-
ré-kilivettahoz, és a fluoreszcenciaban bekévetkezd vaitozast 10
percen at meértik. A fluoreszcenciaban megfigyelt jelentds
csékkenés azt jelzi, hogy a vizsgalt glikoszteroid protonoknak
membranon at torténd transzportjat elésegiti. E modszer azon a

tényen alapszik, hogy karboxi-fluoreszcein fluoreszcencia in-
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tenzitasa pH = 6,5 értéknél lényegesen nagyobb, mint a pH

5,5 értéken mért intenzitas. Abban az esetben, amikor a pH
6,5 értéken preparalt vezikulumokat pH = 5,5 pufferral higitot-
tuk, a fluoreszcencia intenzitasa az idoben csdkkent, minthogy
a pH gradiens a membranon megszint.

Kontrollként 50 ul tiszta metanolt alkalmazva, a
fluoreszcencia intenzitas nem valtozott jelentosen. Kévetkezés-
képpen metanol alacsony koncentracioban nem permeabilizalja
a vezikulumokat protonnal szemben.

E kisérlet eredmeényeit a |ll. tablazatban 6sszegezzuk.

lI. tablazat

Kisérlet Koncentracio Fluoreszcencia
(mM) » csOkkenés (%)

Triton-X 100 4,04 100
0,0116 2,43

Gramicidin 0,00579 87,2
0,000579 81,6

Kolisav 0,0116 1,0

Metil-kolat 0,0116 5,4

Kenodezoxikdlsav 0,0116 8,2

Dezoxikdlsav 0,00116 5,39

1. 0,0116 7,6
0,00579 4,3

2. 0,0116 8,6
0,00579 1,7

3. ' 0,0116 35,4
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Kisérlet Koncentracioé Fluoreszcencia
(mM) = csokkenés (%)
0,00579 21,0
4. 0,0116 12,3
0,00579 7,89
5. 0,0116 26,1
0,00579 19,4
7. 0,0116 19,8
0,00579 15,2
8. 0,0116 32,2
0,00579 20,6
9. 0,0116 43,0
0,00579 27,4
11. 0,0116 22,0
0,00585 14,7
13. 0,0116 70,6
0,00579 35,2
0,000579 2,8

* Végkoncentracio higitas utan.

3. Vizsgalati moédszer

Eritromicin antibiotikus hatékonysaganak tanulmanyo-

zasa hatékonysagot fokozo szerek jelen- és tavollétében

Ismeretes, hogy az eritromicin antibiotikum hatékonysagat
sejtmembranokat permeabilizdlé vegyililetek fokozzak [Kubesch
P. és munkatarsai, Biochemistry 26: 2139-2149 (1987)]. Az 0j
glikozilezett szteroid-szarmazékok jelenlétében eritromicin ha-

tékonysagat tenyészto-lemezen vizsgaltuk. Roviden, a kisérletet
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az alabbi médon végeztik. DH, sejteket (E. coli K-12 mutans
térzs - a "Cold Spring Harbour Laboratories"-ban allitottak eld) -
amelyeket mintegy 0,5-es optikai sdrliség (0.D.) eléréséig te-
nyésztettiink - 2,5 ml 6mlesztett fedé-agarral [ezt 10 g tripton
(DIFCO), 5 g élesztd extraktum (DIFCO), 10 g natrium-klorid, 7
g agar (DIFCO) és 1 ml 1 M natrium-hidroxid elegybd6l 1 liter
tiszta vizben allitottuk eld, majd 25 percen at autokiavoztuk]
kevertink 6ssze, majd a keveréket agar lemezekre ontéttuk (az
agar lemezeket 10 g tripton, 5 g élesztd, 10 g natrium-klorid, 15
g agar és 1 ml 1 M natrium-hidroxid agensekkel 1 liter tiszta
vizben preparaltuk, majd a preparatumot autoklavoztuk, végil
leh(téttik). 15-30 perc hités utan, mindegyik lemezen racsot
képeztiink, és 4 pl eritromicint (0,5 mM vagy 1,0 mM koncent-
raciéban) metanolban vagy eritromicint és a vizsgalandé vegyi-
letet (20 mM koncentraciéban) metanolban tartalmazé oldatot
cseppentettiink fel a racs mindegyik rekeszébe. A lemezeket 16
6ran at 37 °C homérsékleten inkubaltuk, és ezutan a gatlasi z6-
nakat (vagyis a racs egyes egységeiben a tiszta terileteket,
ahol a vizsgalandé oldat a baktérium sejt névekedését gatolta)
megallapitottuk, és valamennyi egységet a hatékonysag szem-
pontjab6l egy relativ skalan értékeltik (idegen szoval:
szkoroltuk). Standardként a csak eritromicint (1 mM koncentra-
cidoban) tartalmazé racs-teriletet tekintettik a hatékonysag
megallapitasahoz. A tébbi racs-teriiletet ehhez viszonyitottuk.
Az eredményeket a |IV. tablazatban ésszegezzik. Az adatokbol
kitinik, hogy e vizsgalatban a 3a-O-p-metoxi-benzoil-cisz-5,10-
-bisz-a,a-7,12-glikozil-kéIsav-metil-észter vegyllet fejtette ki a

legnagyobb hatékonysag-néveld effektust. A vizsgalatban a
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nem-glikozilezett, epesav-szarmazékok kézil csupan a
dezoxikolsav és annak natrium-séja mutatott csekély hatast;
mig a chenodezoxikélsav és kdlsav, valamint s6ik, eritromicin
hatékonysagat kimutathaté mértékben nem befolyasoltak. Erde-
kes megjegyezni, hogy a dezoxikélsav-s6k a chenodezoxikdl-
sav-soknal szintén hatékonyabbnak bizonyultak inzulin nazalis
membranon at térténd felvételének névelésében [Gordon GS és

munkatarsai, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 82: 7419-7423 (19859)].

IV. tablazat
Vegyiilet (20 mM) Eritromicin (mM) |Hatas
Kélsav 1,0 mM ---
Kélsav 0,5 mM ---
Natrium-kolat 1,0 mM ---
Natrium-kolat 0,5 mM ---
Metil-kolat 1,0 mM ---
Metil-kolat 0,5 mM ---
Kenodezoxikolsav 1,0 mM ---
Kenodezoxikdlsav 0,5 mM ---
Dezoxikdlsav 1,0 mM +
Dezoxikdlsav 0,5 mM +
Natrium-dezoxikolat 1,0 mM +
Natrium-dezoxikolat 0,5 mM +
CME 1,0 mM +++
CME 0,5 mM +++
3a-0-benzoil-transz-5,10-bisz-a,a- |1,0 mM +
-7.12-glukozil-kélsav-metil-észter
[BTME]
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Vegyiilet (20 mM) Eritromicin (mM) |Hatas
BTME 0,5 mM +
3a-OH-cisz-5,10-bisz-a,a-glikozil 1,0 mM +
kélsav K*

3a-OH-cisz-5,10-bisz-a,a-gllikozil 0,5 mM +
kéisav K"

---: eritromicin hatasa 1,0 mM koncentraciéban (alapérték)
és minden ennél jelentéktelenebb hatas;
+: hatas névekedés az alapértékhez képest;

+++: jelentds hatas novekedés az alapértékhez képest.

E fenti két kisérletet elvégeztiik alacsonyabb koncentracio-
ban vett CME-vel is és a bekévetkezd hatékonysag névekedést
6sszehasonlitottuk a nem-glikozilezett 3a-O-p-metoxi-benzoil-
-cisz-5,10-k6lsav-metil-észter (tovabbiakban 'CDE') analéggal
kapott hatassal. Az eredményeket az V. tablazatban ismertetjuk.
Az adatok azt mutatjak, hogy a CME igen alacsony koncentraci-
6ban hatékonysagot fokozdé szerként viselkedik, viszont a nem-
-glikozilezett analég nem fejt ki ilyen hatast. Ez egyuttal azt is

demonstralja, hogy a cukrok jelenlése kritikus a hatas fokozasa

szempontjabol.

V. tablazat
Vegyiilet (mM) Eritromicin (mM) jHatas
1,0 mM CDE 0,1 mM ---
0,1 mM CDE 0,1 mM ---
0,1 mM CME 0,1 mM +
0,1 mM CME 0,01 mM +
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Vegyilet (mM) Eritromicin (mM) JHatas
0,01 mM CME 0,01 mM +
0,001 mM CME 0,01 mM +
0,001 mM CME 0,001 mM ---

---: nem figyelhetd meg kitisztulas (gatlasi zéna)

+: kitisztulas megfigyelhetd.

4. Vizsgalati modszer

Antifungalis szerek protozoonokra kifejtett hatékonysa-

ga glikozilezett szteroid-szarmazékok jelen- és tavollét-

ében

E kisérletben CME, amely mind a fenti 1., mind a 2. és 3.
vizsgalati médszerrel j6 hatasG membran-permeabilizalé agens-
nek bizonyult, (a karboxil-fluoreszcein médszerben a 8. szamd
vegyilet), két kilonb6zd antifungalis agens Crithidia fasciculata
protozoonra kifejtett hatékonysagat néveld képességét tanul-
manyoztuk, és a vizsgalatot a megfeleléd nem-glikozilezett szte-
roiddal is elvégeztik. A kisérletet, amelyet Pascal RA és mun-
katarsai [Biochemistry 22: 171-178 (1983)] és Rahman MD és
munkatarsai [J. Med. Chem. 31: 1656-1659 (1988)] szerint haj-
tottunk végre, roviden az alabbiakban ismertetjak. 25 ml tapol-
datot (1,5 g répacukor, 0,5 g éleszté extraktum, 0,4 g tripton és
0,25 mi trietanol-amin elegyét 100 ml vizben feloldottuk és az
oldat pH-jat 10 M sésavval pH = 8-ra allitottuk) autoklavoztunk,
majd lehGtéttik. Ezutan 100 ul hemint (Sigma) (2 mg hemin/1 ml
tomicin-szulfatot (Sigma), az antifungalis agenst és/vagy egy
glikozilezett vagy nem-glikozilezett szteroid-szarmazékot adtunk

hozza, és C. fasciculata alikvotjaival inokulaltuk [a hozzaadott




------------

-49 -

250 pl tenyészet mintegy 1x10° - 1x107 sejtet tartaimazott; a te-
nyészetet a kdvetkezd6 maodon készitettik: C. fasciculata glice-
rinnel készitett szuszpenzibjat adtuk a taptalajhoz, razatassal 3
(harom) napon at 26 °C hdmérsékleten tenyésztettiik, majd 0 és
4 °C kozott taroltuk]. A tenyészetet ezutan razatassal 25 °C-on
inkubaltuk és a névekedést az 535 mm-en mért abszorpcionak a
nem beoltott kozeg abszorpcidjahoz képest mutatott valtozasa
alapjan kévettik.

A vizsgalatban két kilénb6z6 antifungalis agenst alkalmaz-
tunk: 10-tiasztearinsavat (10-TSA) [lasd: Rahman MD és munka-
tarsai, J. Med. Chem. 31: 1656-1659], amelynek 1Cs, értéke 10
uM, és 24-tiakolesztanolt (24-TC) [lasd: Rahman MD és Pascal
RA., J. Biol. Chem. 265: 4989-4996 (1990)], amelynek ICso érté-
ke 0,32 uM. Az eredményeket az 1., 2. és 3. abrakon mutatjuk
be. Eszerint CME jelenléte igen nagy mértékben fokozza 10-
-TSA hatékonysagat, lehetové téve, hogy 10-100-szor alacso-
nyabb koncentracioban alkalmazzuk annal, amely egyébként
szukséges 50 %-os ndvekedés-gatlas eléréséhez (1. abra); CME
jelenléte 24-TC hatékonysagat is néveli (2. abra). Ugyanakkor a
nem-glikozilezett szteroid analég (CDE) nem fokozta a haté-

konysagot ebben a kisérletben (3. abra).

5. Vizsgalati modszer

Szarmazék-vegyilet-konjugatum hatasa Crithidia

fasciculata protozoonra

Egy uj (l) altalanos képleti glikozilezett szteroid-
-szarmazékot egy terapiasan jelentés vegyllethez kapcsoltunk
sav aminhoz valé kapcsolasara alkalmas, ismert modszerrel. A

szarmazék-vegytllet-konjugatum Crithidia fasciculata névekedé-
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sét gatlo képességét Pascal és munkatarsai [Biochemistry 22:
171-178 (1983)] és Rahman MD és munkatarsai [J. Med. Chem.
31: 1656-1659 (1988)] szerint hataroztuk meg. Réviden, az
alabbiak szerint jartunk el. 25 ml taptalajt 6nmagéaban, 25 ml
24-TC-t, melynek koncentracidja 0,32 uM (azaz az ICso értékkel
megegyezd), illetve taptalajt és 0,32 uM koncentraciéban szar-
mazék-vegyulet-konjugatumot tartalmazé lombikokat C.
fasciculata alikvotokkal inokulaltunk (250 pl tenyészetet alkal-
maztunk, amely mintegy 1x10° - 1x107 sejtet tartaimazott). A te-
nyészeteket razatassal 25 °C homérsékleten inkubaltuk és a
névekedést a nem-beoltott kézeghez viszonyitottan, az 535 nm-
-en mért abszorpcié-valtozassal monitoroztuk. A szarmazeék-
-vegyilet-konjugatum hatékonysagot fokozé hatdasa a nem-
-konjugalt terapiasan jelentds vegyilethez viszonyitva alacso-
nyabb névekedési sebességben (azaz az idé fuggvényében ki-
sebb abszorbanciaban) nyilvanul meg. A szarmazék-vegyulet-
-konjugatum 1Cs, értékét Ggy hataroztuk meg, hogy a szarma-
zék-vegyllet-konjugatum kilénb6zé koncentraciodival végeztik
el a kisérletet és definialtuk az 6nmagaban csak C. fasciculata-t
tartalmazé taptalajhoz viszonyitott 50 %-os ndvekedési-gatlast
okoz6 koncentraciot.

Egy masik kisérletsorozatban szarmazék-vegyulet-
konjugatumot ICso értékével (amelyet a fentiek szerint hataroz-
tunk meg) megegyezd koncentraciéban tartalmazo lombikhoz
egy talalmany szerinti glikozilezett szteroidot is adtunk, példaul
CME-t, amelyré! ismert, hogy nem-konjugalt formaban noveli a
24-TC hatékonysagat (e szteroidot a tovabbiakban 'fokozo

szer'-nek nevezziik). A fokozdé szer és a szarmazék-vegydulet-
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-konjugatum aranya a kovetkezd: 0:1; 0,1:1; 1:1; 10:1; 10:1;
100:0; 1000:1 vagy barmilyen ezek k6zé esé arany lehet. A ko-
zeget C. fasciculata alikvotjaival a fenti médon inokulaltuk és a
névekedést az 535 nm-en mért abszorbanciavaltozas (a nem-
-beoltott kézegre vonatkoztatva) kovetésével monitoroztuk. A
fokozd szer jelenlétében a szarmazék-vegyllet-konjugatum ha-
tékonysaganak novekedése alacsonyabb névekedési sebesség-
ben - a szarmazék-vegyiilet-konjugatum egyedili alkalmazasa-
hoz képest - nyilvanul meg. A fokozé szer:szarmazék-vegyulet-
-konjugatum optimalis aranyat a legkisebb novekedési sebesség

alapjan definialjuk.
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Szabadalmi igénypontok

1. (la) altalanos képletid vegyiletek, ahol a képletben

jelentése O, OH, OR®, NR’R®, N5, NHCOR’, OCOAr,
0]

|
0-C-OR®, OCOR®, NCH,CeHs; ahol
Ar jelentése fenilcsoport, vagy halogénatommal, C;-Cq:
alkilcsoporttal vagy C;-C; alkoxicsoporttal egy-
-haromszorosan helyettesitett fenilcsoport;
a megkotéssel, hogy amennyiben A jelentése oxigénatom,

ugy a jelentése kettds kotés;

jelentése CO,R', CH,OR®, CONH,;, CONHR’, CONR'R®,

o)

-ﬂ:-s-R”, CH2S(0),-S-R'%, CH,NH,, CH,NHR’, CH,NR'R®,
CH,-S(0)p-S-R'%;

jelentése egy 1-10 monoszacharidbol allé glikozil-rész,
amelynek mindegyik monoszacharid egységében az anomer
szénatomokon a glikozides kotés konfiguracidéja egymastol

fuggetlenil («) vagy (B);

R’ és R® jelentése egymasto! fluggetlenil hidrogénatom, C,-C,

Rg

R10

alkilcsoport, C3-C; cikloalkilcsoport, C4-Cio alkil-cikloalkil-
-csoport, fenil-, benzilcsoport vagy R’ és R® egyittesen egy
(CHz); képletid csoportot képeznek, ahol f értéke 3 - 6;
jelentése hidrogénatom vagy C;-C; alkilcsoport;

jelentése  hidrogénatom, Ci-Cio alkilcsoport, Ci1-Cio
alkenilcsoport, Ci-Cio alkinilcsoport, fenil- vagy

benzilcsoport;
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p jelentése 0, 1 vagy 2;

n jelentése 0, 1 vagy 2,

tovabba mindezek gydgyaszatilag elfogadhaté séi, azzal a meg-

kétéssel, hogy a (la) altalanos képlet jelentése 3a-etil-

-karbonat-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-(2,3,4,6-tetra-O-benzil)-

-gliikozil-kdlsav-metil-észtertdl eltérd.

2. Egy 1. igénypont szerinti vegyiilet, ahol a képletben
0

A jelentése OH, ORS, (I)-C-OR", 0COCeHs, OCOCeHs-pOMe,
NH;
jelentése egyszeres kotés;

R® jelentése CO,R'’, CONR'R?,

R® jelentése egy adott esetben benzil- vagy pivaloilcsoporttal
védett D-glik6éz, ahol az anomer szénatomon a glikozid-
-kotés konfiguracidja (a) vagy (B); és

R'® jelentése hidrogénatom vagy C:-Ci, alkilcsoport.

3. Az 1. igénypont szerinti vegyllet, amely 3a-O-benzoil-

-transz-5,10-bisz-B,B-7,12-glikozil-k6lsav-metil-észter.

4. Az 1. igénypont szerinti vegyilet, amely 3a-hidroxi-cisz-

-5,10-bisz-o,a-7,12-glikozil-kolsav.

5. Az 1. igénypont szerinti vegyililet, amely 3a-hidroxi-cisz-

-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-k6Isav-metil-észter.

6. Az 1. igénypont szerinti vegyllet, amely 3a-hidroxi-cisz-

-5,10-bisz-a,a-7,12-glukozil-25-triptofanil-kélsav.

7. Az 1. igénypont szerinti vegyulet, amely 3a-etil-

-karbonat-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-kélsav-metil-észter.
8. Az 1. igénypont szerinti vegyilet, amely 3a-O-benzoil-

-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-kéisav-metil-észter.
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9. Az 1. igénypont szerinti vegyllet, amely 3a-O-p-metoxi-
-benzoil-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-kdisav-metil-észter.

10. Az 1. igénypont szerinti vegyulet, amely 3a-0O-p-
-metoxi-benzoil-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-kélsav.

11. Az 1. igénypont szerinti vegyllet, amely 3a-O-benzoil-
-cisz-5,10-bisz-B,B-7,12-glikozil-k6Isav-metil-észter.

12. Az 1. igénypont szerinti vegyllet, amely 3a-hidroxi-
-cisz-5,10-bisz-B,B-7,12-gliikozil-kéisav.

13. Az 1. igénypont szerinti vegyiilet, amely 3a-O-benzoil-
-transz-5,10-bisz-a,a-7,12-gliikozil-kdisav-metil-észter.

14. Az 1. igénypont szerinti vegyiilet, amely 3a-hidroxi-
-transz-5,10-bisz-B,B-7,12-gliikozil-kélsav.

15. Egy szarmazék-vegyllet-konjugatum, amelyben egy 1.
igénypont szerinti vegyllet egy masodik, diagnosztikusan,
profilaktikusan vagy terapiasan alkalmazott vegyulethez van
hozzakapcsolva.

16. Egy szarmazék-vegyilet-konjugatum, amelyben egy 2.
igénypont szerinti vegyllet egy masodik, diagnosztikusan,
profilaktikusan vagy terapiasan alkalmazott vegyulethez van
hozzakapcsolva.

17. Egy szarmazék-vegyllet-konjugatum, amelyben egy 9.
igénypont szerinti vegyllet egy masodik, diagnosztikusan,
profilaktikusan vagy terapiasan alkalmazott vegyulethez van
hozzakapcsolva.

18. Egy szarmazék-vegyulet-konjugatum, amelyben egy 10.
igénypont szerinti vegyulet egy masodik, diagnosztikusan,
profilaktikusan vagy terapiasan alkalmazott vegyllethez van

hozzakapcsolva.
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19. Egy 18. igénypont szerinti szarmazék-vegyulet-
-konjugatum, amelyben a masodik vegyilet egy antifungalis
agens.

20. Egy 19. igénypont szerinti szarmazék-vegydulet-
-konjugatum, amely antifungdlis agensként 24-tiakolesztanolt
tartalmaz.

21. Gybgyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 1. igénypont szerinti vegyiiletet és egy gyégyaszatilag
elfogadhaté vivoanyagot tartalmaz.

22. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 2. igénypont szerinti vegylletet és egy gydgyaszatilag
eifogadhato vivéanyagot tartaimaz.

23. Gyégyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 9. igénypont szerinti vegylletet és egy gydgyaszatilag
elfogadhato vivoanyagot tartalmaz.

24. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 10. igénypont szerinti vegylletet és egy gyégyaszatilag
elfogadhato vivbanyagot tartaimaz.

25. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 1. igénypont szerinti vegyiilet és egy hatasos mennyi-
ségben vett, diagnosztikusan, profilaktikusan vagy terapiasan
alkalmazott masodik vegyuletet, és egy gybégyaszatilag elfogad-
hatoé vivéanyagot tartalmaz.

26. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 2. igénypont szerinti vegylilet és egy hatasos mennyi-
ségben vett, diagnosztikusan, profilaktikusan vagy terapiasan
alkalmazott masodik vegyiletet, és egy gydgyaszatilag eifogad-

hato vivbanyagot tartaimaz.
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27. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 9. igénypont szerinti vegyilet és egy hatasos mennyi-
ségben vett, diagnosztikusan, profilaktikusan vagy terapiasan
alkalmazott masodik vegyiiletet, és egy gyégyaszatilag elfogad-
haté vivoanyagot tartalmaz.

28. Gyoégyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 10. igénypont szerinti vegylilet és egy hatasos mennyi-
ségben vett, diagnosztikusan, profilaktikusan vagy terapiasan
alkalmazott masodik vegyuletet, és egy gyogyaszatilag elfogad-
hato vivoanyagot tartaimaz.

29. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 15. igénypont  szerinti szarmazék-vegydulet-
-konjugatumot és egy gyogyaszatilag elfogadhaté vivéanyagot
tartalmaz.

30. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 16. igénypont szerinti szarmazék-vegyilet-
-konjugatumot és egy gyogyaszatilag elfogadhaté vivéanyagot
tartalmaz.

31. Gybégyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben wvett 17. igénypont szerinti szarmazék-vegydllet-
-konjugatumot és egy gyogyaszatilag elfogadhaté vivéanyagot
tartalmaz.

32. Gyodgyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 18. igénypont szerinti szarmazék-vegyilet-
-konjugatumot és egy gyoégyaszatilag eifogadhatdé vivoanyagot
tartalmaz.

33. Gyobgyszerkészitmény, amely egy hatasos mennyiség-

ben vett 15. igénypont  szerinti szarmazék-vegyllet-
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-konjugatumot, egy 1. igénypont szerinti vegylletet és egy
gybgyaszatilag elfogadhaté vivéanyagot tartalmaz.

34. Gyogyszerkészitmény, amely egy hatdsos mennyiség-
ben vett 16. igénypont szerinti szarmazék-vegyulet-
-konjugatumot, egy 1. igénypont szerinti vegyiiletet és egy
gyogyaszatilag elfogadhaté vivéanyagot tartalmaz.

35. Gyobgyszerkészitmeny, amely egy hatasos mennyiség-
ben vett 17. igénypont szerinti szarmazék-vegyilet-
-konjugatumot, egy 1. igénypont szerinti vegyiiletet és egy
gyogyaszatilag elfogadhato vivéanyagot tartaimaz.

36. Gyogyszerkészitmeny, amely egy hatédsos mennyiség-
ben vett 18. igénypont szerinti szarmazék-vegyulet-
-konjugatumot, egy 1. igénypont szerinti vegylletet és egy
gybégyaszatilag elfogadhaté vivéanyagot tartaimaz.

37. Eljaras biolégiai membranok permeabilizalasara, azzal
jellemezve, hogya permeabilizalandd membrant egy hatasos
mennyiségben vett (la) altalanos képletd vegyulettel, ahol a
képletben

A jelentése O, OH, OR®, NR’R®, N3, NHCOR’, OCOAr,
0

O-!:-ORQ, OCOR®, NCH;C¢Hs; ahol
Ar jelentése fenilcsoport, vagy halogénatommal, Ci-Ci2
alkilcsoporttal vagy C,-C; alkoxicsoporttal egy-
-haromszorosan helyettesitett feniicsoport;
a jelentése (a)- vagy (B)-konfiguracioju egyszeres kétés, azzal
a megko6téssel, hogy amennyiben A jelentése oxigénatom,

ugy a jelentése kettds kotés;

R® jelentése CO2R', CH,OR®, CONH,, CONHR’, CONR'R?,
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-uc-s-R‘°, CH,S(0),-S-R'™, CH,NH,, CH,NHR’, CH2NR'R?,
CH2-S(0),-S-R'’;

jelentése egy 1-10 monoszacharidbél allo glikozil-rész,
amelynek mindegyik monoszacharid egységében az anomer

szénatomokon a glikozides kétés konfiguraciéja egymastal

fuggetienil (a) vagy (B);

R’ és R® jelentése egymastdl figgetlenll hidrogénatom, C4-C,

R10

alkilcsoport, C3-C; cikloalkilcsoport, C,-Cyo alkil-cikloalkil-
-csoport, fenil-, benzilcsoport vagy R7 és R® egyiittesen egy
(CH2)¢ képletd csoportot képeznek, ahol f értéke 3 - 6;
jelentése hidrogénatom vagy C-C; alkilcsoport;

jelentése hidrogénatom, Ci-Co alkilcsoport, C1-Cio
alkenilcsoport, C4-Cqo alkinilcsoport, fenil- vagy
benzilcsoport;

jelentése 0, 1 vagy 2,

jelentése 0, 1 vagy 2;

vagy valamely gyodgyaszatilag elfogadhaté séjaval hozzuk

kdélcsénhatasba.

38. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy (la) altalanos képletd vegylletként egy A helyén OH, O-
-CO-OR®, OCOCgH,, OCOCsH,-pOMe vagy NH, csoportot tartal-

maz6 vegyuletet hasznalunk.

39. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy (la) altalanos képleti vegyilletként egy a jelentésében

egyszeres kétést tartalmazoé vegylletet hasznalunk.

40. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy (la) altalanos képlet vegyiletként egy R® helyén CO.R'®
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vagy CONR’R® képletd csoportot tartalmazoé vegylletet haszna-
" lunk.

41. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képletid vegyiiletként egy R® glikolcsoport
helyén egy monomer (a)-glikozidos kdétésl monoszacharidot
tartalmazé vegyluletet hasznalunk.

42. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képletid vegyilletként egy R® glikolcsoport
helyén egy monomer (B)-glikozidos kétésli monoszacharidot
tartailmazo vegyililetet hasznalunk.

43. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képlet( vegyiletként egy R'® helyén hidro-
génatomot vagy C;-C,, alkilcsoportot tartaimazé vegylletet
hasznalunk.

44. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy monoszacharidként 2,3,4,6-tetra-O-benzil-D-gliik6zt hasz-
nalunk.

45. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy monoszacharidként 2,3,4,6-tetra- O-benzil-D-glikdzt
hasznalunk.

46. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy monoszacharidként D-gliik6zt hasznalunk.

47. A 42. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy monoszacharidként D-gliikozt hasznalunk.

48. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képleti vegyuletként
- A helyén OH, OCOCgHs, OCOCsH,-pOMe, NH, csoportot;

- a helyén egyszeres koétést,
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- R® helyén CO,R"'®, CONR’R® képletd csoportot;
- R® glikozilcsoportként egy adott esetben védett, (a) vagy

(B) glikozid-k6tési hexodzt; és
- R' helyén hidrogénatomot vagy C,-C, alkilcsoportot
tartalmazoé vegyliletet hasznalunk.

49. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képletd vegyiiletként 3a-O-benzoil-transz-
-5,10-bisz-B,B-7,12-glukozil-kéIsav-metil-észtert hasznalunk.

50. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képleti vegyuletként 3a-hidroxi-cisz-5,210-
-bisz-a,a-7,12-glikozil-kélsavat hasznalunk.

51. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képletd vegyilletként 3a-hidroxi-cisz-5,10-
-bisz-a,a-7,12-glikozil-k6lsav-metil-észtert hasznalunk.

52. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képleti vegylletként 3a-hidroxi-cisz-5,10-
-bisz-a,0-7,12-gliikozil-25-triptofanil-kéisavat hasznalunk.

53. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képletd vegyiletként 3a-etil-karbonat-cisz-
-5,10-bisz-a,a-7,12-glGkozil-kélsav-metil-észtert hasznalunk.

54. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képleti vegylletként 3a-O-benzoil-cisz-
-5,210-bisz-a,a-7,12-glikozil-kolsav-metil-észtert hasznalunk.

55. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képletii vegyuletként 3a-O-p-metoxi-benzoil-
-cisz-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-kélsav-metil-észtert haszna-

lunk.
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56. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képleti vegylletként 3a-O-benzoil-cisz-
-5,10-bisz-B,B-7,12-gliikozil-k6lsav-metil-észtert hasznalunk.

57. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képletd vegyiletként 3a-hidroxi-cisz-5,10-
-bisz-B,B-7,12-gllikozil-kéIsavat hasznalunk.

58. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képleti vegyuletként 3a-O-benzoil-transz-
-5,10-bisz-a,a-7,12-glikozil-kéIsav-metil-észtert hasznalunk.

59. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (la) altalanos képleti vegyuletként 3a-hidroxi-transz-5,10-
-bisz-B,B-7,12-glikozil-kéIlsavat hasznalunk.

60. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a membrant a permeabilizalo vegyiilettel és egy masodik,
diagnosztikusan, profilaktikusan vagy terapiasan alkalmazott
vegyllettel hozzuk kdlcsdnhatasba.

61. A 60. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a membrant a masodik vegyulettel, a masodik vegyiiletbdl
és a permeabilizaléo vegylletb6l készitett keverék formajaban
hozzuk kéicsdénhatasba.

62. A 60. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a membrant a masodik vegyllettel, a masodik vegyliletnek
a permeabilizalé vegyillethez valé konjugalasaval hozzuk kol-
csénhatasba.

63. A 62. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy egy permeabilizalé agenst nem-konjugalt formaban is al-

kalmazunk.
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64. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a membrant a permeabilizalo agenssel mintegy 0,005 mM
és mintegy 0,5 mM kozo6tti koncentracioban hozzuk kélcsénha-
tasba.

65. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a membrant a permeabilizaléo agenssel mintegy 0,005 mM
és mintegy 0,01 mM ko6zétti koncentracioban hozzuk kélcsénha-
tasba.

66. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a membrant a permeabilizalé agenssel mintegy 0,005 mM
és mintegy 0,5 mM ko6zétti koncentracioban hozzuk kélcsdnha-
tasba.

67. Egy 1. igénypont szerinti vegyllet, amelyben a glikozil-
-rész egy hexo6z, amely lehet D-alléz, D-altr6z, D-glikoz, D-
-mannoz, D-guléz, D-idoéz, D-galaktdéz, D-taléz vagy ezeknek
egy dezoxi-szarmazeéka.

68. Egy 1. igénypont szerinti vegytlet, amelyben a glikozil-
-rész egy furanéz, amely lehet D-rib6z, D-arabinéz, D-xil6z vagy
ezeknek egy dezoxi-szarmazéka.

69. Egy 1. igénypont szerinti vegyilet, ahol R® egy az
anomer szénatomjan a-glikozid-k6tési monoszacharidot tartal-
maz.

70. Egy 1. igénypont szerinti vegyulet, ahol R® egy az
anomer szénatomjan B-glikozid-k6tési monoszacharidot tartal-
maz.

71. Eljaras az 1. igénypont szerinti (la) altalanos keépleti

vegylilet eldallitasara, azzal jellemezve, hogy
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a) egy veédett glikozidot - amelyet a szakember szamara jol
ismert, egy cukor atalakitasara alkalmas, szokasos moédszerrel
allitunk elé -, ahol a cukor valamennyi poziciéjaban, kivéve az
anomer poziciot, az oxigénatomokat azonos vagy k{lénb6zo vé-
docsoporttal védjik,

b) egy -S-R egységgel, ahol R jelentése C,-C;, alkilcsoport,
piridil-, furil-, tienil-, fenilcsoport vagy halogénatommal, C,-C,
alkilcsoporttal, nitrocsoporttal, C,-C; alkoxicsoporttal egy-harom-
szorosan helyettesitett fenilcsoport, szokasos kériilmények kézott
reagaltatunk, és a kapott védett tio-glikozidot

c) m-klér-perbenzoesavval reagaltatjuk, majd a kapott megfe-
leldé szulfoxid-szarmazékbol

d) egy triflatot tartalmazé vegyillettel, példaul triflik-
anhidriddel, metil-triflattal vagy trimetil-szilil-trifiattal, egy akti-
valt glikozilalé intermediert képeziink, amelyet

e) egy szteroiddal - amelyben a nem-glikozilezendé oxigén-
atomokat eldézdleg szokasos modszerekkel védjik -, 2,6-di(terc-
-butil)-4-metil-piridin jelenlétében, (a),(a) glikozid-kotés létesité-
sére toluolban, vagy (B).(B) glikozid-kotés |étesitésére
propionitrilben reagaltatunk, majd az igy kapott vegyuletbdl

(f) a védocsoportokat szokasos modszerekkel eltavolitjuk.

A meghatalmazott:
Danubia Szabadalmi és

%\\ Védjegy Iroda Kft.
}'\C&érgyné

[/1 - Szel
}/}/ szabadalmi tigyvivo
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I. reakciovazlat

RO

RO 2. Tf»0, -78°C
RO 3. nukleofil, bazis
RO SPh =
RO
0
R O *fi:ifrni%i;\qlgg’j‘:gy Iroda -
RO .4 R

RO Nuc |
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Antiprotozoa aktivitas

0.D[535nm]

40

id6 (6ra)

—_0— sejtek a kbzegben (kontroll)
—o— sejtek a kdzegben + 10 uM TSA
—_— sejtek a kbzegben + 1 uM TSA + 0,01 mm CME
— sejtek a kozegben + 0,1 UM TSA + 0,01 mm CME
1. dbra

DANUBIA
rdaimi és Vegdiegy liod.-
4
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ido (ora)
S — sejtek a kzegben (kontroll)
— sejtek a kdzegben + 0,01 uM CME
—_— A sejtek a kdzegben + 0,32uM TC
—_— sejtek a kozegben + 0,32 MM TC + 0,01 mM CME
—O— sejtek a kézegben + 0,032 uM TC
—_— sejtek a kézegben + 0,032 uM TC + 0,01 mMm CME
2. abra
DANGBIA

“dalmi és Bdjegy lin -

0

RNy
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Antiprotozoa aktivitas
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O.D[535nm]
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ido (6ra)

——0— sejtek a kdzegben (kontroll)

———e—— sejtek a kozegben + 0,01 uM CME

—2A— sejtek a kdzegben + 0,32 pM TC

—&—— sejtek a kdzegben + 0,32 yM TC + 0,01 mM CME

3. abra

"~ DANUBIA
wdaimi és Médjegy lind
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