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Uudet sokerijohdannaiset, niiden valmistusmenetelmd sekd niiden kiyttd

Esilld oleva keksintd koskee uusia sckerijohdannaisia, niiden
valmistusmenetelmdd ja ldadkkeitd, jotka sisdltdvat nditd yhdisteiti
vaikuttavana aineena.

Sytostaateilla tarkoitetaan kemoterapeuttisesti vaikuttavia aineita,
joilla on solun kasvua estdvd vaikutus; Koska tdmd estovaikutus kohdis-
tuu erityisesti nopeasti kasvaviin soluihin, jollaisia esiintyy
kasvaimissa ja leukemioissa, sytostaateilla ymmdrretddn tavallisesti
Laajoista tutkimuksista huolimatta solun kasvua ehkdiseville aineille
ei tdhdn mennessd ollut mahdollista esittdd yhtendistd vaikutus-
mekanismia. Tghdn saakka tumetut ja tutkitut sytostaatit voidaan jakaa
seuraaviin ryhmiin: alkyloivat yhdisteet; sytostaattiset luonnon-
yhdisteet; antimetaboliitit; yhdisteet, joilla on erikoinen rakenne ja
vaikutustapa. Sytostaattien raskauttava haitta on niiden suuri myrkyl-
lisyys, ja sen lisdksi useat sytostaatit itse vaikuttavat my®ds kar-
sinogeeneina ja/tai mutageeneina.

Siksi esilld olevan keksinndn tehtdvdnd on valmistaa sytostaatteina
vaikuttavia yhdisteitd, joilla on alhainen myrkyllisyys.

Yllattden havaittiin, ettd tietyilld, uwusilla sokerijohdannaisilla,
joilla on jdljempdnd annetut kaavat I ja II, on osoitettavissa korkea
solun lisdkasvua estdvd - sytostaattinen — mibrobinvastainen vaikutus
yhdistyneend hyvin vdhdiseen yleismyrkyllisyyteen.

Esilla olevan keksinnon kohteena sen tidhden ovat wudet sokeri-
johdannaiset, joilla on kaavat I ja II.
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joissa R; on vetyatomi tai alkyyliryhmd tai asyyliryhmd, joissa
kussakin on 1 - 7 hiiliatomia, Ry ja Ry merkitsevidt vetyatomia tai
asyyliryhmdd Ry00, R on vetyatomi tai asyyliryhmd R5CO ja R4 ja Ry
merkitsevit alkyyliryhmdd, jossa on 1 - 7 hiiliatomia.

Alkyyliryhmd Ry, Ry tai Rg voi olla haaroittunut ja on etupddssid
suoraketjuinen; siind on etupd&dssd 1 - 4 hiiliatomia, ja se on
metyyli-, etyyli-, propyyli tai n-butyyli. Asyyliryhmd RlA on mieluunmmin
asetyyliryhmd. Ry ja Rg ovat erityisesti metyyli. T&hteet Ry ja Rj
voivat mahdollisesti olla erilaisia, mutta etupddssd ne ovat samanlai-
sia. Suosittuja ovat mySs yhdisteet, joissa R;, Ry ja Ry eivét samanai-
kaisesti ole vetyatomeja.

Yleisen kaavan I mukaisia edullisia yhdisteitd ovat: metyyli-3-D-
glyseropentulosidi (R; = CHj3, Ry, Ry = H), n-butyyli-3-decksi-D-
glysercpentulosidi (R; = n—C4Hg, Ry, R3 = H), n-butyyli-diasetyyli-3-
decksi-D-glyseropentulosidi (R; = n—C4Hg, Ry, Ry = QOCH3), triasetyyli-
3-decksi-D—glyseropentuloosi ja mahdollisesti 3-deoksi-D—glysero-
pentuloosi (3-DGP; Ry, Ry, Ry = H); suosittuja yleisen kaavan II
mikaisia yhdisteitd ovat di-(3-deoksi-D—glyseropentuloosi)-dianhydridi
(R = H) ja diasetyyli-di-3-(decksi-D-glyseropentuloosi)-dianhydridi (R
= COCH3) .

Kaavan I mukainen, keksinndrmukainen yhdiste, jossa Ry, Ry ja R
merkitsevdt vetyatomia (3-deoksi-D-glyseropentuloosi; 3-DGP), muodoste-
taan alkalikdsittelyn avulla (- tai g-1,4-kytketyistéi di- tai oligo—
sakkadireista, jotka pelkistdvdssd pddssddn sisdltdvat glukoosi-,



10

15

20

25

30

35

fruktocsi- tai mannoosimolekyylin (maltoosin, maltuloosin, epilaktoo-
sin, laktuloosin, sellobicosin, oligomaltosidin). Se mucdostuu kdsitte-
lemdlld tAtd di- ja oligosakkaridia alkaleilla, kuten esimerkiksi
alkali- ja maa-alkalimetallien hydroksideilla, kartonaateilla tai
sulfideilla tai orgaanisilla emdksilld, etupddssd esimerkiksi pyri-
diinilld tai trietyyliamiinilla saannon ollessa noin 0,5 - 5 % kdytetyn
sakkaridin suhteen. 3-deoksi-D-glyseropentuloosi (3-DGP), t&hdn
mennessd tuntematon sokeri, on isomeeri 2-decksi-riboosille, jolla on
olennainen rooli ldhtdaineessa.

Reaktiotuottteiden secksesta voidaan 3-DGP vakevoidd tai puhdistaa
erilaisin, sindnsd tunnetuin tavoin, esimerkiksi neste-neste-uuton
avulla, joka suoritetaan etanolilla, asetonilla tai asetonitriililli
(ndmd antavat konsentroiduilla sokeriliucksilla 2-jakeisen seoksen,
jonka yl&djakeessa 3-DGP on voimakkaasti vadkevoitynyt), mutta etupdidssa
neste-kiintedkromatografian avulla. Tdatd tarkoitusta varten stationdd-
risiksi faaseiksi soveltuvat erityisesti voimakkaat kationinvaihtajat,
jotka muodostuvat haaroittuneesta polystyreenistd, joka on alkali- tai
maa-alkalisuolana, etupddssd Na-, K- tai Ca-muodossa, sekd voimakkaat
anioninvaihtajat, jotka on valmistettu polystyreenistd ja ovat suolana,
etupdéssd Cl-, S04- tai HSO3-muodossa. KdytettHessd esimerkiksi vettd
eluenttina, eluaattiin ilmestyvdt ensin reagoimattomat sokerit ja
niiden isomerointituotteet, sitten 3-DPG ilmestyy hyvin eronneena.

Sopivista jakeista voidaan erittdin hyvin puhdistettu 3-DGP saada
varittémand, kiteytymdttoménd siirappina. Koska aineella on vedettémis-—
sd ja vettd niukasti sisdltdvissd olosuhteissa taipumus muodostaa
dimeerinmuotoisia anhydridejd, on tarkoituksernmukaista valmistaa ja
sdilyttdd se noin 50-prosenttisena vesiliuoksena. Mutta mySs vesiliuos
on suhteellisen epdstabiili, ja se hajoaa hitaasti muuttuen ruskean-
vdriseksi, sameaksi ja muodostamalla erilaisia furaaniosasia. Lampéti-
lan nostaminen ja pH-arvon laskeneminen hidastavat tédt3d hajoamista.
Sdilyttémisen takia on siksi tarkoituksenmukaista pitdd limpdtila

< 4 9C:ssa ja pH-arvo vdlilld 5 - 6. Sellaisissa liucksissa esiintyy

ilmeisesti XA- ja/}-furanoosien ja avoketjuisten ketoosien seos.

3-DGP on tdssd muodossa biologisesti aktiivinen. Vapaan 3-DGP:n
asemasta kdytetddn mieluummin stabiileja johdannaisia, nimittiin
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triasyyliyhdisteitd, vastaavia glykosideja tai niiden diasyyli-
vhdisteitd (kaavan I muikaisia yhdisteitd, joissa R; merkitsee asyyli-
tai alkyylit&hdettd ja Ry ja Ry merkitsevdt vetyatomia tai asyyli-
tiahdettd RyC0), tavallisesti kiteytymdttdmind, Sljymdisind yhdisteind,
tai kaavan IT (R = H ) mukaista dianhydridid tai niiden diasyyli-
esterid (kaava II, jossa R = asyyli), jolloin tavallisesti on Kysymys
hyvin kiteytyvistd yhdisteistd.

Glykosidit muodostuvat jo lyhyen, huoneenlampctilassa suoritetun
kdsittelyn jdlkeen erittdin helposti 3-DGP:n liuocksista vastaavissa
alkcholeissa erittdin vdhiisten hapon tai Ht-muodossa olevan ionin-
liucksessa tapahtuu glykosidin hydrolyysi, niin ettd fysiologisissa
olosuhteissa voidaan odottaa vapaan 3-DGP:n kanssa ekvivalenttista

Kaavan II (R = H) mukainen dianhydridi muodostuu helposti kdsittelemdl~
14 3-DGP:n kohtuullisen happamia liuocksia vettd sitovilla aineilla,
kuten esimerkiksi vedettdmdlld natriumsulfaatilla tai kalsium-
sulfaatilla, tai haihduttamalla 3-DGP:n vesi- tai orgaanisia liucksia
ja jattéamdlld vedetdn tuote seisomaan. Vesiliuoksessa dianhydridi
(kaava II) glykosidien tavoin lohkeaa helposti monomeereiksi.

Kaavojen I ja II, joissa Ry, Ry ja Ry tai R merkitsee asyyliryhmd§,
muikaiset asyyliyhdisteet, voidaan valmistaa kaavan I, jossa R; on vety
tai alkyyliryhmd (glykosidi), mukaisista yhdisteistd, tai kaavan II
mukaisesta dianhydridistd, jossa R on vetyatomi, sindnsd tunnetulla
tavalla antamalla mainittujen yhdisteiden reagoida etikkahappo-
anhydridin kanssa pyridiinissi.

Sentdhden esilld olevan keksinnén kohteena on keksinndrmukaisten
yhdisteiden, joilla on yleinen kaava I tai II, jossa R;:114, Ry:lla,
R3:lla, Ry:114, Rg:114 ja R:114 on edelld mainittu merkitys, ja joille
on tunnusomaista, ettd o- tai f-1,4-kytkettyjd di- tai oligo-
sakkarideja, jotka pelkistivdssd pddssddn sisdltédviat glukoosi-,
fruktoosi-, tai mannoosimolekyylin, kisitelld&@n epdorgaanisilla tai
orgaanisilla emdksilld, saadusta reaktiosecksesta sinidnsid tunnetulla
tavalla eristetddn 3-decksi-D-glyseropentuloosi (3-DGP), joka on kKaavan
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I mikainen, jossa Ry, Ry ja R3 merkitsevdt vetyatomia, ja haluttaessa
3-DGP sindnsd tunnetulla tavalla mutetaan glykosidikseen (kaava I, Ry
= alkyyli), diasyyliglykosidikseen (kaava I, R; = alkyyli, Ry, Ry =
Ry00) triasyyliglykosidikseen (kaava I, Ry, Ry, R3 = R4Q0), di-
anhydridikseen (kaava II, R = H) tai diasyylianhydridikseen (kaava II,
R = RsC0) .

Menetelmd suoritetaan etupddssd vettd sisdltdvassid vdlivaiheessa.
Reaktion suorituslédmpdtila on mieluummin huoneenlimpdtilan ja 100 ©C:n

valills.

Kaavoja I ja II vastaavien, esilld olevan keksinndn muikaisten yhdistei-
den solun lisdkasvua estdvien-sytostaattisten-mikrobienvastaisten
ominaisuuksien tutkimiseksi yhdisteet tutkittiin humaani munasarja-
kasvainsoluviljelmdlld (HOC-7), jolloin koejdrjestelmdnd kdytettiin
niin sanocttua humaani kasvain kloonausmddritystd (HTCA), jarjestelmid,
Jjossa kasvaimen yksittdissolujen klonaalinen kasvu selektiivisesti
tarttuu kiinni puolikiinteissd elatusalustoissa (vrt. S. Hamburger,
Science 197 (1977), 461). Yhdisteet osoittivat tdl16in ylldttivén

vaikutusta.

Toksisuuskokeessa (hiiri, suun kautta suoritettu koe) havaittiin,
ettd kaavoja I ja II vastaavilla, keksinndrmukaisilla yhdisteilld ei
ilmennyt mitd3dn havaittavaa, akuuttia toksisuutta.

Niiden huomattavan solun lisdkasvua estdvian-sytostaattisen-mikrobien-
vastaisen sekd suotuisien toksisuutta koskevien tulosten perusteella
esilld olevan keksinndn mukaisilla yhdisteilld osoittautuu olevan
epdtavallisen laaja farmakologinen indeksi (kerroin, joka mucdostetaan
tehokkaan anncksen ED ja toksisuuden IDgq) perusteella. Sitdpaitsi
todettiin bakterisidinen vaikutus.

Esilld olevan keksinndn kohteena siitd syystd on myds lddkeaine, joka
vaikuttavana aineena sisdltdd yhtd tai useampaa kaavan I ja/tai II
mukaista yhdistettd. Tavanomaisten farmaseuttisten kantaja- ja/tai
laimennusaineiden rinnalla ndmid lddkeaineet voivat sisdltii kaavan I
ja/tai IT mukaisten yhdisteiden rinnalla hoidon tukemiseksi mahdol-
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lisesti vield mySs muita vaikuttavia aineita, sikdli kuin ne eivat
keksinndnmikaisten yhdisteiden kanssa csoita ei-toivottuja sivu-
vaikutuksia. Sopivat, tarkoituksermukaiset anncstelumiocdot, annostelu-
Jja kdyttotavat esimerkiksi suun kautta suoritettavaa, topikaalista,
infusoitavaa, injisoitavaa j.n.e. antamista varten vastaavat oleel-
lisesti tunnettujen, solun liikakasvua estdvien/sytotoksisesti
vaikuttavien aineiden suhteen tunnettuja edellytyksid, mutta jolloin
esilld olevan keksinndnmukaisten yhdisteiden paremman terapeuttisen
leveyden (oleellisesti alhaisemman myrkyllisyyden) perusteella yhdis-
teiden swurempi annostelu ja/tai useammin tapahtuva antaminen tulevat
kysymykseen.

Niitd voidaan antaa kerran tai useammin pdivdssd. Tarkoituksermukainen
mddrd ja antamisen toisto mukauutuu td116in erityisesti sairauden

laadun ja vaikeuden sekd@ potilaan voinnin mukaan.

Alla esitetyissd3 taulukoissa 1 - 3 esitetddn esilld olevan keksinndn
mukaisten yhdisteiden Re-arvot, jotka niiden tutkimiseen kdytetyt
chutlevykromatografialiuottimet sekd HPLC-jdrjestelmdt antoivat.
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Taulukko 1
Chutlevykromatografia (DC)

3-DGP

3-DGP

3-DGP
metyyli~-DGP
etyyli-DGP
i-propyyli-DGP
n-butyyli-DGP

n-butyyli-DGP-diasetaatti
di~-DGP-dianhydridi
di-DGP-dianhydridi
DGP-4-nitrofenyyliosatsoni
di-DGP-dianhydridi-diasetaatti
3-DGP-triasetaatti

Liuotin™* Re-arvo

1

LT S .

KRS T S SRR

0,49
0,29
0,17%
0,42 ja 0,55%
0,67
0,90
1,0%, liuottimen
kulkeutumismatka 76 mm
0,73 ja 0,641
0,35
0,25%
0,21
0,64
0,74

+ Re-arvo n-butyyli-DGP:1le = 1,0; liuottimen kulkeutumismatka

3x10 cm

liuvottimen kulkeutumismatka 2 x 10 cm

..'_*.
H+  xatso taulukko 2

Kaytettiin seuraavia DC-liucttimia sekd HPLC-jarjestelmid:

Taulukko 2
DC-liuotin
No (DC-valmislevyt, Kieselgel 60 F254 10x20 cm Merck tilaus-
numero 5729)
1 metyylietyyliketoni/jadetikka/metanoli
60
2 metyylietyyliketoni/vesi
92,5
3 metyylietyyliketoni/tolueeni
20
4 metyylietyyliketoni/tolueeni
50
5 bentseeni/tetrahydrofuraani/jddetikka

75 20

5
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Suihkereagenssi: 200 mg 1,3-naftaliinidiolia 50 ml:ssa metanolia +
50 ml:ssa 20-prosenttista rikkihappoa; 10 mimmttia
100 ©cC:ssa

3-DGP ja johdannaiset tulevat ndkyviin sinivihreind ldiskini

Taulukko 3
HPLC-jarjestelmd
Jarjestelmd 1 Jarjestelmd 2
Pylvis SHODEX S 801 Vertex-Hypersie
8 x 500 mm APS 3 pm 4,0 x 250mm
Eluentti kalsiumatsidi asetonitriili-
vedessd fosfaattipuskuri
Virtaus ml/minuutti 0,9 1,2
Ilmaisin RI (taitekerroin- RI (taitekerroin-
detektori) detektori)
Sy6ttétilavaus ul 20 20
Lampstila ©C %0 huoneenlémpdtila

retentiocaika noin minuutteja:

3-DGP 26,80 (kuva 4) 3,29 (kuva 5)
dianhydridi
(II, R =H) 25,54 _—

Seuraavat esimerkit valaisevat ldhemmin keksintdd yhdessd piirrosten
kanssa. Piirroksissa esittédvit seuraavasti:

Kuva 1 esimerkin 6 muikaisen yhdisteen IR-spektrid;

Kuva 2 esimerkin 6 mikaisen yhdisteen HNMR-spektrii;

Kuva 3 esimerkin 2 mukaisen yhdisteen IR-spektrii;

Kuva 4 HPIC-eluutiodiagrammia jarjestelmdssd 1 3-DPG:td varten;
Kuva 5 HPIC—diagrammia jdrjestelmdssd 2 3-DPG:td varten ja
Kuva 6 HPIC-diagrammia jdrjestelmdssd 1 dianhydridid v varten.
Esimerkki 1

Laktoosimonohydraattia 52,63 g, vastaten 50,0 g vedetdntd laktoosia,
liuotettiin 25 g:aan vettd 100 ©C:ssa, lis&ttiin 0,65 g vedetdnti
natriumsulfiittia, pidettiin 20 minuutin ajan 100 ©C:ssa, jdshdytettiin
nopeasti huoneenlédmpdtilaan, ympéattiin noin 1 mg:lla laktoosi-
monchydraattia, ja noin 24 tunnin kuluttua emdliuvos erotettin imemillid
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reagoimattomista laktocsikiteistd suorittaen jdlkipesu vdhdiselld

......

Sucdos sisdltdd 36,4 g:ssa liucsta 9,5 g sakkaridia. Se suoloitettiin
sekoitusalustavaihtajan kautta, ja saatu neutraali liuos haihdutettiin
tyhjsssd 20 g:aan.

Tuote pantiin lasipylvddseen (sisdldpimitta 26 mm, vaipan la&mmitys

60 °C:een, pituus 100 cm, tHytetty noin 500 ml:1lla kationinvaihtajaa
Iewatit MDS 1368 (voimakkaasti hapan, polystyreenimatriisi, valmistaja
Bayer AG, Leverkusen, natriummodossa), ja sitd eluoitiin vedelli.
Esijakeen jdlkeen, joka ei sisdltdnyt ainetta ja jonka tilavuus oli 175
ml, koottiin jae, jonka tilavuus oli 110 ml ja joka sisdlsi pddosan
laktoosista ja saattosakkarideista. Lisdjae, jonka tilavuus oli 150 ml,
sisdlsi koko 3-DGP:n sekd vahdisid mddrid saattosakkarideja.

3-DGP-jakeet, kaikkiaan 10:std reaktioeradstd, koottiin, haihdutettiin
tyhj6ssd noin 20 g:ksi, ja niille toistettiin sama kromatografointi-
menettely. 3-DGP-jae sisdlsi nyt jdlki&d saattosokereista. Jae haihdu-
tettiin tyhjéssi 10 g:ksi.

Vesipitoisuus Karl Fischerin mukaan: 49,2

o\

HPIC-analyysi (jdrjestelmd 1) antoi: 48,9 % 3-DPG:td
0,8 % galaktoosia
1,1 % muita sokereita

Ominaiskiertokyky: - 22,1 © (c = 3,0 vedessd)

Tamd tuote kdytettiin esimerkissd 3 kuvattuihin kokeisiin solu-
viljelmillsd.

Rakenneselitys:

Uusi aine pelkistdd Fehlingin liucksen mutta ei bromia heikosti
happamessa ymparistSssd. On siis kysymys ketoosista. Se antaa des-
oksisokerin reaktiot Keller-Kilianin (H. Kiliani, Ar. 234, (1986), 273)
seki Dischen mukaan (Z.Dische, Mikroch. 8, (1930), 4-32). Ominais~
kiertokyky on /alfa/20 = - 22,1° ( ¢ = 3,0 vedessi). Se kiiytt#i moolia
kohti 1 moolin perjodaattia, siind on siis aincastaan yksi dioliryhmi.
Kiteytetty nitrofenyyliosatsoni osoittautui sulamispisteen (253°C) ja
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10

alkuaineanalyysin perusteella identtiseksi 3-decksiksyloosiksi kuvatun
tuotteen kanssa (S. Mukherjee ja A.R. Todd, Soc. 94 (1947), 969-973).
Re-arvo liucttimessa on 5:0,21. Koska metyyliglykosidi (I, Ry = CHj,
Ry, Ry = H), n-butyyli(1)-glykosidi (I, Ry = n—C4Hg, Ry, R3 =H ) Jja
dianhydridi (II, R = H) eivdt kidytd perjodaattia, hydroksyyliryhmd
sijaitsee glykosidisen ryhmin vieressd. n-Butyyli-glykosidi (I, Ry =
n—-C4Hg, Ry, Ry = H) voi pyridiinissd reagoida etikkahappoanhydridin
kanssa diasetyyliyhdisteeksi (I, Ry = n—C4Hg, Ry, Rz = COCH3), joka
voidaan tislata suurpaineessa. Kiehumispiste: 90 ©C (0,002 torria =
0,26 Pa). NaOH:1la suoritettu saippuointi antoi molekyylipaincksi 272,5
(C13H20¢:11e laskettu molekyylipaino: 274,319). IR-spektri (kuva 1) ja
massa- ja NMR-spektri (kuva 2) varmistavat annetun rakenteen.

AJ_kuaineanalyysi (C13H2206)
saatu: 56,61 ¥ C, 7,93 $H, 35,6 50
laskettu: 57,0 % C, 8,09 ¥ H, 35,03 O

HPLC, katso taulukko 3
DC, katso taulukko 1

Esimerkki 2

Di-(3-decksi-D—glyseropentuloosi)dianhydridin (II, R = H) valmistus
5 g esimerkissd 1 valmistettua tuctetta, sisdltden 2,445 g 3-DGP:ta,
haihdutettiin vesivakuumissa, noin 50 ©C:n hauteenlimp&tilassa,
jdljelle jdanyt siirappi otettiin 10 ml:aan metyylietyyliketonia,
haihdutettiin uudelleen, ja sama menettely toistettiin vield nelja

tyhjdssd 100°C:een. Moniviikkoisen tyhjossd seisottamisen jdlkeen
tapahtui spontaani kiteytyminen paksuksi kidepuurcksi. 1-butanolista ja
metanolista suoritetun uudelleenkiteyttdmisen jdlkeen saatiin 0,8 g
virittomid kiteitd. Sulamispiste: 148-149 ©C.

Ominaiskiertokyky /alfa/20p = -12,0°C (c = 2,3 vedessi)
Alkuaineanalyysi:

saatu: 51,35 $ C, 6,83 $ H, 41,26 3 O
laskettu: 51,72 % C, 6,94 % H, 41,34 $ O (CygH;¢0g:1le)
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IR-spektri kidy selville kuvassa 3.

Aine ei pelkistd Fehlingin liuosta eikd kdytd perjodaattia neutraalissa
liucksessa.

Etikkahappoanhydridilld/pyridiinilld saatava diasetyyliyhdiste (II, R=
asetyyli) on samoin hyvin kiteytyvd yhdiste.
DC, katso taulukko 1.

Esimerkki 3

DGP:n saanto laktoosista erilaisilla reagoivilla aineilla

Kulloinkin 52,63 g laktoosimonochydraattia, vastaten 50 g:aa vedetdntd
laktoosia, liuotettiin, kuten esimerkissd 1, 25 g:aan vettd 100 ©C:ssa,
lisdttiin 25 ml reagoivien aineiden liuosta (konsentraatio kts. tau-
lukko 4) ja pidettiin 20 mimwtin ajan 100 ©C:ssa. Nopean jiihdytyksen
jdlkeen arvioitiin HPLC-jdrjestelmdlld 1 reaktioseoksen DGP-pitoisuus
prosentteina kdytetyn vedettdméin laktoosin suhteen. Tulokset kdyvat

ilmi seuraavassa taulukossa 4.

Taulukko 4

Reagoiva aine Konsentraatio g/100 ml Muodostunut DGP %
Na,SO5 5 0,96
NayCO3 4 0,17
NaCH 1,5 2,01
Trietyyliamiini 0,25 ml + 0,25 ml Hy0 0,34
Pyridiini 0,25 ml 0,13
Esimerkki 4

DGP:n saanto erilaisista di- ja oligosakkarideista

Suoritus oli samanlainen kuin esimerkissd 3. Laktoosin tilalla kiytet-
tiin 50 g (kuivapaino) kulloinkin erilaisia di- ja oligosakkarideja.
Reagenssina lisdttiin aina 25 ml natriumhydroksidiliuosta, jonka
konsentraatio oli 1,5 g/100 ml. Tulokset esitetdin seuraavassa taulu-
kossa 5.
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Taulukko 5

Kiytetty sakkaridi Muodostunut DGP %
Laktuloosi 2,07
Maltoosi. 1,54
Fpilaktoosi 1,34
Oligomaltosidi* 1,51
Sellobioosi 1,75

* Glukoositon, saatu tirkkelyssiirapista metanolilla saostamalla
Molekyylipaino noin 2300

Esimerkki 5

n-butyyli-deoksi-D—glyseropentulosidin valmistus

5 g esimerkissd 1 saatua tuotetta, joka sisdlsi 2,445 g DGP:t§,
sekoitettiin 5 ml:n kanssa n-butanolia ja haihdutettiin pydro~
haihduttajassa ldhtotilavuuteen. Vaihe toistettiin vield kolme kertaa
kaiken veden poistamiseksi, tilavuus tdydennettiin n-butanolilla 25
ml:ksi, ja liuosta sekoitettiin huoneenldmpdtilassa 10 minuuttia, sen
jdlkeen kun siihen oli lisdtty hienojakoista, voimakkaasti hapanta
kationinvaihtajaa H'-muodossa (Duolite Microionex H). Suodattamisen
Jjdlkeen pyridiinin (50 ul) lisdyksen jdlkeen kaikki liuotin poistettiin
haihduttamalla tyhjossd. Jdljelle jdi 3,40 g vaaleankeltaista, dljy-
mdistd nestetttd, joka liukeni hyvin veteen, alkcholeihin ja alempiin
ketoneihin. Ohutlevykromatoghrafia, kts. taulukko 1.

Esimerkki 6

n-butyyli-1,4-diasetyyli-3-decksi-D~glyseropentulosidin valmistus

3,40 g esimerkin 4 mukaan valmistettua n-butyyliglykosidia liuctettiin
100 ml:aan pyridiinid, lis&ttiin 10 ml etikkahappoanhydridid, ja seos
jatettiin 24 h:n ajaksi seisomaan huoneenlémp&tilaan. Lietos kaadettiin
kertoja vedelld ja kuivattiin tyh]jéssd P,05:n pddlld.

Saanto: 3,67 g

Tuote voitiin tislata 0,266 Pa:n (0,002 mm Hg) paineessa noin

80 ©C:ssa.

Ominaiskiertokyky /alfa/zoD = -37,7° (c = 0,5; kloroformi)
Tiheys 20/4: 1,86



10

15

20

25

30

35

13

Alkuaineanalyysi: C H 0
C13Hp50:11e laskettu 56,61 7,93 35,6
midritetty 57,0 8,09 35,0

TR-spektri, katso kuva 1
NMR-spektri, katso kuva 2
Chutlevykromatografia, katso taulukko 1

Esimerkki 7

3-DGP-triasetaatin valmistus (R;: asyyli)

3,16 g di-DGP—diasetaattia liuotettiin 10 ml:aan 0,1-normaalista HCl:a,
joka oli jddetikassa, lisdttiin 0,5 ml etikkahappoanhydridid ja
pidettiin 120 minuuttia 40°C:ssa. Sen jdlkeen kun oli lisitty 200 ul
trietyyliamiinia, liete haihdutettiin tyhjdssd. Jdljelle jdi keltaista
6ljyd 5,15 g. Se liuotettiin 5 ml:aan tolueenia, pantiin pylvadseen,
Jjossa oli 200 ml Kieselgel 60:a Merck (230 - 400 mesh), eluoitiin
seuraavaksi 200 ml:1lla tolueenia, sitten 200 ml:lla tolueeni-etyyli-
asetaattia (80 + 20) sekd 200 ml:lla tolueeni-etyyliasetaattia (60 +
40) . Pddaine tuli ndkyviin jakeessa 310-360 ml. Se haihdutettiin
tyhjossd. variton 6ljy. Saanto: 3,62 g.

Rg-arvo katso taulukko 1.

Esimerkki 8

Biologinen koe

Esimerkissd 1 valmistettua 3-DGP:td sekd DGP-DA:ta esimerkistad 2
tutkittiin niiden solun liikakasvua estdvien-sytostaattisten-mikrobien-
vastaisten ominaisuuksien suhteen humaani munasolusySpdsoluviljelmissi
(HOC=7), jolloin koejdrjestelmind kidytettiin niin sanottua humaani
kasvainkloonausmddritystd (HTCA), jossa pahanlaatuisten yksittdis—
solujen klonaalinen kasvu puolijdhmeissd vdliaineissa selektiivisesti
tarttui kiinni (vrt. S. Hamburger, Science 197 (1977), 461).

Menetelmd
Kumpikin 3-DGP:n ja DGP-DA:n vesiliucs tutkittiin seuraavassa
laimennussarjassa.
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Koekonsentraatio Laimennus Laimennus % ug/ml
putkessa petriml— petrimaljassa
jassa
C 1:5 1:10 0,5 500C
D 1:10 1:20 0,25 2500
E 1:50 1:100 0,05 500
F 1:100 1:200 0,025 250
F1 1:125 1:250 0,02 200
F2 1:165 1:330 0,015 152
F3 1:250 1:500 0,01 100
G 1:500 1:1000 0,005 50
H 1:1000 1:2000 0,0025 25
1 1:5000 1:10000 0,005 5
J 1:10000 1:20000 0,00025 2,5

jolloin mySs negatiivinen kontrollierd (HgCl,:n muodossa) kisiteltiin
livottimella (kaksikertaa tislatulla vedelld) kuten yksi ndyte-eri.

Viljelmid inkuboitiin 21 pHdivdd 37 ©C:ssa, 5 %:ssa C0y:a, 100-prosent-
tisessa ilmankosteudessa, tdmdn jdlkeen viljely lopetettiin, jolloin
kasvaneet pesdkkeet (kloonit) valittiin mikroskoopin alla.

Tutkitun liucksen tehokkuus mddritettiin pesdkkeiden eloonjddmisend,
joka oli < 50 % kontrollista.

Tulos

Livotinkontrolli: VII: pesdkkeiden eloonjddminen 92 % = ei pesidkkeiden
kasvun estoa

Negatiivinen kontrolli: VI: pesdkkeiden eloonjddminen 0 %
Lineaarisuuskontrolli: r = 0,968

Tutkittavan aineen kKonsentraatio: DGP

C-F: pesdkkeiden eloonjdédminen 0 % = vaikutus
F1: 0,08 % = vaikutus
F2: 10 % = vaikutus
F3: 44 % = vdlivaikutus

sesse

dl;o
E.
B
5

G-J: 65 - 84
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Tutkittavan aineen konsentraatio: DGP-DA

C: pesdkkeiden eloonjddminen 30 $ = vaikutus

D 850 % = vdlivaikutus

E: 57 % = vdlivaikutus

F-J: 61 - 89 % = el mitadn
vaikutusta

Tulos ilmaisee selvan eron tutkittujen munasarjaperdisten karsinooma-
solupolvien herkkyyden ja resistenssin vdlillsd, jolloin herkdlld
alueella voitiin osoittaa suuri solun liikakaswvua estdva-
sytostaattinen-mikrobienvastainen vaikutus.

Esimerkissd 1 kuvatuilla 3-DPG:n johdannaisilla (metyyliglykosidi,
n-butyyliglykosidi, diasyyli-n-butyyliglykosidi) saatiin samoissa
koeolosuhteissa selvd solun liikasvua estadvd-sytostaattinen-
mikrobienvastainen vaikutus.

Esimerkki 9
Sdilontd DAB 9, VIII, Nl:n muikaan

Esilld olevan keksinndn mukaiset yhdisteet ilmaisevat bakterisidista
vaikutusta kuten alla esitetyt koe-esimerkit osoittavat:

Valmiste: 0,3-, 1- ja 3-prosenttinen di-decksi-glyseropentuloosi

Koe suoritettiin seuraavilla bakteerikannoilla:

Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus niger ATCC 16404
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Esimerkki 10
S&ilontd DAB 9, VIII Ni:n mukaan

Yhteneviisesti esimerkin 9 mukaan tutkittiin DGP:n bakterisidinen
vaikutus.

Valmiste: DBP:n vesisiirappi, 0,3-, 1- ja 3-prosenttinen,
Valmistuserd: 91621

Tutkimus suoritettiin seuraavilla bakteerikannoilla:
Escherichia coli ATCC 8739

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Candida albicans ATCC 10231

Aspergillus niger ATCC 16404
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd yhdisteen valmistamiseksi, jolla on kaava I tai IT

CH,OR, 1o
| RO-CH
RO~ (I: 0
H-C-H H-G-H
wbor, i
Bl 3
| caz/ \CH:,
HC I |
CH
CH~_ oy _—""2
(0 H-C-H )
o)
H-C-OR
CH,

jossa Rq merkitsee vetyatamia tai alkyyliryhmdd tai asyyliryhmdd, jois-
sa kussakin on 1 - 7 hiiliatamia, Ry ja Ry merkitsevit vetyatomia tai
merkitsevat myds asyyliryhmdd RqCO, R merkitsee vetyatamia tai asyyli-
ryhmdd RgCO ja Ry ja Rg merkitsevdt alkyyliryhmdd, jossa on 1 - 7 hii-
liatomia, tunnet tu siitd, ettd o- tai f-1,4-kytkettyd di- tai
oligosakkaria, joka pelkistdvidssd pddssddn sisdltdd glukoosi-, fruk-
toosi- tai mamnoosimolekyylin, kdsitellddn epdorgaanisella tai orgaani-
sella emdkselld, saadusta reaktioseoksesta eristetddn kaavan I, jossa
R1, Ry ja Ry merkitsevdt vetyatamia, mukaisen 3-deoksi-D-glyseropentu-
loosin (3-DGP), ja jos niin halutaan, 3-DGP sindnsd tunnetulla tavalla
muutetaan triasyyliyhdisteeksi, glykosidikseen (kaava I, Ry = alkyyli),
diasyyliglykosidikseen (kaava I, Ry = alkyyli, Ry, Ry = R4CO), dianhyd-
ridikseen (kaava II, R = H) tai diasyylianhydridikseen (kaava II, R =
RsCO) .

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tumnettu siitd, ettd val-
mistetaan kaavan I mukainen yhdiste, jossa Ry on vetyatomi, asyyli- tai
alkyyliryhmd, joissa kussakin on 1 - 4 hiiliatomia.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd val-
mistetaan kaavan I tai IT mukainen yhdiste, jossa R4 tai Rg on alkyyli-
ryhmd, jossa on 1 - 4 hiiliatomia.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd val-
mistetaan 3-decksi-D-glyseropentuloosi (kaava I, Ry, Ry, Ry = H).
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5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd val-
mistetaan metyyli-3-decksi-D-glysercpentulcsidi (kaava I, R1 = CHy, Ry,
R3 = H).

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunmnettu siitd, ettd val-
mistetaan n-butyyli-3-deoksi-D-glyseropentulosidi (kaava I, Ry =
n-CqHg, Ry, Ry = H).

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd val-
mistetaan n-butyyli-diasetyyli-3-deocksi-D-glyseropentulosidi (kaava I,
Ry = n-C4Hg, Ry, Ry = COCH3) .

8. DPatenttivaatimuiksen 1 mukainen menetelmd, tunmettu siitd, ettd val-
mistetaan di- (3-decksi-D-glyseropentuloosi) -dianhydridi (kaava II, R =
H).

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd val-
mistetaan diasetyyli-di- (3-decksi-D-glysercpentulosidi) -dianhydridi
(kaava II, R = COCH3).

10. Patenttivaatimiksen 1 muikainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd val-
mistetaan triasetyyli-3-deocksi-D-glyseropentulosidi.
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