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" 42 —artaldnos—képletd;—{4); 5 —képletd, tovabba

(b)5— {d), {d-1) és (d-2) képletil amino-ciklopentédn-szarmazékok,

ahol az (1) és—{2) &ltaléanos képletben

R; jelentése hidrogénatom, és ugyanakkor

R, jelentése hidroxi-metil-csoport, vagy pedig

R; jelentése hidroxi-metil-csoport, és ugyanakkor

R, jelentése hidrogénatom; és

R3 jelentése helyettesitett vagy helyettesitetlen aril-

csoport, vagy 1-10 szénatomos alkilcsoport, alkenil-
csoport, alkinilcsoport vagy hidroxi-alkil-csoport.
A taldlmany targya tovabbad eljards az (1) 4&ltalanos
kép-
leti vegyiiletek, walamint -a-(b) képletl vegyilet eldallitésara.
Az (1) A&ltalédnos képletli vegytiletek—-elé&idltitasara a
taldlmany értelmében ugy jarnak el, hogy a (3) &ltaldnos képletd

tiokarbamid- szarma;ekokat a kivant gylris izokarbamid-szarmazeée-

kakkiialakitgakruah94437(3) altaldnos képletben
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A jelen taldlmany targyadt Uj szerkezetd amino-ciklopen-
tdn-szarmazékok, tovadbbad az ezek elddllitdsdhoz haszndlhatd
kdztitermékek képezik. Részletesebben, a taldlmény targyat gliko-
ziddz inhibitorok (glikozidaz enzimeket gadtld anyagok) képezik.

A k6zelmiltban folytatott vizsgdlatok felderitették a
sejtek felszinén levd cukorladncok bioldégiai szerepeit. Igy az
ezen cukorlancokat felépitd vagy azokat lebontd enzimek inhibi-
toraira iranyult a figyelem, és széleskord kémiai vizsgélatok
kezd&édtek. Tovadbba, a kozelmult éveiben a kilonbozd glikozidaz
enzimek specifikus inhibitorainak kifejlesztése kerilt az érdek-
18dés kozéppontjdba. Kisérletek folytak példaul a maltazt nem
gatldé, de a szachardzt gatld vegytliletek kifejlesztésére (bar
mind- két enzim egyardnt oa-glikozid hidroléaz), valamint olyan
vegylletek elddllitdsdra, amelyek egy &llati eredetli enzimet nem
gatolnak, de egy rovarokbdél szarmazdét igen. A kutatds jelenlegi
szakaszédban 4&ltaldban Ggy kozelitik meg e célokat, hogy a
célenzim altal in vivo kérilmények kozott ténylegesen
elhidrolizalt cukorlanc szerkezete szerint tervezik meg az
inhibitorokat. Igy glikozid hidrolaz inhibitorokként ugynevezett
szacharid-analégokat alkalmaztak, ahol a lead (vezér-) vegylletek
egyszerld szerkezetl anyagok voltak. E szacharid-analdgok koézott
megkiilonbdztetink karbaszacharidokat, azaszacharidokat,
tiaszacharidokat, foszfaszacharidokat és mas, hasonldkat.

Megfigyeltek olyan vegylleteket, amelyek esetében a

fenti médon tervezett és eldadllitott oligoszacharid lanc nem a



megcélzott enzimet latszik gatolni, hanem valamely mé&s enzimet.
Ezért a specifikus enzimek kifejlesztése sorén kapott lead ve-
gytiletekkel kapcsolatban tobbféle probléma is felmeril. E prob-
1émak megoldasa céljabdl szamos Uj lead vegyliletet &llitottak eld
és vizsgaltak meg. C-H. Wong és munkatdrsai tanulmanyaik koérét az
azapiranézokrél [G. C. Lock, C. H. Fotsh és C-H. Wong, Acc. Chem.
Res., 26, 182 - 190. (1993)] az azafurandézokra [Y-F. Wang, Y.
Takaoka és C-H. Wong, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 33, 1242-
1244. (1994)] terjesztik ki. Nemrég leirtdk, hogy amidinvazas
vegylletek gatoljdk a glikozidazokat. Ezért megkiséreltek egy
azaszacharidot ezen amidinvazon keresztil beépiteni egy
oligoszacharid lancba [a) G. Papandreou, M. K. Tong és B. Ganem,
J. Amer. Chem. Soc., 115, 11682 - 11690. (1993); b) Y. Bleriot,
A. Genre-Grandpierre és C. Tellier, Tetrahedron Lett., 35,
1867 - 1870. (1994)].

Masrészt, az o-gliikoziddz hidroladzok koézé tartozik az
o-glikozidaz I és II, amelyek az amiléazon, maltéazon,
izomaltéazon, szachardzon és trehaldzon kivil a sejtben a
glikoproteinek bioszintézisét befolyasoljak. A kozelmultban nagy
eré6feszitéseket tettek arra, hogy az ezen enzimek inhibitorait
gyégyszerekként vagy kémiai novényvédSszerekként alkalmazzak;
néhany inhibitor mar a kereskedelemben kaphaté. Példaul az o-
amildzt és szachardzt gatld acarbose-t cukorbaj-ellenes vagy
elhizds-ellenes szerként hoztdk forgalomba (védjegyzett neve:
Glucobay, gyartja a Bayer cég). Tovdbba a trehalazt gatld
validamicineket a csikos gabonarozsdasodds ellen hasznalhatd

novényvédészerekként forgalmazzdk (védjegyzett név: Validacin,



‘ oo-: ooo: .co

. .« ®
t 1 .o .

Takeda Chemical Industries, Ltd.), és e hatdanyagtdl azt remélik,
hogy rovarellenes szerként 1is hatdsos lesz. Ezenkivil, az
Egyesilt Allamokban a dezoxi-nodzsirimicin-szarmazékokat mint
virusellenes szereket klinikailag vizsgdljak. Tovdbba olyan
vizsgalatok 1is folynak, amelyekben az inhibitorokat Dbizonyos
enzimek ismeretlen szerepének tisztéazadsdhoz kivanjak
felhaszndlni. A kdzelmiltban arrdél is beszamoltak, hogy a dezoxi-
nodzsirimicin (roviditése: DNJ) AIDS (aquired immune deficiency
syndrome, szerzett immunhianyos tlnetegylittes) ellen is hatasos.
Ezért a glikoziddz inhibitorok a figyelem kozéppontjdba keriltek,
és jelenleg nagy igény van olyan 0j szerkezetl enzim inhibitorok
kifejlesztésére, amelyeket gydgyszerekként és/vagy novényvédsd-
szerekként lehet alkalmazni.

A jelen taldlmadny célkitlzése az volt, hogy olyan
amino-ciklopentdn-szarmazékokat taldljunk, amelyek 0Uj szerke-
zetd szacharid-analdégok, amelyeknek rendkiviil erds O-glikozidaz
gatld hatasuk van, és amelyektdl azt remélhetjiik, hogy gydgy-
szerekként vagy novényvéddészerekként lehet majd hasznalni Sket.

A jelen taldlmény targyadt az aldbbiak képezik:

1) az (1) &altalanos képletl, ahol

R; jelentése hidrogénatom, és ugyanakkor

R> jelentése hidroxi-metil-csoport, vagy pedig

Ry jelentése hidroxi-metil-csoport, és ugyanakkor

R, jelentése hidrogénatom; és

R3 jelentése helyettesitett vagy helyettesitetlen aril-

csoport, vagy 1-10 szénatomos alkilcsoport, alkenil-

csoport, alkinilcsoport vagy hidroxi-alkil-csoport,



amino-ciklopentéan-szarmazékok;
2) a fenti 1) pont szerinti amino-ciklopentén-szarmazékok, ahol

az (1) &ltaldnos képletd amino-ciklopentan-szarmazékokban

Rj jelentése helyettesitett vagy helyettesitetlen aril-
csoport;
3) a fenti 2) pont szerinti amino-ciklopentan-szarmazékok, ahol

az (1) &ltalédnos képletli amino-ciklopentan-szadrmazék példaul az
(1-1L) képletd (1S,5R,6S,7S,8R)-6-hidroxi-metil-3-fenil-amino-2-
-oxa-4-azabiciklo([3.3.0]okt~3-én-6,7,8-triol, az (1-1D) képletd
(1R, 5S,6R,7R,8S)-6-hidroxi-metil-3~fenil-amino-2-oxa-4-azabiciklo
[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol, az (1-2L) képletd (1S,5R,6S,7R,8S)~-
l1-hidroxi-metil-3-fenil-amino-2-oxa-4-azabiciklo 3.3.0]Jokt-3-én-
6,7,8-triol, vagy az (1-2D) képletd (1R,5S,6R,7S,8R)-1-hidroxi-
metil-3-fenil-amino-2-oxa-4-azabiciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol
4) a fenti 1) pont szerinti amino-ciklopentan-szé&rmazékok, ahol
az (1) &ltalédnos képletl amino-ciklopentén-szarmazékokban

Rj jelentése 1-10 szénatomos alkilcsoport;

5) a fenti 4) pont szerinti amino-ciklopentdn-szarmazékok, ahol
az (1) 4&ltaldnos képletd amino-ciklopentdn-szarmazék példaul a
(2-1L) képletld (1S,5R,6S,7S,8R)-6-hidroxi-metil-3-butil-amino-2-
-oxa-4-azabiciklo[3.3.0]jokt-3-én-6,7,8-triol, a (2-1D) képletd
(1R, 5S,6R,7R,8S)-6-hidroxi-metil-3-butil-amino-2-oxa-4-azabiciklo
[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol, a (2-2L) képletd (1S,5R,6S,7R,8S)-1-
hidroxi-metil-3-butil-amino-2-oxa-4-azabiciklo([3.3.0]okt-3-én-
6,7,8-triol, vagy a (2-2D) képletd (1R,5S,6R,7S,8R)-1-hidroxi-
metil-3-butil-amino-2-oxa-4-azabiciklo([3.3.0]okt-3-én-6,7,8-

triol;



6) glikozidadz inhibitor készitmények, amelyek hatdanyagként
valamely, a fenti 1) pont szerinti amino-ciklopentdn-szérmazékot
tartalmaznak;

7) a fenti 6) pont szerinti glikoziddz inhibitor, ahol az
emlitett glikoziddz inhibitor egy a-glikozidaz inhibitor;

8) a fenti 7) pont szerinti glikozid&z inhibitor, ahol az
emlitett hatdanyag valamely, a fenti 2) vagy 4) pont szerinti
amino-ciklopentan-szarmazék;

9) a fenti 8) pont szerinti glikoziddz inhibitor, ahol az
emlitett hatdanyag valamely, a fenti 3) wvagy 5) pont szerinti
amino-ciklopentdn-szarmazék;

10) eljards a fenti 1) pont szerinti amino-ciklopentan- szarma-
zékok eldallitasara, amely abban 4&ll, hogy valamely (3) alta-
lanos képletd, ahol

Ri, R, és R; jelentése a fenti 1) pontban megadott,
tiokarbamid-szarmazékot gyldrls izokarbamid-szadrmazékkd alaki-

tunk.

Az Aabrak rovid leirasa

Az 1. &bra a HIV (huma&n immunhi&nyt okozdé virus) ter-
melésére gyakorolt gatldé hatast mutatja be fitohemagglutininnel
aktivalt, periférids vérbdl szarmazd egymagvu sejteken,

a 2. 4&bra a sejtek Osszeolvadasara (oriassejtek kép-
z8désére) gyakorolt gatld hatdst mutatja be a HIV-vel fertdzott
Molt-4/C18 sejtek és Molt-4/IIIB sejtek egylittes tenyésztése

esetén.



A jelen taldlmédnyt az alédbbiakban részletesen ismer-
tetjik.

Ugy tekintjik, hogy a jelen taldlmény szerinti (1)
dltaldnos képletd amino-ciklopentdn-szarmazékok [a tovébbiakban
egyszerden: (1) 4&ltaldnos képletd vegyliletek] az A-reakcidvaz-
lattal szemléltetett tautomer formakban létezhetnek. Igy az (1)
dltaldnos képletben szerepld folytonos és vele parhuzamos szag-
gatott vonal e tautomerekre utal. Az (1) 4&altaldnos képlet e
vegyliletek tetszés szerinti sztereoizomerjeit is jeloli.

Tovdbba ugy tekintjik, hogy a gyldrls izokarbamid- -
kotést tartalmazd, biciklusos gyUrldrendszert képviseld (1)
dltaldnos képletl vegylletekben a hidroxilcsoportok és a hidroxi-
-metil-csoportok térdllasa igen fontos tényezd, és nagymértékben
befolydsolja a vegyiiletek enzim inhibitor hatasat. Feltételez-
ziik, hogy az (1) é&ltalédnos képleti vegylletek izokarbamid-vaza-
nak két nitrogénatomja gyengén bazikus jellegli, és erdsen kotd-
dik az aktiv centrumhoz, amikor az (1) &ltaldnos képletl vegyllet
komplexet képez egy enzimmel. Ezadltal az enzimre gyakorolt
specifikus gatld hatas mérﬁéke minden korabbit felilmdlhat.

Az (1) Altaldnos képletd vegyliletekben
R; jelentése helyettesitett vagy helyettesitetlen aril-

csoport, vagy 1-10 szénatomos, és eldnydsen 3-8

szénatomos alkilcsoport, alkenilcsoport, alkinilcso-

port vagy hidroxi-alkil-csoport.

R; jelentése eldnydsen fenilcsoport vagy butilcsoport.

Az arilcsoport helyettesitdje lehet példaul 1-6 szén-

atomos alkilcsoport, alkenilcsoport vagy alkinilcsoport, tovéabba



halogénatom, hidroxilcsoport, nitrocsoport és/vagy karboxilcso-
port.

A jelen taldlmdny szerinti (1) A&ltaldnos képletd
vegyliletek eldnyds képviseldi példaul az (1-1), (1-2), (2-1) és
a (2-2) képletl vegyliletek.

Az (1-1) és az (1-2) képletd vegylletek egymds szer-
kezeti izomerjei, masrészt a (2-1) és a (2-2) képletld vegyl-
letek ugyancsak egymas szerkezeti izomerjei. Amint ezt a fenti
3) pontban leirtuk, az (1-1) képletd vegyililet az (1-1L) és az (1-
1D) szerkezeti képletl enantiomereket foglalja magadban. Hasonld
médon, amint ezt a fenti 3) pontban leirtuk, az (1-2) képletl
vegylilet az (1-2L) és az (1-2D) szerkezeti képletd enantiomereket
foglalja magéban. Ezenkivil, az (1-1) és az (1-2) képletd
vegyliletek tetszés szerinti diasztereomerek lehetnek, a 6-os, 7-
es és 8-as helyzetd hidroxilcsoportok térallasa szerint. Amint
ezt a fenti 5) pontban leirtuk, a (2-1) képletd vegyilet a (2-
1L) és a (2-1D) szerkezeti képletld enantiomereket foglalja
magdban. Hasonldé médon, amint ezt a fenti 5) pontban leirtuk, a
(2-2) képletd vegyllet a (2-2L) és a (2-2D) szerkezeti kepletl
enantiomereket foglalja magédban. Ezenkivil, a (2-1) és a (2-2)
képletl vegyililetek tetszés szerinti diasztereomerek lehetnek, a
6-os, 7-es és 8-as helyzet( hidroxilcsoportok térallésa szerint.

Az (1-1) és (1-2) képletl vegyuletek glikozidaz inhi-
bitor hatdst mutatnak. E vegylletek mindegyike kiléndsen erdsen
gdtolja az a-gliitkozidadz enzimeket. E vegyliletek HIV-ellenes
hatast is kifejtenek. Hasonld mdédon, a (2-1) és a (2-2) képletd

vegyililetek is gatoljdk a glikozidazokat. E vegyiiletek kidlodndsen
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erdsen gatoljdk az a-glikoziddz enzimeket. HIV-ellenes hatést is
kifejtenek.

A jelen taldlmdny szerinti (1-1L) és az (1-2L) képlett
vegylleteket a B-reakcidévazlattal szemléltetett mdébdon allithatjuk
eld.

E célbdél eldszdr az (a) képletd olefin-szarmazékot
[amelyet C. Uchida, T. Yamagishi és S. Ogawa, J. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 1, 589 - 602. (1994) alatti kozleményében leirt
médon 4llitunk eld] feloldunk valamely, nem-keton tipusu szerves
olddészerben (eldénydsen 1,2-diklér-eténban). Ezutdn az elegyet
vizes puffer-oldat jelenlétében semleges pH-n tartjuk, és szoba-
hémérsékleten eqgy oxidalészert, példaul egy persavat (példaul
m-klér-perbenzoesavat, perbenzoesavat, monoperoxi-ftalsavat,
trifluor-perecetsavat vagy perhangyasavat), vagy pedig egy
peroxidot (példaul dioxirant) adunk hozza. Egy mésik mddszer
szerint eljarhatunk ugy 1is, hogy az elégyhez 0°C és korulbelul
a reakcidelegy forrpontja (reflux) koézotti hémérsékleten vala-
mely, hidroperoxidot képezni képes fémkatalizdtort [példaul
vanaddium-pentoxidot (V20s5) és tercier-butil-hidroperoxidot
(tBuOOH) ; nadtrium-wolframatot (Na,WOy) és hidrogén-peroxidot
(H,0;); vagy molibdén-pentoxidot (MoOs), hexametil-foszfor- sav-
triamidot (HMPA) és tercier-butil-hidroperoxidot] adunk. Ezutén a
kapott elegyet 0,5 o6ra és 120 o6ra kozotti ideig soététben
keverjik, 1igy oxidadljuk a kiinduldsi (a) képletd vegyuletet.
Utdna a reakcidelegyet valamely, nem alkohol tipusu szerves
oldészerrel (példaul kloroformmal, etil-acetattal vagy mas,

hasonlékkal) higitjuk, és egy vizes mosdfolyadékkal (natrium-
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tioszulfadt telitett, vizes oldataval, ndtrium-hidrogén-karbonat
telitett, vizes oldatdval vagy mas, hasonldékkal) mossuk. Ily méd-
don a (b) képlettl (3S,4R,5S,0R,7S)-7-acetamido-4,5, 6-tri-O-
acetil-l-oxaspiro[2.4]heptén-4,5,6~triolt kapjuk. Az igy eld-
allitott terméket példaul kromatografias vagy mas, hasonldé méd-
szerekkel tovabb tisztithatjuk. A (b) képletben

Ac jelentése acetilcsoport.

Ezutdn a (b) képletld vegyiletet feloldjuk egy szerves
oldészer vizes oldatédban, példdul N,N-dimetil-formamid vizes
oldatéban, dimetil-szulfoxid vizes oldatdban vagy 2-metoxi-etanol
vizes oldatdban. Az elegyhez nadtrium-acetatot, natrium-benzoatot
vagy més, hasonldkat adunk. A reakcidelegyet szobahémérséklet és
150°C kozdétti hémérsékleten 1 dra és 48 dra kozotti ideig kever-
juk, majd az olddészert csokkentett nyomason ledesztillaljuk. A
kapott maradékot egy bazis, példaul piridin, 4-dimetil-amino-
piridin, lutidin wvagy trietil-amin jelenlétében, ecetsav-anhid-
riddel, acetil-kloriddal vagy mas, hasonldkkal acetilezzik.

A terméket kromatogrdfids vagy mas, hasonldé mddszerrel megtisz-
titva szirupszerG anyag formdjaban kapjuk a (c) képletd 1L-
(1,2,4,5/3)~-5-acetamido-l-acetoxi-metil-2,3,4-tri-O-acetil-
1,2,3,4-ciklopentén-tetraolt.

Ezutdn a (c) képletld vegyliletet uugy dezacetilezzik,
hogy feloldjuk 0,5 mélos és 6 mdélos kozotti koncentracidju sodsav-
ban vagy kénsavban, és az elegyet szobahémérséklet és 100°C
kézotti hémérsékleten 0,5 dra és 5 odra kozotti ideig keverjik.
Ezutdn az oldészert csdkkentett nyomason ledesztilldljuk, és a

kapott maradékot kationcseréld gyanta [példaul Dowex 50W-X2Z,



11

X4, X8 (kereskedelmi név), Amberlite IR-120B, CG-50 (kereske-
delmi név)] vagy mds, hasonldék segitségével megtisztitjuk, ily
médon a (d) képletd epitrehazolaminhoz, vagyis az 1L-(1,2,4,5/3)-
5-amino-1C~-hidroxi-metil-1,2,3,4-ciklopentdan-tetraolhoz jutunk,
amelyet szirupszerl anyag formdjédban kapunk.

Egy mé&sik médszer szerint a (d) képletd vegylilethez
vezetd szintézislton eljédrhatunk wUgy 1is, hogy az (a) képletd
vegyluletet hidroxilezzik, mégpedig vagy aceton vizes oldatéban
az (a) képletd vegyliletre szamitott 1 - 5 egyenértéknyi mennyi-
ségli ozmium-tetroxiddal (0sQ4), vagy pedig 0,05 - 1 egyenértéknyi
mennyiségl ozmium-tetroxiddal és 1 - 5 egyenértéknyi mennyiségtl
mas oxidalészerrel, példdul N-metil-morfolin-N-oxiddal, a reak-
cidéidé 1 ora és 72 ora kozott van. Ezutdn a kapott terméket
acetilezzik, majd a (c) képletd vegylilet diasztereomerjeit
szilikagélen kromatografalva szétvalasztjuk. Ily mdébdon ugy &al-
lithatjuk eld8 a (c) képletd vegyililetet, hogy ekdzben nem készit-
jik el a (b) képletl vegylletet mint koéztiterméket [J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 1, 589 - 602. (1994)].

Ezt kovetbéden a (d) képletld vegylletet feloldjuk egy
alkohol vizes oldataban vagy més, hasonldé olddszerben. Az elegy-
hez hozzdadunk 1 - 5 egyenértéknyi mennyiségld fenil-izotiociana-
tot, és a kapott elegyet 1 ora és 72 obra kozotti ideig 0°C és
80°C kozdtti hémérsékleten keverjik. Utdna az olddszert csdkken-
tett nyomdson ledesztillaljuk, és a maradékot altaladban megosz-
lasos oszlop-kromatogrdfids mdédszerrel tisztitjuk. Ily mddon
fehérszind, szilard anyag formdjédban a fenil-tiokarbamid-szarma-

zékot, vagyis az (e) képletd N-[(1R)-(1,2,3,5/4)-2-hidroxi-me-



til-2,3,4,5-tetrahidro-ciklopentil]-N'-fenil-tiokarbamidot kap-
juk.

Ezutdn az (e) képletl vegylletet feloldjuk egy keton
tipusi vagy alkohol tipusd olddszerben, az oldathoz hozzdadunk
az (e) képletl vegyliletre szamitva 1 - 10 egyenértéknyi mennyi-
ségli katalizatort (sarga vagy vords higany-oxidot, d&lom-dioxi-
dot, eqgy alkil-jodidot, trietil-oxénium-tetrafluoro-borétot,
metil-trifldtot, natrium-hipoklorit és natrium-hidroxid keveré-
két, vagy trifenil-foszfin és  azodikarbonsav-dietil-észter
keverékét), és az elegyet 1 dra és 72 ora kozdtti ideig 0°C és
kdrilbelil a reakcidelegy forrpontja (reflux) kozdtti hémér-
sékleten keverjik. Igy a gydrds izokarbamid-sz&rmazékhoz jutunk.
A kész reakcidelegyet celiten vagy més szlrési segédanyagon
dtszdrjik, és a szlrdréteget metanollal vagy méas, hasonld oldéd-
szerrel kimossuk. A sziirletet egyesitjik a mosdéfolyadékkal, és az
oldészert csdkkentett nyomdson ledesztilldljuk. Az 1igy kapott
maradékot vékonyréteg-kromatografids vagy mas, hasonld mdbdszer-
rel tisztitjuk, igy nagyjébdl szétvalasztjuk az izomereket. Ennek
soradn eldszér a nyers 6-hidroxi-metil-izokarbamid-szarmazékot,
vagyis a nyers (1-1L) képletd vegyliletet kapjuk. Ezt a nyers-
terméket a fent leirt mdédon kationcseréld gyanta segitségével
tisztitjuk, igy fehérszind, szildrd anyag formadjaban kapjuk az
(1-1L) képletd vegylletet.

Ezutdn a fent leirt vékonyréteg-kromatografias tisz-
titds soran masodikként a nyers 1l-hidroxi-metil-izokarbamid-
szarmazékot, vagyis a nyers (1-2L) képletl vegyliletet kapjuk,

amelyet a fent leirt médon, kationcseréldé gyanta segitségével
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tisztitunk, ily mdédon fehérszinl, szildrd anyag formdjaban kap-
juk az (1-2L) képletd vegyliletet.

Az (1-1D) és az (1-2D) képletd vegyluletek eldallitésa
céljadbdél a fentiekben leirt eljarast ismételjlik meg, azzal az
eltéréssel, hogy az (a) képletl vegyllet helyett az (ad) kép-
letli sztereoizomert haszndljuk, amelyet a J. Chem. Soc. Perkin
Trans. 1, 1939 - 1942. (1992) alatti kozleményben leirt médon
4llitunk eld8. Igy az (1-1D) és az (1-2D) képletd vegyilileteket az
A- illetve a B-reakcidévazlattal szemléltetett mdédon &llithatjuk
eld.

Az A- és B-reakcidévazlatokon feltintetett mdédon, az
olyan (e) vagy (ed) képletd vegyileteket, amelyek az (1) alta-
lédnos képletben szereplé R; csoportnak megfeleld helyzetben
fenilcsoportot tartalmaznak, ugy &llitjuk eld, hogy a (d) vagy
(dd) képletd vegyileteket fenil-izotiocianattal reagaltatjuk.
Hasonldé médon, mas helyettesitd Rs; csoportot tartalmazd tio-
karbamid-szarmazékokat ugy &llithatunk eldé, hogy a fenil-izo-
tiociandt helyett a fenilcsoport helyén mas, kivant csoportot
tartalmazdé izotiociandtot alkalmazunk. Ezutdn a kapott tiokarba-
mid-szarmazékot a fentivel azonos mddszerrel alakitjuk at a
gylrls izokarbamid-szarmazékkd, és a termék tisztitasat is a
fentivel azonos médon végezziik el. Ily médon a jelen taldlmany
szerinti béarmely, kivant amino-ciklopentén-szarmazékot eldbal-
lithatunk. M&s szavakkal, a (2-1L), (2-2L), (2-1D) és a (2-2D)
képletld vegyiileteket ugy allithatjuk eld, hogy a fent leirt el-
jarast ismételjik meg, de a fenil-izotiociandt helyett butil-

izotiociandtot hasznélunk.
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Varhatdé, hogy a jelen taldlmédny szerinti amino-
ciklo- pentadn-szarmazékok, és kilondsen az (1-1), (1-2), (2-1) és
a (2-2) képletli vegyiletek, amelyek a dezoxi-nodzsirimicinhez
(réviditése: DNJ) hasonldé médon endo-helyzetd nitrogénatomot,
tovdbba a mannosztatinhoz hasonld médon exo-helyzetd nitrogén-
atomot tartalmazé 03 vegyluletek, alkalmazhatdék lesznek 10j
gyégyszerekként és/vagy novényvéddszerekként. Varhatd tovabba,
hogy a Jjelen taldlmany szerinti Uj vegyiletekbdl kiindulva
kiilénféle analdg vegylleteket lehet majd eléallitani, és ez-
dltal még specifikusabb szarmazékokhoz lehet jutni.

fgy a jelen taldlmany szerinti vegyiiletek eldsegithetik
azon rendszerek kutatdsat, amelyek feltehetdleg befolyasoljak a
glikozidaz inhibitor haté&sokkal kapcsolatos, kiildnféle biokémiai
kolcsonhatasokat. fgy e vegylleteket felhaszndlhatjuk Uj gyégy-
szerek kifejlesztéséhez, ilyen gydgyszerek lehetnek példaul a
virusellenes szerek, mint példadul a HIV-ellenes szerek, a szac-
haridok és lipidek metabolizmusdval kapcsolatos betegségek
gyégyszerei (példadul elhizds-ellenes és cukorbaj-ellenes szerek),
az immunrendszert szabalyozd gydgyszerek, mint példiul az immuno-
lé6giai adjuvansok (segédanyagok), a rakos attételeket vissza-
szoritd szerek, a (Pellicularia sasakii, Rhizotonia solani és
mas, hasonldék 4altal okozott) <csikos gabonarozsddsodas ellen
haszndlhaté novényvéddészerek, baktériumellenes szerek és rovar-
irtdészerek. Miutan HIV-ellenes hatdsuk is van, a jelen taldlmany
szerinti vegylileteket a kitjuld HIV-fertdzések kezelésére hasz-

ndlhatjuk.
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A jelen taladlmanyt a tovadbbiakban, a taldlmdny oltalmi
koérének szlkitése nélkil, példadkkal szemléltetjik.
A példdkban az alédbbi eljarasokat, mérési mddszereket

és mintakat alkalmazzuk.

SZINTEZIS
1) Vékonyréteg-kromatografia

Kieselgel 60GF 254 jelzésl, kromatogrdfias célra szol-
gdld szilikagélt (gyartja: Merck and Co., Inc.) tlveglemezekre

viszink fel, és a lemezeket 30 percig 70°C hémérsékleten akti-
valjuk. A foltokat ugy hivjuk eldé, hogy a lemezre tdmény kén-
savat permeteziink, majd a lemezt megmelegitjuk. Az ultraibolya
fény elnyelését ultraibolya lampaval (254 nm, gyartja: Hirai Rika

Kenkyusho) vizsgdljuk, a tomény kénsavas bepermetezes eldtt.

2) Fajlagos forgatdképesség ([alp)
A méréshez egy digitdlis polarimétert hasznélunk
(DIP-370, gyartja: Nippon Bunko-sha). A mérést a natrium D-vona-

14nal végezziik el, kvarc cellat alkalmazva (10 x 10 mm) .

3) Magneses magrezonancia spektroszkoépia (*H-NMR, ’C-NMR)

Az ‘H-NMR-méréseket egy JNM-270 FT, 270 MHz térereju
NMR-spektrométeren végezzik (gyartja: JEOL Ltd.). Olddszerkent
deuteralt kloroformot vagy deuterdlt vizet hasznélunk, és belsd
referencia anyagként a deuterdlt kloroform esetében tetrametil-
szilant (delta = 0,00), illetve a deuterdlt viz esetében ace-

tont (delta = 2,08) hasznalunk.
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A 3C-NMR-méréseket egy JINM-400 FT NMR-spektrométeren

(gyadrtja: JEOL Ltd.) végezzik. Olddészerként metanolt, belsé
referencia anyagként pedig tetrametil-szilant (delta = 0,00)
alkalmazunk.
4) Infravords abszorpcids spektrum (IR-spektrum)

Az adhézidés mddszer (neat) esetében a mintdt egy

kdlium-bromidbél késziilt kristdlylemezre vissziik fel, és a mé-
rést egy Model IR-810 infravords spektrométeren (gyartja: Nippon
Bunko-sha) végezzik. A tablettds médszer (k&lium-bromid-tabletta)
esetében a mérést egy Hitachi 225 jelzésd, diffrakcids raccsal
mikods, BIO-RAD DIGITAL FTS-65 Fourier-transzformdcidval mikodd

infravdrds spektrométeren végezzik.

5) Tomegspektrometria

A nagyfelbontéasi tomegspektrumokat (fast atom bombard-
ment, rodviditése: FAB, gyorsatom utkdztetéses mddszer) egy JEOL
JMS HX-110 tomegspektrométeren (gyartja: JEOL, Ltd.) vesszik fel.
Az 1ionok kimutatdsi mdédja: . FAB-pozitiv, és a matrix anyag:
glicerin (cluster-ion [93 + (92),17). A tomegskédla kalibréalasara

cézium-jodidot hasznélunk.

6) Preparativ vékonyréteg-kromatogréafia
Preparativ vékonyréteg-kromatografias célra keészilt,
Merck Art 5744 jelzésl lapokat hasznalunk (gyartja: Merck and

Co., Inc.). Eluensként metanolt alkalmazunk.
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7) Szilikagélen végzett oszlop-kromatogréafia
E célra Wakogel-300 Jjelzésl szilikagélt (200 - 300

mesh, gyartja: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) haszn&lunk.

8) Desztillacid csokkentett nyomason

Az olddszereket ugy desztilldljuk le csokkentett nyo-
mason, hogy egy vizsugdr-szivattydval «csodkkentett nyomédson
mikdédtetett, forgdlombikos desztilldld késziiléket alkalmazunk,

koérilbelil 40°C hémérsékleten.

9) A reakcidk olddszerei
Valamennyili reakcidéban desztilldlatlan oldészert hasz-

nalunk.

10) Reagensek

Az m-kldér-perbenzoesavat (tisztasdga: 70 %) a Tokyo
Kasei cégtdl vasaroljuk.

A natrium-acetadt forrdsa: Wako Pure Chemical Indust-
ries, Ltd.).

A fenil-izotiociandtot a Tokyo Kaseli cégtdl vasarol-
tuk.

A higany(II)-oxidot higany (II)-kloridbdl natrium-
hidroxid segitségével &llitjuk eld.

A kereskedelemben kaphatdé reagenseket olyan Aallapot-

ban hasznaljuk, ahogyan vasaroljuk azokat.
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Enzimgdtldsi vizsgdlat

1) Abszorbancia

96-1yukd mikrotitrdld lemezen a mintakban felszabadult
p- vagy o-nitro-fenol abszorbancid&jat 405 nm hullamhossznal egy
MPR-4Ai tipusu mikrotitrald lemez leolvasd berendezéssel

(gyadrtja: Tosoh Corporation) mérjik.

2) Inkubdlés
Az inkubdlasokat 37°C hémérsékleten, egy Compact NIB-10
tipusu természetes inkubatorban (gyartja: Iwaki Glass Co., Ltd.)

végezzik.

3) Enzimek

Valamennyi itt alkalmazott enzimet [(O-gliikozidaz (sitd-
élesztd), B-glitkozidaz (mandula), O-galaktozidaz (E. coli),
B-galaktozididz (E. coli) és a B-galaktoziddz (szarvasmarha maj)]

a Sigma cégtél vasaroljuk.

4) Szubsztrat
A fenti enzimek valamennyi szubsztratjat (p- vagy o-

nitro-fenil-glikozidok) a Sigma cégtdl vasaroljuk.

1. példa

(3S,4R,5S,6R,7S)~7-Acetamido-4,5, 6-tri-O-acetil-l-oxaspiro[2.4]-

heptén-4,5,6~triol

[ (b) képletl vegyiilet]

21,7 mg (0,0725 mmél) (a) képletl vegylletet feloldunk
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2 ml 1,2-diklér-etdnban. Az oldathoz foszfdt puffer-oldat jelen-
létében, szobahdémérsékleten hozzdadunk 53,4 mg (0,218 mmdl,
3 egyenérték) 70 %-os m-klér-perbenzoesavat. A reakcidelegyet
26 6radn &t sotétben keverjik, majd 30 ml kloroformmal higitjuk.
Az oldatot 5 ml telitett, vizes natrium-tioszulfdt-oldattal, majd
5 ml telitett, vizes natrium-hidrogén-karbonat-oldattal mossuk,
és mirabiliten megszéritjuk. A szdritdszert kiszlrjik, a szlir-
letrdl az olddszert csokkentett nyomédson ledesztilld&ljuk, és a
kapott maradékot egy 1 g Wakogel C-300 szilikagéllel toltott
oszlopon kromatografdlva tisztitjuk, eluensként aceton és toluol
1 : 2 aranyu elegyét haszndljuk. Ily médon szirupszerd anyag
formadjéban 19,8 mg (hozam: 86,5 %) (b) képletli vegylletet ka-
punk.
Vékonyréteg-kromatogrdfids R¢-értéke = 0,41 (eluens: etanol és
toluol 1 : 5 ardnyu elegye, kétszeres futtatés)
[a]p?’ = -63,7° (c = 0,96, kloroform).
IR-spektrum (neat): 3360 (OH és NH), 1740 (OAc) és 1670 (NAc)cm™™.
'H-NMR-spektrum (270 MHz, CDCls, delta): 5,59 (1lH, d,

J7,ng = 9,2 Hz, NH), 5,26 (1H, dd, J4,s = 1,

Js,¢ = 2,9 Hz, 5-H), 5,21 - 5,17 (2H, m, 4 és

6-H), 5,00 (1H, dd, Je,7 = 5,1, J7,mu = 9,2 Hz,

7-H), 2,98 és 2,68 (1-1H, ABg, Jgem = 4,8 Hz,

2 X 2-H), 2,14, 2,12, 2,09 és 2,00 (3-3H, 4s,

4Ac) .
Analizis a Cy4H;9NOg képlet alapjéan:
szadmitott: C: 51,068, H: 5,82, N: 4,25;

talalt: C: 51,61, H: 5,82, N: 4,20 %.
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2. peélda
1L-(1,2,4,5/3)-5-Amino-1-hidroxi-metil-1,2,3,4-ciklopentén-

tetraol

[ (d) képletl vegyilet]

19,8 mg (0,0628 mmdél) (b) képletld vegyiletet feloldunk
1 ml 80 %-o0s, vizes dimetil-formamid-oldatban, és hozzaadunk 30,9
mg (0,377 mmdél, 6 egyenérték) ndtrium-acetidtot. Az elegyet 20
6radn 4t 120°C hémérsékleten keverijilk, majd az olddszert csok-
kentett nyomdson ledesztilldljuk. Az igy kapott maradékot 1 ml
piridinben 0,5 ml ecetsav-anhidriddel acetilezzik. A kapott
terméket egy 1 g Wakogel C-300 szilikagéllel toltdtt oszlopon
kromatografdlva tisztitjuk, eluensként aceton és toluol 1 : 2
ardnyu elegyét haszndljuk. Ily mddon szirupszerl anyag formaja-
ban 16,0 mg (hozam: 65,3 %) pentaacetédtot, vagyis (c) képletd
vegylletet kapunk.

A (c) képletd vegyilet adatai megegyeznek az irodalom-
ban leirtakkal ([C. Uchida, T. Yamagishi és S. Ogawa, J. Chemn.
Soc., Perkin Trans, 1, 589 - 602. (1994)].

42,5 mg (0,109 mmél) (c) képletll vegyiletet feloldunk
2 mdélos sdésavban, az oldatot 2 éran &t 80°C hémérsékleten kever-
jik, majd az olddészert csokkentett nyomdson ledesztilldlijuk. A
kapott maradékot 1 ml hidrogén-fazisu Dowex 50W-X2 ioncseréld
gyantdn, 1 mdblos, vizes amménium-hidroxid-oldat segitségével
tisztitjuk. 1Ily mdédon szirupszerd anyag formajaban 19,7 mg
(hozam: 100 %) epitrehazolamint, vagyis (d) képletl vegylletet

kapunk.
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Vékonyréteg-kromatografids Rg-értéke = 0,38 (futtatd elegy: viz
és acetonitril 1 : 4 aradnyu elegye)
[a]?’ = -3,8° (c = 0,98, viz).
IR-spektrum (neat): 3350 (OH és NHp) cm™’ .
1H—NMR—spektrum (270 MHz, D;0, referencia anyag: aceton, delta):
3,96 (1H, dd, J;,3= 8,1, Js3,4 = 4,8 Hz, 3-H),
3,87 (1H, dd, Js,4 = 4,8, J4,s = 7,7 Hz, 4-H),
3,69 (1H, d, J2,3 = 8,1 Hz, 2-H), 3,51 (2H, s,

2 x 6-H), 3,27 (1H, d, J4,5 = 7,7 Hz, 5-H).

3. példa
N-[(1R)-(1,2,3,5/4)-2-Hidroxi-metil-2,3,4,5-tetrahidroxi-ciklo-

pentil]-N'~-fenil-tiokarbamid

[(e) képletld vegyllet]

15,3 mg (0,0584 mmél) (d) képletld vegylletet feloldunk
1 ml 60 %$-os, vizes etanol-oldatban, és hozzdadunk 23 51 (0,171
mmdél, 2,0 egyenérték) fenil-izotiociandtot. Az elegyet 3 6ran at
keverjiik, majd az olddészert csdkkentett nyomason ledesztil-
141juk, és a kapott maradékot egy 2 g Wakogel C-300 szilika-
géllel toltott oszlopon kromatografdlva tisztitjuk, eluenskéent
elészér toluolt, majd etanol és tolucl 1 : 5 aranyd elegyét
haszndljuk. Ily médon fehérszind, szildrd anyag formajaban
23,6 mg (hozam: 88,1 %) fenil-tiokarbamid-szarmazékot, vagyis
(e) képletd vegyilletet kapunk.
Vékonyréteg-kromatografids Rg-értéke = 0,41 (futtatd elegy:

etanol és toluol 1 : 2 ardnyu elegye)

[6]15%° = +43,9° (¢ = 1,18, aceton).
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IR-spektrum (KBr): 3280 (OH és NH) és 1540 (NH) cm™.
1H—NMR—spektrum (270 MHz, D;0, referencia anyag: aceton, delta):
7,38 - 7,17 (54, m, Ph), 4,66 (1H, m, 1-H), 3,97
(lH, dd, Ji1,5 = 8,1, J4,5 = 4,6 Hz, 5-H), 3,87
(1H, dd, J3,4 = 8,4, J4,5s = 4,6 Hz, 4-H), 3,67
(1H, d, Js,4 = 8,4 Hz, 3-H), 3,38 és 3,33 (l1-1H, ABg,
Jgem = 12,1 Hz, 2 x 6-H).

Analizis a Ci3Hi1gN20s5S képlet alapjéan:

szamitott: C: 49,067, H: 5,77, N: 8,91;
taldlt: C: 49,93, H: 6,17, N: 8,59 %.
4. példa

(1S,5R,6S,7S,8S)-6-Hidroxi-metil-3-fenil-amino-2-oxa-4-azabi-

ciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol [(1-1L) képletd vegyilet] és

(1S,5R,6S,7R,8S)-1-hidroxi-metil-3-fenil-amino-2-oxa-4-azabi-

ciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol [(1-2L) képletd vegyilet]

23,6 mg (0,0751 mmdél) (e) képletl vegylletet felol-
dunk aceton és etanol 1,5 ml térfogatu elegyében, és hozza-
adunk 55,2 mg (0,256 mmdél, 3 egyenérték) sarga higany-oxidot.
Az elegyet 2 o6radn at szobahdmérsékleten keverjik, majd egy
celitbd&l készilt szlrdagyon Atszlrjik, és a szlrdagyat metanollal
alaposan kimossuk. A sziirletet egyesitjik a mosdéfolyadékkal, és
az olddészert csdkkentett nyoméson ledesztilldljuk. A kapott ma-
radékot preparativ vékonyréteg-kromatografias mbédszerrel
tisztitjuk, eluensként ecetsav, etanol és toluol 1 : 2 : 4 aranyu
elegyét haszndljuk, négyszeres futtatéssal. Igy el&szdér nyers

6-hidroxi-metil-izokarbamid-sz&rmazékot [(1-1L) képletlG vegylle-
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tet] kapunk. Ezt 1 ml hidrogén fazisu Dowex 50W-X2 ioncseréld
gyantédn, 14 mélos, vizes amménium-hidroxid-oldat és metanol 1:28
ardnyud elegyét haszndlva tisztitjuk. Ily mdédon fehérszing,
szilard anyag formé&jaban 9,2 mg (hozam: 43,8 %) (1-1L) képletd
vegyliletet kapunk.
Vékonyréteg-kromatogrdfids Re-értéke = 0,22 (futtatd elegy:
etanol és toluol 1 : 2 aranyu elegye)
[615%° = +50,1° (c = 0,15, metanol). -
IR-spektrum (KBr): 3430 (OH és'NH), 1660 (C=N) és 1580
(NH) cm™t.
'H-NMR-spektrum (270 MHz, D;0, referencia anyag: aceton, delta):
7,26 - 6,97 (5H, m, Ph), 4,56 (1lH, dd, Ji,5s = 9,5,
Ji,s = 4,2 Hz, 1-H), 4,25 (1H, d, Ji,5 = 9,5 Hz, 5-H),
4,13 (1H, dd, Ji,s = 4,2, J9,8 = 9,5 Hz, 8-H), 3,67
(14, d, J7,8 = 9,5 Hz, 7-H), 3,46 (2H, s, 2 x 9-H).
Analizis a Cy3H16N20s képlet alapjéan:
szamitott: C: 55,71, H: 5,75, N: 9,99;

taldlt: C: 55,30, H: 5,81, N: 9,84 %.

Masodik termékként a nyers l-hidroxi-metil-izokarbamid-
-szarmazékot [(1-2L) képletli vegylletet] kapjuk, amelyet 1 ml
hidrogén fazisu Dowex 50W-X2 ioncseréld gyantéan, 14 mbélos, vizes
amménium-hidroxid-oldat és 50 %-os, vizes metanol-oldat 1 : 28
aranyd elegyét hasznalva tisztitjuk. Ily mdédon fehérszind,
sziladrd anyag formajaban 10,6 mg (hozam: 50,5 %) (1-2L) képletd
vegylletet kapunk.

Vékonyréteg-kromatografids Rg-értéke = 0,17 (futtatd elegy:



24

etanol és toluol 1 : 2 aranyu elegye)

(01p%® = -27,5° (c = 0,26, metanol).

IR-spektrum (KBr): 3420 (OH és NH), 1670 (C=N) és 1560
(NH) cm™t.

1H—NMR—spektrum (270 MHz, D,0, referencia anyag: aceton, delta):
7,29 - 6,97 (5H, m, Ph), 4,06 (1lH, d, Js5,6 = 5,9 Hz,
5-H), 3,76 és 3,56 (1-1H, ABg, Jgem = 12,5 Hz,
2 x 9-H), 3,72 - 3,61 (3H, m, 6, 7 és 8-H).

Analizis a Cj;3H16N;05 képlet alapjan:

szamitott: C: 55,71, H: 5,75, N: 9,99;
talédlt: C: 55,25, H: 5,75, N: 10,01 %.
5. példa

Az (1-1D) és az (1-2D) képletl vegylleteket az 1 - 4.
példadkban leirthoz hasonldé moédon eljarva, a C-reakcidvazlattal

szemléltetett Uton &llitjuk eld.

6. példa
N-[{(1R)-(1,2,3,5/4)-2-Hidroxi-metil-2,3,4,5-tetrahidroxi-ciklo-

pentil]-N'-butil-tiokarbamid

Butil-izotiocianatot készitiink Furukawa és munkatdrsai
(Nippon Kagaku Kaishi, 1989, 822 - 825.) mddszerével, az aldbbiak
szerint. 31,47 g (0,12 mél) trifenil-foszfint feloldunk 20 ml
benzolban, és hozzdadunk 41,8 ml (0,30 mdél) trietil-amint és 7,3
ml (0,12 mél) szén-diszulfidot. Ezutédn 150 ml acetonitrilt adunk
az'elegyhez, majd =-15°C hémérsékletre hutjik, és keverés kdzben

9,9 ml (0,10 mél) butil-amint, és 9,7 ml (0,10 mdél) szen- -
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tetrakloridot adunk hozza. Ezt koévetden az elegyet 30 percig
keverjik, majd 0°C hémérsékletre melegitjiik, és tovabbi 1 6rén at
keverjik. Ezutdn az elegyet szobahdémérsékletre tovabb melegitjik,
és 5 6ran &t keverjik. Az oldatlan részeket kiszlrjik, és a szir-
letet csokkentett nyomason korilbelil 50 ml térfogatra
betéményitjlik. A betdményitett oldatot 06tszdr 100 ml hexannal
kirdzzuk, a szerves részeket egyesitjik, és mirabiliten
megszaritijuk. A szaritdszert ismételten kiszlUrjuk, és az
olddszert csbkkentett nyomdson ledesztill&ljuk. A kapott,
cseppfolyds halmazéallapotu maradékot csokkentett nyomason
desztilldlva tisztitjuk. Ily mdédon folyadék formajaban 6,34 g
(hozam: 55,0 %) butil-izotiocianatot kapunk, fp.: 75 - 76°C/4,13

10° Pa (a fenti irodalmi hely szerint fp.: 76 - 77°C/2,93 . 10°
Pa). 21,4 mg (0,119 mmél) (d) képletd vegylletet (epitreha-
zolamint) feloldunk 1,5 ml 60 %-os, vizes etanol-oldatban.
Utadna hozzaadunk 44 31 (0,358 mmél, 3 egyenérték), butil-aminbdl
eldadllitott, fent emlitett butil-izotiocianatot, és a kapott
elegyet szobahdémérsékleten keverjik. 3 oéra mulva, 5 oéra mulva és
19 oéra milva az elegyhez hozzdadjuk butil-izotiocianat fenti
mennyiségét (vagyis négy részletben osszesen 176 pnl, azaz 1,43
mmél, 12 egyenérték butil-izotiociandtot hasznalunk). A reakcid-
elegyet 22 6ré&n &t keverjik. Ezt kovetden az olddszert csokken-
tett nyomadson ledesztillaljuk, és a kapott maradékot egy 8 g
szilikagél 60-nal (kereskedelmi jelzés, forgalmazza: Katayama
Chemical) toltott oszlopon kromatografdlva tisztitjuk, eluens-
ként etanol és toluol 1 : 3 aranyl elegyét hasznadljuk. Ily médon

fehérszind, szilard anyag formé&jéban 35,2 mg (hozam: 100 %)
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butil-tiokarbamid-szdrmazékot kapunk.
Vékonyréteg-kromatogrdfids Re-értéke = 0,36 (futtatd elegy:
etanol és toluol 1 : 2 ardnyu elegye)
(01p*! = +38,1° (c = 2,06, metanol).
IR-spektrum (KBr): 3370 (OH és NH) és 1560 (NH) cm™.
lH-NMR-spektrum (270 MHz, D;0, referencia anyag: aceton, delta):
4,70 - 4,60 (1lH, m, 1-H), 3,95 - 3,87 (2H, m,
4 és 5-H), 3,67 (1H, d, J;3,4 = 8,4 Hz, 3-H),
3,40 - 3,25 (2H, m, NCHCH,CH.CH3), 3,37 és 3,30
1-1H, ABq, Jgem = 11,9 Hz, 2 x 6-H), 1,49 - 1,37
NCH,CH,CH,;CH3) , 1,29 - 1,14 (2H, m, NCH;CH,CH,CHj3),
0,76 (3H, t, J3',4 = 7,3 Hz, NCH,CH,CH;CH3) .

Analizis a C;1H22N0sS képlet alapjén:

szadmitott: C: 44,88, H: 7,53, N: 9,52;
talalt: C: 44,26, H: 7,94, N: 9,38 %.
7. példa

(1S,5R, 6S,7S,8R)-6-Hidroxi-metil-3-butil-amino-2-oxa-4-azabi-

ciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol [(2-1L) képletd vegyllet] és

(1S,5R,6S,7R,8S)-1-hidroxi-metil-3-butil-amino-2-oxa-4-azabi-

ciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8~triol [(2-2L) képletl vegylilet]

35,2 mg (0,119 mmél), a 6. példaban leirt mddon eld-
4llitott butil-tiokarbamid-szdrmazékot feloldunk aceton és etanol
1 : 1 ardnyud elegyének 2 ml térfogatu részletében, és az oldat-
hoz hozzaadunk 77,0 mg (0,357 mmél, 3 egyenérték) higany-oxidot.
A kapott elegyet 6 o6ran &t keverjik, majd hozzdadunk a fentivel

azonos mennyiségd (77 mg) higany-oxidot, és az elegy keveréset
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tovabbi 3 o6ran &t folytatjuk. Ezutdn az elegyet egy celitbdl
készlilt szdrdérétegen A&tszlrjik, és a szlrdréteget metanollal
alaposan kimossuk. A szlrletet egyesitjuk a mosdéfolyadékkal, és
az olddszert csdkkentett nyomdson ledesztilldljuk. A kapott

maradékot egy 8 g szilikagél 60-nal (kereskedelmi jelzés, forgal-

mazza: Katayama Chemical) toltott oszlopon kromatografalva
tisztitjuk, eluensként ecetsav, etanol és toluol 1 : 2 : 4 arényu
elegyét haszndljuk. Igy el&szér a nyers 6-hidroxi-metil-

izokarbamid-szarmazékot [(2-1L) képletd vegylletet] kapjuk, ame-
lyet 1 ml hidrogén féazisl Dowex 50W-X2 ioncseréld gyantéan, 14
mélos, vizes amménium-hidroxid-oldat és metanol 1 : 28 aranyu
elegyének alkalmazdsaval tisztitjuk. Ily médon fehérszindg,
szilard anyag formadjéban 8,4 mg (hozam: 23,1 %) (2-1L) képletd
vegyliletet kapunk.
Vékonyréteg-kromatogrdfiads Rg-értéke = 0,14 (futtatd elegy:
ecetsav, etanol és toluol 1 : 2 : 4 aranyu elegye).

[0]p%° = +35,2° (c = 0,41, metanol).
IR-spektrum (KBr): 3400 (OH és NH), 1655 (C=N) és 1555

(NH) cmt.
'H-NMR-spektrum (270 MHz, D;0, referencia anyag: aceton, delta):

4,45 (1H, dd, Ji,s = 9,2, Ji1,8 = 4,4 Hz, 1-H),

4,18 (1H, d, Ji,s = 9,2 Hz, 5-H), 4,02 (1H, dd,

Ji,8 = 4,4, J7,8 = 9,7 Hz, 8-H), 3,63 (1lH, d,

J7,8 = 9,7 Hz, 7-H), 3,44 és 3,39 (1l-1H, ABg,

Jgem = 11,7 Hz, 2 x 9-H), 3,01 (2H, t,

Ji",2" = 7,0 Hz, NCHCH,CHCH3), 1,41 - 1,31

(2H, m, NCH;CHpCHCH3), 1,25 - 1,11 (2H, m,
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NCH,CH,CH,CH3), 0,74 (3H, t, J3',4 = 7,3 Hz,
NCH,CH,CH,CH3) .

13C-—NMR—spektrum (100 MHz, CD30OD, referencia anyag: tetra-

metil-szilan, delta): 164,89, 87,34, 82,24, 78,57, 77,19, 67,78,
64,23, 43,47, 32,83, 21,01, 14,16.

Analizis a C;1HyoN;0s5 képlet alapjan:

szédmitott: C: 50,76, H: 7,74, N: 10,76;

taldlt: Cc: 50,35, H: 8,09, N: 10,46 %.

Masodik termékként a nyers l-hidroxi-metil-izokarbamid-
-szarmazékot [(2-2L) képletd vegylletet] kapjuk, amelyet 1 ml
hidrogén fazisl Dowex 50W-X2 ioncseréld gyantan, 14 mdélos, vizes
amménium-hidroxid-oldat és 50 %-os, vizes metanol-oldat 1 : 28
ardnyl elegyét hasznalva tisztitjuk. Ily médon fehérszindg,
szildrd anyag formajaban 11,7 mg (hozam: 32,1 %) (2-2L) képletd
vegyliletet kapunk.

Vékonyréteg-kromatografids Re-értéke = 0,12 (futtatd elegy:
ecetsav, etanol és toluol 1 : 2 : 4 aranyu elegye).

[0]p°® = +16,7° (c = 0,58, metanol).

IR-spektrum (KBr): 3400 (OH és NH), 1660 (C=N) és 1560

(NH) cm’t.

'H-NMR-spektrum (270 MHz, D;0, referencia anyag: aceton, delta):

3,97 (lH, d, Ji,5s = 6,2 Hz, 5-H), 3,68 és 3,49

(1-1H, ABg, Jgem = 12,5 Hz, 2 x 9-H), 3,64 - 3,54

(3H, m, 6, 7 és 8-H), 3,02 (2H, t, Ji',2’ = 6,8 Hz,

NCH,CH,CHCH3) , 1,42 - 1,32 (2H, m, NCH,CH2CH,CH3),

1,26 - 1,02 (2H, m, NCH;CH,CH,CH3), 0,74 (3H, t,
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J3",4 = 7,1 Hz, NCH,CH,CH,CH3) .
13C—NMR-spektrum (100 MHz, CD3;0OD, referencia anyag: tetra-
metil-szilédn, delta): 163,59, 91,02, 80,12, 75,90, 75,16, 68,78,
63,31, 43,49, 32,86, 21,05, 14,19.
Analizis a Ci3HyoN20s képlet alapjan:
szamitott: C: 50,76, H: 7,74, N: 10,76;

talalt: Cc: 50,41, H: 8,16, N: 10,61 %.

1. vizsgalati példa

Vizsgdljuk a fenti példakban leirt médon eldallitott
(1-1L), (i-1D), (1-2L), (1-2D) és a (2-2L) képletd vegylletek,
tovabbd a dezoxi-nodzsirimicin (roviditése: DNJ), az N-butil-
dezoxi-nodzsirimicin (réviditése: N-B-DNJ) és a trehazolamin mint

vizsgadlati minta gatld hatdsat az alabbiakban megadott enzimekre.

1) O—glﬁkozidéz (sit&élesztd, EC 3.2.1.20) [leirta: H. Hal-
vorson és L. Ellias, Biochim. Biophys. Acta, 30, 28 - 40.
(1958)1].

A mikrotitréald lemez minden mélyedésébe bemérink 1 pl
minta-oldatot, 98 wunl 0,66 mmélos, a puffer-oldattal késziult
p-nitro-fenil-0-D-glikopiranozid-oldatot és 1 pul 0,4 mg/ml
koncentraciéju, a puffer-oldattal készilt enzim-oldatot. A minta
dssztérfogata: 100 pl. A lemezt 30 percig 37°C hémérsékleten
inkubdljuk, majd a reakcidét 100 pl 1 mbélos, vizes natrium-
karbonat-oldat segitségével 1ledllitjuk. Ezutadn mérjik az ezen
enzimreakcidé 4altal felszabaditott p-nitro-fenil abszorbanciajat

(Ag05) . A vakprdba abszorbanciajanak (Avax) meghatdrozdsara 1 pl
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minta-oldatot és 99 pl szubsztrdt-oldatot ugyanilyen médon inku-
balunk, majd hozzdadunk 100 pnl vizes natrium-karbondt-oldatot,
és mérjik az abszorbancidt. Masrészt, a kontroll abszorbancia
(Axontroll) meghatarozasa céljabdél 1 ul vizet, 98 pl
szubsztrdtoldatot és 1 pul enzim-oldatot ugyanilyen mddon
inkubalunk, majd hozzdadunk 100 pl wvizes natrium-karbonat-
oldatot, és mérjik az abszorbanciat. A kilonbdzdé koncentracidju
mintdkat, a vakprébat és a kontroll mintat egyarant parhuzamosan
két-két mélyedésben vizsgédljuk. Puffer-oldatként 0,1 mdlos
foszfat puffer-oldatot (pH = 6,8) hasznalunk, amelyet kalium-
dihidrogén-foszfatbél és dikdlium-hidrogén-foszfatbdl készitink.
Az enzim-aktivitdst 50 %-ban gatldé koncentraciédt
[ICso (m&l)] a sorozathigitassal készilt mintdk ([vagyis a 100,
50, 25, 12,5, 6,25, ... (pg/pl) koncentraciéju mintak] abszor-

bancidja alapjan hatarozzuk meg.

2) B-gliitkoziddz (mandula, EC 3.2.1.21) [leirta: A. Kobayashi,
Agr. Biol. Chem., 26, 203 - 207. (1962)]

A mikrotitralé lemez minden mélyedésébe bemérink 1 pl
minta-oldatot, 98 pul 0,33 mmélos, a puffer-oldattal készilt
p-nitro-fenil-B-D-gliikopiranozid-oldatot és 1 upl 0,4 mg/ml
koncentraciéju, a puffer-oldattal készilt enzim-oldatot. A minta
6ssztérfogata: 100 pl. A lemezt 45 percig 37°C hémérsékleten
inkubaljuk, majd a reakciét 100 S1 1 mdélos, vizes natrium-
karbonat-oldat segitségével ledllitjuk. Ezutédn mérjik az ezen
enzimreakcié altal felszabaditott p-nitro-fenil abszorbanciajat

(Ago5) . A vakprdba abszorbanciajanak (Avax) meghatérozdsara 1 pl
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minta-oldatot és 99 pl szubsztrdt-oldatot ugyanilyen médon inku-
balunk, majd hozzdadunk 100 upl vizes natrium-karbonat-oldatot,
és mérjiik az abszorbancidt. Méasrészt, a kontroll abszorbancia
(Agontroll) meghatdrozédsa celjabdél 1 ul vizet, 98 ul szubsztrét-
oldatot és 1 pl enzim-oldatot ugyanilyen mddon inkub&lunk, majd
hozzdadunk 100 pul vizes nadtrium-karbondt-oldatot, és mérjik az
abszorbancidt. Puffer-oldatként 0,1 mbélos acetdt puffer-oldatot
(pH = 5,0) haszndlunk, amelyet natrium-acetatbdl és ecetsavbdl
készitiink. Az ICsp—-értéket wugyanigy hatédrozzuk meg, mint az

o-glikozidadz esetében.

3) a-galaktoziddz (E. coli, EC. 3.2.1.22) [leirta: H. Suzuki,
S-C. Li és Y-T. Li, J. Biol. Chem., 245, 781 - 786. (1970)].

A mikrotitrdldé lemez minden mélyedésébe bemériink 1 pl
minta-oldatot, 74 pl puffer-oldatot, 20 pul 9,9 mmdélos, a puffer-
-oldattal készilt p-nitro-fenil-O-D-galaktopiranozid-oldatot és
5 ul 50 pg/ml koncentracidju, a puffer-oldattal készilt enzim-
oldatot. A kapott elegyet 15 percig 20 - 30°C hémérsékleten
inkubaljuk, majd a reakciét 100 pul 0,2 mblos borat puffer-
oldattal (pH = 9,8, nadtrium-hidroxidbdél és bdérsavbdol eldballitva)
ledllitjuk. Ezutdn mérjik az ezen enzimreakcidé altal felszaba-
ditott p-nitro-fenol abszorbancidjat (Ases). A vakprdba abszor-
bancidjdnak (Avax) meghatdrozédsara 1 pl minta-oldatot, 20 pl
szubsztriatot és 79 punl puffer-oldatot wugyanilyen mddon inku-
balunk, majd hozzdadunk 100 pl 0,2 mdlos borat puffer-oldatot,
és mérjuik az abszorbancidt. Mé&srészt, a kontroll abszorbancia

(Akontro11) mMmeghatdrozdsa céljdbol 1 ul vizet, 20 pl szubsztratot,
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74 pl puffer-oldatot és 5 pl enzim-oldatot ugyanilyen médon inku-
badlunk, majd hozzdadunk 100 pl borat puffer-oldatot, és mérjik az
abszorbancidt. Ebben az enzimreakcidban puffer-oldatként 0,1 mé-

los foszfat puffer-oldatot (pH = 6,5) haszndlunk, amelyet ka-
lium-dihidrogén-foszfatbdél és dikalium-hidrogén-foszfatbdl 4alli-
tunk eldé. Az ICsy—-értéket ugyanugy hatarozzuk meg, mint az oa-

glikozidé&z esetében.

4) R-galaktoziddz (E. coli, EC. 3.2.1.23) [G. R. Craven, E.
Steers, Jr. és C. B. Anfinsen, J. Biol. Chem., 240, 2468 - 2477.
(1965)].

A mikrotitrdldé lemez minden mélyedésébe bemérink 2 pl
minta-oldatot, 153 ul puffer-oldatot, 25 pl 20 mmdélos, a puffer-
-oldattal készilt o-nitro-fenil-f-D-galaktopiranozid-oldatot,

10 pml 100 mmélos 2-merkapto-etanol-oldatot és 10 upul 10 pg/ml
koncentracidju, a puffer-oldattal készilt enzim-oldatot. A minta
bssztérfogata: 200 pl. A lemezt 30 percig szobahdmérsékleten (20
- 30°C) inkub&ljuk, majd mérjik az ezen enzimreakcid 4altal
felszabaditott o-nitro-fenol abszorbancidjat (A4s). A vakprodba
abszorbancidjanak (Ayax) meghatdrozdsdra 2 ul minta-oldatot, 25 pl
szubsztratot, 163 upl puffer-oldatot és 10 pl 2-merkaptoetanolt
ugyanilyen mdédon inkubdlunk, majd mérjik az abszorbanciat.
Masrészt, a kontroll abszorbancia (Akontroll) meghatédrozéasa
céljabdl 2 ul vizet, 25 pl szubsztratot, 153 pl puffer-oldatot,
10 pl 2-merkapto-etanolt és 10 pl enzim-oldatot ugyanilyen mddon
inkubalunk, majd mérjiik az abszorbancidt. Ehhez az enzimreakcio-

hoz puffer-oldatként 50 mmélos foszfat puffer-oldatot (pH = 7,3)
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haszné&lunk, amelyet ké&lium-dihidrogén-foszfatbdél és dikalium- -
hidrogén-foszfatbdél &llitunk eld, és amely 1,3 mmdél magnézium- -
kloridot is tartalmaz. Az ICsp-értéket ugyanolyan mdédon hata-

rozzuk meg, mint az a-glikoziddz esetében.

5) R-galaktoziddz (szarvasmarha m&j, EC 3.2.1.23) [leirta:
T. Aoyagi, T. Hazato, M. Kumagai, M. Hamada, T. Takeuchi és
H. Umezawa, J. Antibiot., 28, 1006 - 1008. (1975)].

A mikrotitrald lemez minden mélyedésébe bemérink 2 al
minta-oldatot, 158 al puffer-oldatot, 25 pl 20 mmbélos, a puffer-
-oldattal készilt o-nitro-fenil-B-D-galaktopiranozid-oldatot, 10
pl 100 mmélos 2-merkapto-etanol-oldatot és 5 ul 5 mg/ml
koncentracidéji, a puffer-oldattal készilt enzim-oldatot. A minta
6ssztérfogata: 200 pl. A lemezt 30 percig szobahdmérsékleten (20
- 30°C) inkub&ljuk, majd mérjik az ezen enzimreakcid altal
felszabaditott o-nitro-fenol abszorbancidjat (A4s). A vakprdba
abszorbancidjinak (Avax) meghatdrozasdra 2 pl minta-oldatot,25 pl
szubsztriatot, 163 pl puffer-oldatot és 10 upl 2-merkapto-etanolt
ugyanilyen médon inkubdlunk, majd mérjik az abszorbanciat.
Masrészt, a kontroll abszorbancia (Axontroll) meghatdrozéasa
céljabél 2 ul vizet, 25 pl szubsztratot, 158 pl puffer-oldatot,
10 ul 2-merkapto-etanolt és 5 pl enzim-oldatot ugyanilyen médon
inkubalunk, majd mérjik az abszorbancidt. Ehhez az enzimreakcid-
hoz puffer-oldatként 50 mmélos foszfat puffer-oldatot (pH = 7,3)
hasznalunk, amelyet k&lium-dihidrogén-foszfatbél és dikalium-
hidrogén-foszfatbél &allitunk eld, és amely 1,3 mmél magnezium-

kloridot is tartalmaz. Az ICso-értéket ugyanolyan médon hata-
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rozzuk meg, mint az a-glikoziddz esetében. Az eredményeket az

1. tédbléazatban tintetjik fel.
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l1. tablazat

ICSQ (mél)

Vegyi- a-gliitkoziddz B-glikoziddz O-galak- B-galak- B-galak-
let (siitbélesztd) (mandula) tozidaz tozidaz tozidaz
(E. coli) (E. coli) (szarvas-

marha maj)

(1-1D) 2,32 x 10°° - - - 3,00 x 107°
(1-1L) 2,93 x 1078 - - - 1,53 x 107*
(1-2D) 9,99 x 1077 - - - 1,89 x 107°
(1-2L) 5,0 x 10712 - - - 5,17 x 107°
(2-2L) 7,0 x 1074 - --- --- -

DNJ 9,19 x 107 1,47 x 107* --- -— -
N-B-DNJ 8,0 x 10°° 5,0 x 107* --- - -—-
trehazol-

amin 5,0 x 10" 9,9 x 10°° --- -—- -—-

- :> 3,0 x 107" mol
-—-- : nincs adat
Amint ezt a fenti téblazat szemlélteti, a jelen taldl-
many szerinti  vegylletek, beleértve az (6t izokarbamid-
szadrmazékot [vagyis az (1-1L), (1-1D),
(1-2L), (1-2D) és a (2-2L) képletd vegyiiletek] 10° - 2 x 10°-szer

erdsebb gatld hatdst fejtenek ki az a-glikoziddz enzimre, mint a
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dezoxi-nodzsirimicin. Az is kitlGnik, hogy e vegylletek nagymér-
tékben specifikusak az a-gliikozidadz enzimre nézve. Tovabba, a
fentiekben emlitett o6t izokarbamid-szarmazék mindegyike egyrészt
erdsebb inhibitor hatast, masrészt nagyobb «o,R-szelektivitast
mutat, mint az epitrehazolamin, amely e vegyliletek igen hasznos
voltadra utal. Ha az inhibitor hatéas tekintetében &sszehasonlitjuk
az (1-1L) képletd vegyiletet, amelyben a szekunder hidroxilcso-
port vesz részt az izokarbamid-ko&tésben, az (1-2L) képletli ve-
gyllettel, amelyben a tercier hidroxilcsoport vesz részt az izo-
karbamid-kotésben, azt taldljuk, hogy ez utdbbi vegylletnek
valamivel erd&sebb hatasa van. Ez a tény azt sugallja, hogy a
glikéz 2-es helyzetének megfeleld helyen levd hidroxilcsoport
protondonorként részt vehet a jelen vizsgalatban alkalmazott
enzimmel kialakitott hidrogénkdtés létrejottében. Tovabba, a (d)
képletld vegyilet «,B-szelektivitasat lényegesen meg lehet
névelni egy fenilcsoport bevezetésével. E tény alapjéan
feltételezzik, hogy egy hidroféb csoport nagymértékben

befolydsolja a szelektivitast.

2. vizsgdlati példa

Vizsgaljuk a fenti példakban leirt mdédon eldallitott
(1-2L) és (2-2L) képletd vegylUleteknek, wvalamint az Ossze-
hasonlité anyagként haszndlt trehazolaminnak és az N-butil-dez-
oxi-nodzsirimicinnek az a-gliikoziddz I-re kifejtett gadtldé ha-
tasat.

Az o-glikozidéz I-et (sitdélesztd) és ennek itt alkal-

mazott szubsztratjat [a-D-Glcl—>2a-D-Glcl—3a-D-Glc-0(CH;)¢COOCH3]
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I. Neverova és munkatadrsai médszerével [Anal. Biochem., 222,
190 - 196. (1994)] allitjuk els.

Az alabbi méréseket az irodalomban leirt médszerekkel
végezzik.

A fentiekben emlitett mintdt és a szubsztratot [o~D-
Glc1—92a—D—Glc1—+3a—D—Glc—O(CHﬁGCOOCHﬂ tartalmazd mikrokém-
csébe bemériink 25 pl, puffer-oldattal késziilt a-glikozidadz I-ol-
datot. Az elegyet 1 éran &t 37°C hdémérsékleten inkubéljuk, majd
a reakcidot 25 pl 1,25 moélos trisz(hidroxi-metil)-amino-metan-
hidroklorid puffer-oldattal (pH = 7,6) ledllitjuk. Ezutdn a reak-
cidelegyet felvisszik egy mikrotitr&ld lemezre, és hozzdadunk 250
Ml reakcidé puffer-oldatot [a futtaté oldat: 1 médlos trisz-
(hidroxi-metil)-amino-metdn-hidroklorid puffer-oldat (pH = 7,2),
amely 5 egység/ml gliikéz-oxidazt (forgalmazza: Sigma), 1 purpuro-
gallin egység torma peroxidazt (forgalmazza: Sigma) és 40 tg/ml
o-dianizidin-dihidrokloridot tartalmaz]. Az elegyet 37°C hémér-
sékleten 30 percig, vagy addig inkubaljuk, mig az abszorbancia
novekedése meg nem 4ll. Ezt kdvetden mérjik az ezen enzimreak-
cidban képzdédott és oxidélédott o-dianizidin abszorbanciajéat
(Agso) . Vakprdbaként ugy ismételjik meg a fenti reakcidét, hogy
sem a fent emlitett mintdt, sem szubsztridtot nem adunk hozza, és
igy mérjiik az abszorbancidt. Tovabba, a fentiekben emlitett reak-
cié puffer-oldatot ismert koncentraciéiju D-glikéz-oldathoz adjuk,
a kapott elegyet inkubdljuk, majd mérjik az abszorbanciat, igy
vizsgaljuk a D-glikéz koncentracid és az abszorbancia 6sszefiig-
geését. Minden vizsgalatot parhuzamosan két-két mélyedésben vég-

zink.
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A fenti mérést minden egyes minta esetében olyan
szubsztrat koncentrdcié-tartomdnyban (0,25 - 4,0 mmél) és olyan
minta koncentracié-tartomdnyban végezziik el, amely az ICsq kdruli
értéket adja. A D-glikéz koncentracidéja és az abszorbancia fent
emlitett oOsszefiggése alapjan hatdrozzuk meg a szubsztratbdl az
adott minta jelenlétében az a-glikoziddz I enzim hatasara
felszabadulé glikéz mennyiségét. Az igy kapott eredménybdl
kiszamitjuk a Km értéket, majd a minta mennyiségéb8l és a Km-
értékbd&l szamitjuk ki a Ki értéket.

Az eredményeket a 2. tadbldzatban mutatjuk be. Amint ezt
a 2. tablazat szemlélteti, a jelen taldlmény szerinti vegytletek
gatoljak az a-gliikozidadz I enzim aktivitdsat. E vegyiletek ko&ziil
a (2-2L) képletd vegylilet hatdsa &sszehasonlithatd az N-butil-
dezoxi-nodzsirimicin hatéasaval, amely vegyliletet HIV-ellenes
szerként vizsgaltak és fejlesztettek ki. fgy varhaté, hogy a (2-
2L) képletld vegyliletet szintén lehet majd hasznadlni HIV-ellenes

szerként.

Vegyilet Ki (pmél)
(1-2L) 51

(2-2L) 4,2

N-butil-dezoxi-nodzsirimicin 3,6

trehazolamin 1500
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3. vizsgdlati példa

Az amino-ciklopentén-szdrmazékok gadtld hatédsa a HIV termelésre
(HIV semlegesitési vizsgalat)

A jelen taldlmany szerinti vegylileteknek a HIV semlege-
sitési hatdsat a virus semlegesitési vizsgdlattal hatdrozzuk meg,
amelyhez humén nqrmél periférids vérbdl szdrmazd mononukledris
(egymagvl) sejteket hasznalunk.

Vizsgadlati mintaként a fenti példéakban leirt médon elé-
allitott (d), (1-1L), (1-2L) és a (2-2L) képletd vegylleteket,
valamint Osszehasonlitd anyagként az N-metil-dezoxi-nodzsirimi-
cint (roviditése: N-mDNJ) , N-butil-dezoxi-nodzsirimicint
(roéviditése: N-B-DNJ), trehazolamint és az azido-timidint (AZT)
hasznaljuk, mindegyiket 0,1 pumdélos és 1 pmélos mennyiségben, e
mintdkat a HIVy sz®dvettenyészetre nézve 50 %-ban fertdzd atlagos
dézis 100-szorosaval keverijuik oOssze, majd a mintakat 60 percig
37°C hémérsékleten inkubdljuk. Ezutdn a mintédkat olyan Eppendorf-
-csdvekbe visszik 4at, amelyek 24 o6ran &t 5 pg fitohemag-
glutininnel aktivalt 1 x 10° periférias vérbél szarmazd
mononukledris sejtet tartalmaznak. A csdveket 60 percig egy 37°C
hémérsékletd vizflirddben razatjuk. A fitohemagglutininnel wvald
aktivalast Ggy végezzik, hogy a periférids vérbdl szarmazd
mononukledris sejteket 24 4ran at egy stimulald (serkentd)

kdzegben inkubaljuk. Ezt a stimuldld kozeget ugy allitjuk eld,

o@

hogy RPMI 1640 jelzéslG kozeghez 2 mmél glutamint, 10
hékezeléssel inaktivalt borjumagzat-szérumot, 0,01 % fitohemag-
glutinint (gyartja: Difco), 50 egység/ml anti-INFa antitestet

(forgalmazza: Cosmobio), 50 egység/ml penicillint és 50 pg/ml
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sztreptomicint adunk. A sejteket foszfattal pufferolt sé-oldattal
hdromszor kimossuk, majd 1 ml tenyésztd kozegben szuszpendaljuk.
A szuszpenzibt atvisszik inkubéaciéds csdvekbe (A-S, Nunc,
Roskilde, D&nia), és a mintdkat 7 napig inkubdljuk. A tenyésztd
kozeget Ugy 4&llitjuk eld, hogy az RPMI 1640 kozeghez 2 umél
glutamint, 10 % hd&kezeléssel inaktivadlt borjumagzat-szérumot, 40
egység/ml T-sejt novekedési faktort (IL-2), (gyadrtja: Shionogi &
Co., Ltd.), 50 egység/ml anti-INFa antitestet (forgalmazza:
Cosmobio), 50 egység/ml penicillint, és 50 pg/ml sztreptomicint
adunk. Ezutdn a felilGszdéban meghatd- rozzuk a HIV termelést,
ehhez HIV-1 p24 antigén ELISA készletet (gydrtja: Dinabot)
hasznalunk [J. Immunol., 142, 4248 - 4255. (1989); J. Immunol.,

48, 2175 - 2180. (1992)]. A mintanak a HIV termelésre

o)

gyakorolt gdtld hatasat gatlédsi % formadjdban fejezzik ki.

A semlegesitési vizsgdlathoz haszndlt HIVyw tenyé-
szetet ugy A&allitjuk eld, hogy az 5 pg/ml fitohemagglutininnel
7 napig aktivalt, periférids vérbdl szdrmazé mononukledris sej-
teket a HIVmyv-—nek [HO9/HTLV-IIIwy, AIDS Research and Reference
Reagent Program (AIDS kutatési és Osszehasonlitd minta eld&all-
tdsdra szolgald program), NIH, Rockvill, MD] a szdvettenyészetre
nézve 50 %$-ban fertdézé A&atlagos ddbézisa 100-szorosdval 7 napig
inkubaljuk, ezutdn a tenyészet feliilusz6jédbdél eltavolitjuk a
sejteket, majd a mintdkat felhaszndldsig -130°C hémérsékleten
taroljuk. A HIVyw tenyészetet fitohemagglutininnel aktivalt,
periférids vérbd8l szérmazd mononukledris sejtekkel titraljuk,
igy hatarozzuk meg a ml-enkénti, a szdvettenyészetre nézve

50 %-ban fertdzd atlagos ddzist.
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Az eredményeket az 1. &abridn mutatjuk be. Az ordinata
az egyes vizsgalt mintdk &ltal kivaltott gatlast jelzi, amelyet a
$-0s gatlas aranyaként fejezlink ki, és uUgy szamitunk ki, hogy az
1 pmél azido-timidin &ltal kivaltott gdtlast 70 %$-nak tekintjik.
Amint ezt az 1. abra szemlélteti, a jelen taldlmdny szerinti ve-

gyileteknek HIV-ellenes hatasuk van.

4. vizsgalati példa

Az amino-ciklopentdn-szarmazékok g&tld hatasa a HIV 4&ltal ki-
valtott sejt-Osszeolvadasra (briédssejtek képzddésére)

A 10° Molt4 sejtet, illetve 10° Molt4/HIV-III B sej-
teket tartalmazd kozeghez hozzdadjuk a vizsgdlati mintaként
haszndlt, a fenti példakban leirt mdédon elddllitott (1-2L) és (2-
2L) (képletd vegylleteket vagy az Osszehasonlitd anyagként
hasznalt N-metil-dezoxi-nodzsirimicint (roéviditése: N-mDNJ), N-
butil-dezoxi-nodzsirimicint (roviditése: N-B-DNJ) vagy az azido-
timidint (roviditése: AZT), mégpedig barmelyiket 0,1 umdl és 1
umél mennyiségben, majd a mintdkat 3 napig inkubdljuk. Valamennyi
itt alkalmazott koézeget ugy allitjuk eld, hogy RPMI 1640 kdzeghez
hozzdadunk 2 mmél glutamint, 10 % hdékezeléssel inaktivalt
borjumagzat-szérumot, 50 egység/ml penicillint és 50 mg/ml
sztreptomicint. Az 1inkubaléds befejezése utdn a Moltd sejteket
Osszekeverjlik ugyanolyan mennyiségli Molt4/HIV-III B sejtekkel, és
a kapott mintédkat 24 6éran at 37°C hémérsékleten inkubaljuk.
Ezutédn egy sejtszémldalédval (gydrtja: Coulter) lemérjuk a sejtek
méretét, és meghatdrozzuk a sejtszdmot. A 20 um-nél nagyobb

adtmérdjd sejteket sejt-0sszeolvadas révén keletkezett
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bridssejteknek tekintjik. E méréssel hatdrozzuk meg minden egyes
mintdban a sejt-dsszeolvadds (az O6ridssejtek képzd&désének) %-os
gatlasat.

Az eredményeket a 2. Aabradn mutatjuk be. Az ordindtan a
$-os gatléast tintetjik fel. Amint ezt a 2. abra szemlélteti, a

jelen talédlmény szerinti vegylleteknek HIV-ellenes hatasuk van.

5. vizsgadlati példa

Amint ezt az 1. és 2. tablazat szemlélteti, bizonyiték
van arra, hogy a jelen taldlmadny szerinti (1-1L), (1-2L) és (2-
2L) képletl vegyliletek figyelemreméltdan erésen gatoljak az o-
glikozidazt, az ismert, gadtld hatédsli dezoxi-nodzsirimicinnel
dsszehasonlitva. Masrészt, kildndsen az (1-1L), (1-2L) és a (2-
2L) képletd vegylletek csak gyenge gatld hatédst fejtenek ki a B-
glikozidazzal szemben, ami azt Jjelzi, hogy e vegylletek igen
specifikus a-glikoziddz inhibitorok. Tovabba, megvizsgaljuk e
vegyliletek citotoxicitésat (a sejtekre gyakorolt toxikus
hatésat) . Az aldbbi vizsgdlati mintadkat alkalmazzuk: a (d)
képletli vegyiilet 20 mmélos, vizes oldata, az (1-1L) képletd ve-
gyulet 10 mmélos, 50 %$-os dimetil-szulfoxiddal készilt oldata, es
az (1-2L) képletl vegylulet 10 mmdlos, 50 %$-os dimetil-szulfoxid-
dal készilt oldata.

Egy 12 mélyedést tartalmazd mikrotitrdld 1lemezen
(3,8 cm’/mélyedés, gyartja: Corning) Bl6 melandéma sejteket 10 %
borjumagzat-szérumot tartalmazd, Dulbecco-féle médositott Eagle-
-kézegben (gyartja: Gibco Laboratories) 37°C hdémérsékleten, 5 %

szén-dioxidot tartalmazé atmoszféraban inkubdlunk, a mintak



e [T U I 1 .o *
'Y .= $ 9 ose & oo
» s s s se M
ca s
. . - . . .

.. L] LA

- .

43

srlisége: 2 x 10° sejt/ml/mélyedés. 24 éra malva a kozeget
lecseréljik a mintédkat tartalmazé, Dulbecco-féle mdédositott
Eagle-k&zegre. Ezutdn az inkubdlast tovabbi 24 6éran &t ugyan-
olyan k&érilmények kozott folytatjuk. Ezt kovetden a mintakhoz
etilén-diamin-tetraecetsavat adunk, a sejteket elkilonitjik,
foszfattal pufferolt sé-oldattal mossuk, és 0,3 %-os tripankék-
oldattal festjik. E médszerrel a sejtek tulélési ardnyat hatéa-
rozzuk meg.

Amint ezt a 3. tablazat szemlélteti, a vizsgalt
koncentracidé-tartomdnyban e vegylileteket nem taldltuk cito-
toxikusnak. Az (1-2L) képletd vegyililet még az O-glitkozidazra
vonatkozd 50 %-os gatld koncentrdcidé 10.000-szeresében sem
citotoxikus, ami arra utal, hogy e vegyilet igen biztonsagosan

haszndlhaté hatdanyag.
3.tablazat

Vegytlet koncentraciéja (Smél)
Vegytlulet 100 50 10 5
(1-1L) - - - -
(1-2L) - - - -
Tulélési arany, 0,3 %-os tripénkék-oldattal vald festés utjén

meghatdrozva (kontroll: 100 %).



44

Habadr a Jjelen taldlmadnyt részleteiben annak kiilénds
megjelenési formadira irjuk le, a szakemberek eldtt nyilvénvald,
hogy kulonféle valtoztatadsokat és médositdsokat vezethetiink be
anélkil, hogy eltérnénk a taldlmdny szellemétd8l és oltalmi k&-

rétdél.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. (1) altaléanos képletd, ahol

R; jelentése hidrogénatom, és ugyanakkor

R> jelentése hidroxi-metil-csoport, vagy pedig

R jelentése hidroxi-metil-csoport, és ugyanakkor

R, jelentése hidrogénatom; és

Rj jelentése helyettesitett vagy helyettesitetlen aril-

csoport, vagy 1-10 szénatomos alkilcsoport, alkenil-
csoport, alkinilcsoport vagy hidroxi-alkil-csoport,

amino-ciklopentan-szarmazékok.

2. Az 1. igénypont szerinti amino-ciklopentan-szarma-

zékok, ahol a fenti (1) altaléanos képletd amino-ciklopentan-

-szarmazékokban
Rs jelentése helyettesitett vagy helyettesitetlen aril-
csoport.

3. A 2. igénypont szerinti amino-ciklopentan-szarma-
zékok, ahol a fenti (1) altalénos képletd amino-ciklopentan-szar-
mazék az (1-1L) képletd (1S,5R,6S,7S,8R)-6-hidroxi-metil-3-fenil-
amino-2-oxa-4-azabiciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol, az (1-1D)
képletl (1R,5$,6R,7R,8S)—6-hidroxi—metil—3—fenil-amino—2—oxa—4-
azabiciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol, az (1-2L) képletd
(lS,5R,65,7R,8S)—l—hidroxi—metil—B—fenil—amino—Z—oxa—4—azabi—

ciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol, vagy az (1-2D) képletd

s000°
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(1R, 55,6R,7S,8R)-1-hidroxi-metil-3-fenil-amino-2-oxa-4-azabi-

ciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol.

4. Az 1. 1igénypont szerinti amino-ciklopentan-szar-
mazékok, ahol a fenti (1) 4ltaldnos képletd amino-ciklopentén-
szarmazékokban

Rs jelentése 1-10 szénatomos alkilcsoport.

5. A 4. igénypont szerinti amino-ciklopentén-szar-
mazékok, ahol a fenti (1) &ltaldnos képletd amino-ciklopentéan-
szarmazék a (2-1L) képletd (1S,5R,6S,7S,8R)-6-hidroxi-metil-3-
butil—amino—Z—oxa—4—azabiciklo[3.3.0]okt—3—én—6,7,8—triol, a (2-
1D) képletd (1R,5S,6R,7R,8S)-6-hidroxi-metil-3-butil-amino-
—2—oxa—4—azabiciklo[3.3.0]okt—3—én—6,7,8—triol, a (2-2L) képletd
(1S,5R,6S5,7R,8S)-1-hidroxi-metil-3-butil-amino-2-oxa-4-azabi-
ciklo[3.3.0]okt-3-én-6,7,8-triol, vagy a (2-2D) képletd
(1R,5S,6R,7S,8R)-1-hidroxi-metil-3-butil-amino-2-oxa-4-azabi-

ciklo[3.3.0}okt-3-én-6,7,8-triol.
6. Glikozidaz inhibitor készitmény, mely hatdanyagként
valamely, az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti amino-

ciklopentén-szarmazékot tartalmaz.

7. A 6. igénypont szerinti glikozidaz inhibitor készitmény,

mely O-glikoziddz inhibitor.

8. A 6. igénypont szerinti glikozidaz inhibitor
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készitmény, ahol az (1) 4&ltaladnos képletd hatdanyagban Rj3

szubsztitualatlan vagy szubsztitudlt arilcsoport vagy 1-10

szénatomos alkilcsoport.

9. A 6-8. igénypontok barmelyike szerinti glikozidaz
inhibitor készitmény, ahol az (1) &ltalanos képletd hatéanyagban
R3 szubsztitudlatlan arilcsoport vagy 3-8 szénatomos

alkilcsoport.

10. A 6-9. igénypontok barmelyike szerinti glikozidaz
inhibitor készitmény, ahol az (1) &ltalanos képletii hatéanyagban

R3 fenil- vagy butilcsoport.

11. A 6-9. igénypontok barmelyike szerinti glikozidaz
inhibitor készitmény, ahol a hatdbanyag a 3.vagy 5. igénypontban

megadott vegyliletek valamelyike.

12. Eljaras az (1) &ltalanos képletd amino-ciklopentan-
-szarmazékok eldallitéaséara, ahol Ry, R, és R; az 1. igénypontban
megadott, azzal jellemezve, hogy valamely (3) &ltaldnos képletd,
ahol Ri, Ry és R; jelentése az (1) &ltalanos képletre az 1. igény-
pontban megadott, tiokarbamid-szdrmazékot gylirGs izokarbamid-

szarmazékkd alakitunk.
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