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Nazev vynalezu:

Lipofilni derivaty trehalozy, jejich pFiprava
a farmaceuticka vyuzZitelnost

Anotace:

Lipofilni derivaty trehalozy obecného vzorce I, kde Ri,
R2, R3, R4 pfedstavuji nezavisle vodik, nebo
uhlovodikovy zbytek o poctu atomi uhliku Ci az Ci,
ktery je linedrni nebo rozvétveny a nebo cyklicky, kde n,
n' nabyva nezavisle hodnot od 11 do 25, kde X1, Xz
pfedstavuji nezavisle kyslik, nebo CHa skupinu, s
podminkou, Ze slouceniny reprezentované obecnym
vzorcem I nejsou latky, kde Xi, X ptedstavuje CHz, n, n'
nabyva nezavisle hodnot od 11 do 25 aR1, R2, R3, R4
pfedstavuji nezavisle vodik. Zpusob vyroby derivatu
trehalézy obecného vzorce I a jejich pouziti pro pripravu
léciva vyuzivajiciho jejich imunostimulacnich ucinku,
léciva stimulujiciho fagocytézu fagocyti nebo aktivitu
makrofagl a dendritickych bunék.
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Lipofilni derivaty trehalézy, jejich pFiprava a farmaceuticka vyuZitelnost

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych lipofilnich derivati trehaldzy jejich pfipravy a farmaceutického uplatnéni
v oblasti imunostimulacni aktivace makrofagu, neutrofilu, fagocytézy fagocytujicich bunck,
neutralizaci bakterialnich toxinu, 1é¢eni infekCnich onemocnéni nebo rakoviny u savcu, ktery
zahmuje podavani terapeuticky ucinného mnozstvi slouceniny reprezentované obecnym vzorcem
L.

Dosavadni stav techniky

Trehaloza 6,6'-dimykolat (dfive nazyvana ,,cord factor*; TDM 1) je jeden z hlavnich glykolipida
vyskytujicich se ve vngjsi ¢asti bunécné stény bakterie Mycobacterium tuberculosis, ze které byla
izolovana jiz v prvni poloviné 20. stoleti.'” Jeji pfitomnost v bun&éné sténé bakterie
Mycobacterium tuberculosis hraje dulezitou roli v patogenité této bakterie, napomaha pohlceni
bakterii buiikami makrofagn a pfeziti uvnitf nich.* V organismu je struktura trehaldzy 6,6'-
dimykolatu rozpoznavana pomoci TLR receptoru (toll like receptor) bunék imunitniho systému a
rozpoznani jeji struktury vede k stimulaci imunitniho systému.’ Potencialni vyuziti trehaldzy 6,6'-
dimykolatu jako adjuvancia do vakcin®’ pfipadné jeji vyuziti v protinadorové 16¢bé®? je dobfe
dokumentovano v literatufe. Dal§i podobnou latkou s jednodussi strukturou hydroxy mastné
kyseliny nalezené v bakteriich rodu Corynebacteria je trehaldza 6,6'-dikorynomykolat (TDCM,
2).1! Jejich vyuziti v humanni mediciné bohuZzel brani jejich vysoka toxicita. Nabizi se vsak
moznost vyuziti zakladniho farmakoforu pro design novych ucinnych imunostimulancii s niZzsi
toxicitou.
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Z téchto duvoda byly ¢inény pokusy o pfipravu jednodussich a mén¢ aktivnich trehal6zovych
derivatu na bazi jednoduchych mastnych lineamich kyselin (TDE, 3). Z téchto latek se ukazala byt
aktivni pouze sloucenina s C,; uhlikovym fetézcem jako trehalozadibehemat (TDB), ktery se vSak
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vykazuje velmi nizkou rozpustnosti.

V poslednich letech byly zkoumany rozvétvené o, B a y lipidni 6,6'-diacyltrehalézy z nichZ pouze
beta 6,6'-bis-O-(3-nonyldodekanoyl)-a.,at'-trehaldza byla aktivni.'?

Idealniho stavu tak nebylo zatim dosazeno, velkou vyzvou tak stale zustava nalezeni novych
bezpecnych imunomodulacnich substanci, na které jsou kladena tato kritéria:

— aktivni imunomodulancium;

— mensi imunologicka aktivita, nez ma TDM a TDCM;
— snadna a definovana pfiprava;

— dobra rozpustnost;

— stabilni pro zabudovani do micel a lipozom;

— nepyrogenni;

— bez zanétlivych a nekrotickych vedlejSich uéinka.
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Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je priprava a pouziti lipidnich trehalézovych derivata
struktury obecného vzorce [
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kde Ry, Rz, Rs, Ry predstavuji nezavisle vodik, nebo uhlovodikovy zbytek o poétu atomu uhliku C,
az Ci», ktery je lineami nebo rozvétveny anebo cyklicky, kde n, n' nabyva nezavisle hodnot od 11
do 25, kde X, X, predstavuje nezavisle kyslik, nebo CH» skupinu; s podminkou Ze slouéeniny

5 reprezentované obecnym vzorcem I nejsou latky, kde X,, X, predstavuje CH» skupinu a kde n, n'
nabyva hodnot od 11 do 25 a kde R), R,, Rs, R4 pfedstavuji vodik.

Zpusob pripravy téchto latek zahmuje kroky podle schématu 1:
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kde Rs predstavuje trimethylsilyl nebo benzyl,

20 s karbonylovymi slouceninami obecnych vzorcu Il a IV:
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V),

kde Ri, Ry, R3, R4 predstavuji nezavisle vodik, nebo uhlovodikovy zbytek o poctu atoma uhliku
Ci-Cy2, ktery je linearni nebo rozvétveny anebo cyklicky, kde n, n' nabyva nezavisle hodnot od 11
do 25, kde X, X, predstavuje nezavisle kyslik, nebo CH» skupinu; s podminkou Ze slouéeniny
reprezentované obecnym vzorcem III a IV nejsou latky, kde X, X» predstavuje CH» skupinu a kde
n, n' nabyva hodnot od 11 do 25 a kde R), R», Rs, R4 pfedstavuji vodik;

akde LG, a LG; predstavuje nezavisle OH skupinu, halogen nebo zbytek ze skupiny radikala, které
predstavuji LG-*:
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kde Ry, Rz, R3, Ry predstavuji nezavisle vodik, nebo uhlovodikovy zbytek o poétu atomu uhliku C,
az Ci, ktery je lineami nebo rozvétveny anebo cyklicky, kde n, n' nabyva nezavisle hodnot od 11
do 25, kde X, X, pfedstavuje nezavisle kyslik, nebo CH» skupinu kde Rs predstavuje trimethylsilyl
nebo benzyl; s podminkou Ze slouceniny reprezentované obecnym vzorcem V nejsou latky, kde
X1, X; predstavuje CH» skupinu a kde n, n' nabyva hodnot od 11 do 25 a kde Ri, Ry, Rz, Ry
predstavuji vodik.

Reakce kroku 1) se provadi pfi stechiometrickém poméru latek II : III od 0,5 do 0,1 pfi teplotach
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od 0 °C do 120 °C v rozmezi od 10 min do 5 dna, kdy k reakci dochazi v roztoku latek 1T a IIT v
organickych rozpoustédlech nebo jejich smési za michani ¢i tfepani v homogennich nebo
heterogennich fazich v niznych pomérech pri nizkych 1 vysokych teplotach v aprotickych
rozpoustédlech, ve vvhodném provedeni v halogenovanych polamich 1 nepolamich
rozpoustédlech, kterymi mohou byt hexan, toluen, benzen, heptan, petrolether, cyklohexan,
dichlormethan, chloroform, tetrachlormethan, dichlorethan, tetrachlorethylen, dioxan,
tetrahydrofuran, acctonitril, aceton, ecthylacetat, diethylether, rerc-butylmethylether, 1,2-
dimethoxyethan,  dimethoxymethan, N, N-dimethylformamid,  pyrdin, triethylamin,
ethyldiisopropylamin a jejich smési.

Ve vyhodném provedeni se pusobi na latku II roztokem latky III kde LG je OH skupina za
pfitomnosti dehydratacnich a aktivacnich ¢inidel, kterymi mohou byt karbodiimidy, uroniové a
fosfoniové soli (DIC (diisopropylkarbodiimid), EDCI (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid volny nebo jako HCI sul), TCTU ((O-(6-chlor-1-
hydroxybenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluorborat)), HOAT (3-
hydroxytriazolo[4,5-b]pyridineg), HOBt (benzotriazol-1-0l), PyBOP  ((benzotriazol-1-
yloxy)tripyrrolidinofosfonium hexafluorfosfat), HATU (1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-
1,2,3-tniazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid hexafluorfosfat),oxyma(ethyl
kyano(hydroxyimino)acetat)). Reakce probiha za pouziti terciami baze, kterou mohou byt
ethyldiisopropylamin, sym-colidin, DMAP (4-N, N-dimethylaminopyridin).

V kroku i1), se produkt V (Rs = trimethylsilyl - TMS) podrobi kyselému zpracovani trifluoroctovou
kyselinou, CF3SOsH nebo iontoméni¢em v H™ cyklu podle schématu 2:
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Nebo se produkt V (Rs = benzyl-Bn) podrobi hydrogenolytickému zpracovani napt H, na 10% Pd
na uhli podle schématu 3:
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Schéma 3
Imunostimula¢ni aktivita
Experimentalnim méfenim bylo zjisténo, ze latky obecné struktury I vykazuji imunostimulacni

ucinky, které se projevuji ve zvysSené aktivaci buné¢k imunitniho systému predev§im meyloidnich
diferencovanych bunék (makrofagu, dendritickych bunck, zimych bunc¢k /NK bunéck/) obecné
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fagocytdzou fagocytujicich bunék.

Bylo rovn¢z prokazan vliv latek obecné struktury I ve sloZzeni experimentalni vakciny s BSA
antigenem na mySim modelu ve srovnani s LPS (lipopolysacharidem) a TDCM.

Testovany rovnéz byly aktivity latek obecné struktury I na produkci cytokinu IL-8, TNF-a a IFN-
v; aktivaci neutrofilii izolovanych z mysi krve.

Prezivani myS$i po intravenozni intraperitonealni intoxikaci Escherichia Colli mySiho kmenu
BALB/c v profylaktickém 1 terapeutickém modelu (Casovani 1, 3 den po infekei a -7, -1 pred
infekci) kdy bylo dosazeno 95% procentniho prezivani oproti kontrolam.

Studovan byl rovnéz vliv latek obecné struktury I na tvorbu sekundarich plicnich metastaz

nadorového modelu melanomu (B16-F0) u mysi (C57BL/6).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Predmét vynalezu je doloZen priklady provedeni, aniz se tim jakkoli omezuje.
Priklad 1

43.7. Obecny postup pro syntézu 2,2'3.3'4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-di-O-acyl-a,o'-D-
trehal6z z pfislusnych kyselin

Prislusna kyselina (1,61 mmol; 2.5ekv.), 2,2,3,3'4.4'-hexa-O-trimethylsilyl-a, &'-D-trehaloza
(500 mg; 645 umol; 1e¢kv), N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimidhydrochlorid
(EDCI) (495 mg; 2,58 mmol; 4 ¢kv.) a 4-(dimethylamino)pyridin (DMAP) (64,5 mg; 63,5 umol;
1 ekv.) byly suspendovany v bezvodém toluenu (10 ml). Reakéni smés byla michana pii 70 °C a
po detekci plné konverze pomoci TLC (2 dny) bylo rozpoustédlo podafeno na rotacni vakuové
odparce. Odparek byl rozpustén v dichlormethanu (10 ml), odparen na rotacni vakuové odparce
spole¢né se silikagelem (2 g) a Cistén pomoci sloupcové chromatografie.

Priklad 2

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(16-ethyloktadekanoyl)-a, &'-D-trehal6za (7a)

(7a)

Latka 7a byla pripravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 16-ethyloktadekanové (547 mg;
1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (20 g SiO»; elucni
roztok: cyklohexan/ethylacetat = 100/0 — 95/5). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvého oleje.
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Vytézek: 831 mg (94 %), bezbarvy olej; CoHi46013S16 [1364,41 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 = 0,14 (s, 18H); 0,14 (s, 18H); 0,16 (s, 18H); 0,84 (t, J = 7.3 Hz,
12H); 1,11 az 1,36 (m, 58H); 1,53 az 1,71 (m, 4H); 2,35 (dt, J=1,9; 7,5 Hz, 4H); 3,41 az 3,52 (m,
4H); 3,91 (t,J = 8,9 Hz, 2H); 3,96 az 4,11 (m, 4H); 4,28 (dd, J=1,8; 11,7 Hz, 2H); 4,93 (d, J =
2.9 Hz, 2H) ppm; *C NMR (75 MHz, CDCl5) § = 0,16; 0,87; 1,05; 10,91; 24,79; 25,43; 26,77,
29.16; 29,31, 29,48, 29,62; 29,65; 29,68; 29,70; 29,71; 29,73; 30,15; 32,75; 34,14; 36,53, 40,36;
63,28, 70,71; 71,91; 72,64, 73,46, 94,36, 173,72 ppm; MS (ESI) m/z vypocteno (M + Na)*
C70H146013S16Na: 1386,9; nalezeno: 1387,1; TLC Ry= 0,45 (cyklohexan/ethylacetat = 95/5, CAM).

Priklad 3

2,2'.3,3'4,4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(16-propylnonadekanoyl)-a, o'-D-trehal6za (7b)

(7b)

Latka 7b byla pripravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 16-propylnonadekanové (4b)
(592 mg; 1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl ¢ist€én pomoci sloupcové chromatografie (20 g
Si10;; eluéni roztok: cyklohexan/cthylacetat = 100/0 — 95/5). Produkt byl izolovan ve form¢
bezbarvého oleje.

Vytézek: 871 mg (95 %), bezbarvy olej; C74His54013816 [1420,52 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 = 0,14 (s, 18H); 0,14 (s, 18H); 0,16 (s, 18H); 0,88 (t, J= 7,0 Hz,
12H); 1,13 az 1,36 (m, 66H); 1,54 az 1,70 (m, 4H); 2,35 (dt, J = 2,1, 7,6 Hz, 4H); 3,40 az 3,53 (m,
4H); 3,91 (t, J = 8,9 Hz, 2H); 3,96 az 4,11 (m, 4H); 4,28 (dd, J =2,0; 11,7 Hz, 2H); 493 (d, J =
2.9 Hz, 2H) ppm; *C NMR (75 MHz, CDCl5) § = 0,16; 0,87; 1,05; 14,18; 23,17, 24,79; 26,71,
28.87; 29.16; 29,32; 29,49; 29.64; 29.67; 29,71; 29.72; 30,17; 33,38; 33,70; 34,14; 37,34; 63,28;
70,71, 71,91, 72,63; 73,46, 94,37, 173,72 ppm; MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)"
C74H154013S16Na: 1443,0; nalezeno: 1442.8; TLC Ry= 0,45 (cyklohexan/ethylacetat = 95/5, CAM).

Priklad 4

2,2'.3,3" 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(16-butylikosanoyl)-a, &'-D-trehal6za (7¢)
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(7¢0)

Latka 7¢ byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 16-butylikosanové (638 mg;
1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (20 g SiO»; elucni
roztok: cyklohexan/ethylacetat = 100/0 — 95/5). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvého oleje.

Vytézek: 777 mg (82 %), bezbarvy olej; C7sHi62013S16 [1476,63 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCl;) § = 0,14 (s, 18H); 0,14 (s, 18H); 0,16 (s, 18H); 0,90 (t, J = 6,9 Hz,
12H); 1,11 az 1,41 (m, 72H); 1,55 az 1,71 (m, 4H); 2,35 (dt, J=2,1; 7,6 Hz, 4H); 3,41 az 3,54 (m,
4H); 391 (t, J= 8,9 Hz, 2H); 3,97 az 4,11 (m, 4H); 4,28 (dd, J = 1,8; 11,7 Hz, 2H); 4,93 (d, J =
2.9 Hz, 2H) ppm; *C NMR (75 MHz, CDCl5) § = 0,16; 0,87; 1,05; 14,54; 19,80; 24,79; 26,68;
29,16; 29,32; 29.48; 29,63; 29,66, 29,69; 29,72; 30,17, 33,67; 34,14; 36,10; 36,94; 63,27; 70,72;
71,91; 72,63; 73,46; 94,36, 173,71 ppm; MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)* C7sH,62013SisNa:
1498,1; nalezeno: 1493 3; TLC Ry= 0,47 (cyklohexan/ethylacetat = 95/5, CAM).

Priklad 5

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(16-hexyldokosanoyl)-a, a'-D-trehal6za (7d)

LTS

§ﬁ§‘&

eSO SAd
THS,, TMS

e o Wy
&
O

e
FE |

RS

(7d)

Latka 7d byla pripravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 16-hexyldokosanové (684 mg;
1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (20 g SiO»; elucni
roztok: cyklohexan/ethylacetat = 100/0 — 95/5). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvého oleje.

Vytézek: 736 mg (72 %); bezbarvy olej; CssHi78013S16 [1588,84 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCls) 8 = 0,14 (s, 18H): 0,14 (s, 18H): 0,16 (s, 18H): 0,89 (t, J = 7.0 Hz,
12H): 1,00 a2 1,40 (m, 90H): 1,53 az 1,71 (m, 4H): 2,35 (dt, J= 2,1 7,5 Hz, 4H): 3,39 a7 3,54 (m,
4H); 3,91 (t, J = 8,9 Hz, 2H): 3,96 a2 4,11 (m, 4H); 428 (dd, J= 1,8: 11,4 Hz, 2H):; 493 (d, J =
3,2 Hz, 2H) ppm; °C NMR (75 MHz, CDCL3) 6 = 0,17; 0,88 1,06; 14,13; 22,72 24.80; 26,67:
26,71, 29,18: 29.33: 29.50: 29,65: 29.69; 29,73: 29.84: 30,17: 31,97; 33,71; 34,15; 37.40; 63,29:
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70,73; 71,92; 72,64; 7347, 9437, 173,72 ppm; MS (ESI) m/z vypoiteno (M + Na)'
CssH173013S16Na: 1610,2; nalezeno: 1410,6; TLC Ry= 0,51 (cyklohexan/ethylacetat = 95/5, CAM).

Priklad 6

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(2-(hexadecyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehal6za (8a)

Q

(8a)

Latka 8a byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 2-(hexadecyloxy)octové (6a)
(483 mg; 1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl €ist€n pomoci sloupcové chromatografie (20 g
Si0,; elucni roztok: cyklohexan/ethylacetat = 100/0 — 93/7). Produkt byl izolovan ve formé
bezbarvého oleje.

Vytézek: 832 mg (96 %), bezbarvy olej; CesHi3s015S16 [1340,31 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6= 0,13 az 0,14 (m, 36H); 0,15 (s, 18H); 0,89 (t, J = 7,0 Hz, 6H);
111 az 1,42 (m, 52H); 1,55 a2 1,68 (m, 4H): 3,39 a2 3.57 (m, 8H); 3,90 (t, J = 8,9 Hz, 2H): 3,96
a2 4,06 (m, 2H): 4,8 a2 4,20 (m, 6H): 4,34 (dd, J=2,2; 11,9 Hz, 2H): 4,90 (d, J = 2.9 Hz, 2H) ppm;
13C NMR (75 MHz, CDCls) 6= 0,12; 0,82: 1,00; 14,08; 22,66; 25,99: 29.33: 29.46: 29,55 29.59:
29.63; 29.67; 31,90; 63,60 68,07: 70,62; 71,75: 72.58: 73.35: 94.34; 170,48 ppm: MS (ESI) m/z
vypoteno (M +Na)”™ CeHi3s015SisNa:  1361,9; nalezeno: 1362,9; TLC R;=0,20
(cyklohexan/ethylacetat = 90/10, CAM).

Priklad 7

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(2-(heptadecyloxy)acetyl)-a, a’-D-trehal 6 za (8b)

(8b)

Latka 8b byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 2-(heptadecyloxy)octové (6b)
(506 mg; 1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl €ist€n pomoci sloupcové chromatografie (20 g
Si10;; eluéni roztok: cyklohexan/cthylacetat = 100/0 — 93/7). Produkt byl izolovan ve form¢
bezbarvého oleje.

Vytézek: 858 mg (97 %); bezbarvy olej; CosHi142015S16 [1368,36 g/mol]
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'H NMR (300 MHz, CDCl;3) 6= 0,12 az 0,14 (m, 36H); 0,15 (s, 18H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 6H);
1,13 az 1,41 (m, 56H); 1,53 az 1,67 (m, 4H); 3,37 az 3,58 (m, 8H); 3,90 (t, J = 8,8 Hz, 2H); 3,94
az 4,07 (m, 2H); 4,06 az 4,18 (m, 6H); 4,34 (dd, J = 2,1; 11,8 Hz, 2H); 4,90 (d, J = 3,0 Hz, 2H)
ppm; C NMR (75 MHz, CDCls) § =0,13; 0,81; 1,02; 14,10; 22,67, 26,00, 29,33; 29,46; 29,57
29.,61;29,63;29,68;31,91;63,60; 68,08, 70,62; 71,74, 72,58; 73,34, 94,34; 170,59 ppm; MS (ESI)
m/z vypocteno (M + Na)™ CgsHis2015SisNa:  1389,9; nalezeno: 1391,1; TLC Ry = 0,20
(cyklohexan/ethylacetat = 90/10, CAM).

Priklad 8

2,2'3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(2-(oktadecyloxy)acetyl)-a, o'-D-trehal6za (8c¢)

(8¢)

Latka 8c byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 2-(oktadecyloxy)octove
(528 mg; 1,61 mmol; 1 ¢kv.). Surovy produkt byl ¢ist€én pomoci sloupcové chromatografie (20 g
Si10;; eluéni roztok: cyklohexan/cthylacetat = 100/0 — 93/7). Produkt byl izolovan ve form¢
bezbarvych krystalii.

Vytézek: 873 mg (97 %); bezbarvé krystaly; C70H146015S16 [1396,41 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6§ = 0,13 az 0,14 (m, 36H); 0,15 (s, 18H); 0,89 (t, J = 6,9 Hz, 6H);
1,12 az 1,41 (m, 60H); 1,54 az 1,67 (m, 4H); 3,38 az 3,57 (m, 8H); 3,90 (t, J = 8,9 Hz, 2H); 3,95
az 4,05 (m, 2H); 4,08 az 4,21 (m, 6H); 4,34 (dd, J = 2,1; 11,5 Hz, 2H); 4,90 (d, J = 2,6 Hz, 2H)
ppm; *C NMR (75 MHz, CDCls) 6 = 0,14; 0,81; 1,01; 14,09; 22,68; 25,99; 29,31; 29,48; 29,56;
29,57;29,65;29,68;31,91; 63,60; 68,07; 70,63; 71,75; 72,58, 73,35; 94,34, 170,50 ppm; MS (ESI)
m/z vypocteno (M + Na)" CsHisO15S81sNa: 1417.9; nalezeno: 14174, TLC Ry = 0,22
(cyklohexan/ethylacetat = 90/10, CAM); B.t. 38,7 az 39,8 °C.

Priklad 9

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(2-(nonadecyloxy)acetyl)-a, o' -D-trehal6za (8d)

(8d)

Latka 8d byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 2-(nonadecyloxy)octove

-10 -
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(550 mg; 1,61 mmol; 1 ¢kv.). Surovy produkt byl ¢ist€én pomoci sloupcové chromatografie (20 g
Si10;; eluéni roztok: cyklohexan/cthylacetat = 100/0 — 93/7). Produkt byl izolovan ve form¢
bezbarvych krystalii.

Vytézek: 902 mg (98 %); bezbarvé krystaly; C7.H150015S16 [1424,47 g/mol|

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6= 0,13 az 0,14 (m, 36H); 0,15 (s, 18H); 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 6H);
1,09 az 1,42 (m, 64H); 1,54 az 1,68 (m, 4H); 3,39 az 3,57 (m, 8H); 3,90 (t, J = 8,9 Hz, 2H); 3,97
az 4,06 (m, 2H); 4,07 az 4,20 (m, 6H); 4,34 (dd, J = 2,2; 11,9 Hz, 2H); 4,90 (d, J = 2,9 Hz, 2H)
ppm; BC NMR (75 MHz, CDCls) § = 0,14; 0,83; 1,01; 14,09; 22,67, 25,99; 29,33; 29,48; 29,55;
29,59;29,64;29,67,31,91,63,61; 68,08, 70,62; 71,75, 72,58; 73,35, 94,34; 170,49 ppm; MS (ESI)
m/z vypoéteno (M + Na)" C;His00i1sSigNa: 1446,0; nalezeno: 1447.2; TLC R, = 0,23
(cyklohexan/ethylacetat = 90/10, CAM); B.t. 46,0 az 46,7 °C.

Priklad 10

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(2-(ikosyloxy)acetyl)- o, o'-D-trehaldza (8e¢)

(8¢)

Latka 8e byla pripravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 2-(ikosyloxy)octové (573 mg;
1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl €is§t€n pomoci sloupcové chromatografie (20 g SiO»; elucni
roztok: cyklohexan/ethylacetat = 100/0 — 93/7). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych
krystalu.

Vytézek: 902 mg (96 %), bezbarvé krystaly; C74H154015S16 [1452,52 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6= 0,13 a2 0,15 (m, 36H); 0,15 (s, 18H); 0,89 (t, J = 6.6 Hz, 6H):
1,13 a2 1,41 (m, 68H); 1,54 az 1,67 (m, 4H); 3,41 a7 3,57 (m, 8H): 3,90 (t, J = 8,9 Hz, 2H); 3,96
az 4,06 (m, 2H); 4,07 a2 4.20 (m, 6H): 4,34 (dd, J = 2.2; 11,8 Hz, 2H); 4,90 (d, J = 2.8 Hz, 2H)
ppm; *C NMR (75 MHz, CDCls) 5= 0,14; 0,85 1,02; 14,10; 22,68: 26,02; 29,36 29,49: 29.57;
29.61; 29,62; 29,66: 29.70; 31,92; 63.62; 68.10; 70,63; 71,76: 72.59: 73,35; 94.35; 170,50 ppm;
MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)™ C2H54015S1sNa: 1474,0; nalezeno: 1474,2; TLC Ry= 0,24
(cyklohexan/ethylacetat = 90/10, CAM); B.t. 47,0 az 48,1 °C.

Priklad 11

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(2-(henikosyloxy)acetyl)-a, a'-D-trehal6za (8f)

-11 -
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(8)

Latka 8f byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 2-(henikosyloxy)octové (6f)
(596 mg; 1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl ¢ist€n pomoci sloupcové chromatografie (20 g
S10;; eluéni roztok: cyklohexan/cthylacetat = 100/0 — 93/7). Produkt byl izolovan ve form¢
bezbarvych krystalii.

Vytézek: 893 mg (94 %); bezbarvé krystaly; C76HissO15Si [1480,57 g/mol]

'H NMR (300 MHz, CDCl;5) 6= 0,13 az 0,15 (m, 36H); 0,16 (s, 18H); 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 6H);
1,14 az 1,42 (m, 72H); 1,53 az 1,65 (m, 4H); 3,39 az 3,55 (m, 8H); 3,90 (t, J = 8,9 Hz, 2H); 3,98
az 4,06 (m, 2H); 4,7 az 4,21 (m, 6H); 4,34 (dd, J=2,2; 11,9 Hz, 2H); 4,90 (d, /= 2,9 Hz, 2H) ppm;
BCNMR (75 MHz, CDCl5) 6= 0,14; 0,83; 1,01; 14,09; 22.67; 26,00; 29,34; 29.49; 29,57; 29.59;
29,62;29,65;29,68;31,91;63,62; 68,09, 70,63; 71,76, 72,59; 73,36, 94,37; 170,49 ppm; MS (ESI)
m/z vypocteno (M + Na)” CiHissO15SisNa: 1502,0; nalezeno: 1503,2; TLC Ry = 0,26
(cyklohexan/ethylacetat = 90/10, CAM); B.t. 53,9 az 54,5 °C.

Priklad 12

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-bis-O-(2-(dokosyloxy)acetyl)-a, a'-D-trehal6za (8g)

(8g)

Latka 8g byla pripravena podle obecného postupu 4.3.7 z kyseliny 2-(dokosyloxy)octové (618 mg;
1,61 mmol; 1 ekv.). Surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (20 g SiO»; elucni
roztok: cyklohexan/ethylacetat = 100/0 — 93/7). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych
krystali.

Vytézek: 870 mg (89 %); bezbarvé krystaly; C7sH162015S16 [1508,62 g/mol ]

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6= 0,13 a2 0,15 (m, 36H); 0,15 (s, 18H); 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 6H);
1,17 a2 1,42 (m, 76H); 1,55 a2 1,68 (m, 4H): 3.40 az 3,57 (m, 8H); 3,90 (t, J = 8,9 Hz, 2H): 3.97
az 4,06 (m, 2H): 4,07 az 4,20 (m, 6H); 4,34 (dd, J = 2.2; 11,9 Hz, 2H): 4,90 (d, J = 2.9 Hz, 2H)
ppm; C NMR (75 MHz, CDCls) 8= 0,15; 0,84 1,02; 14,10 22,68: 26,01 29,35 29.49: 29.57;
29.60; 29,62: 29,65 29.69; 31,92; 63.62; 68.09; 70,63; 71,76: 72.59: 73,36, 94.37; 170,50 ppm;
MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)™ CssH62015S1sNa: 1530,0; nalezeno: 1531,3; TLC Ry= 0,27
(cyklohexan/ethylacetat = 90/10, CAM); B.t. 57,7 az 58,1 °C.

-12 -
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Priklad 13

4.3.8 Obecny postup pro syntézu 6,6'-di-O-acyl-a,a'-D-trehaléz z pfislusnych 2.2 3.3' 4, 4'-hexa-
O-trimethylsilyl-6,6'-di-O-acyl-a, or'-D-trehal 6z

K roztoku pfislusné 2,2' 3,3'4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-di-O-acyl-a, o'-D-trehal6za (499 pumol;
1 ekv.) ve smési dichlormethan/methanol (4/1; 10 ml) byl pfidan Dowex® 50W X8 (Sigma Aldrich)
(250 mg). Reakeéni smés byla michana pfi laboratomi teploté. Po detekcei plné konverze pomoci
TLC (2 hodiny) byla reakéni smés zfiltrovana. Pfi vzniku srazeniny v pribéhu reakce byla reakéni
smés pred filtraci nafedéna tetrahydrofuranem (10 ml). Filtrat byl odpafen na vakuové rotacni
odparce a surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie.

Priklad 14

6,6'-Bis-O-(16-¢cthyloktadekanoyl)-a, a'-D-trehaldza (10a)

(10a)

Latka 10a byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2' 3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(16-ethyloktadekanoyl)-a,a'-D-trehaldzy (7a) (681 mg; 499 umol; 1 ekv.). Surovy produkt
byl ¢i§t€n pomoci sloupcové chromatografie (12 g Si0»; elucni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Cisty produkt byl rozpuitén v 1,4-dioxanu (2 ml), pfeveden do vialky a roztok
byl lyofilizovan.

Vytézek: 324 mg (70 %), lyofilizat; Cs;HozO13 [931,33 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) = 0,86 (t,J = 7,3 Hz, 12H); 1,11 az 1,42 (m, 58H); 1,64 (tt, J =
7,0 Hz, 4H); 2,34 (t,J=7,3 Hz, 4H); 4,18 (t, J = 9,2 Hz, 2H); 4,32 (dd, J = 3,5; 9,5 Hz, 2H); 4,76
(t,J=9,0 Hz, 2H); 4,84 (dd, J = 5,5; 11,7 Hz, 2H); 5,02 (d, J = 11,0 Hz, 2H); 5,11 (dd, J = 4,4;
10,3 Hz, 2H); 5,90 (d, J = 3,2 Hz, 2H) ppm; C NMR (75 MHz, pyridin-ds) 6 = 11,58; 25,78;
26,18; 27,57, 29,88; 30,09; 30,28; 30,43; 30,48; 30,55; 30,95; 33,53; 34,92; 41,05; 64,85; 72,05;
72.,49; 73,85, 75,34, 96,29; 174,12 ppm; MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)™ Cs:HosNaQOi3: 953,7;
nalezeno: 954.4; TLC Ry= 0,40 (dichlormethan/methanol = 85/15, CAM).

Priklad 15

6,6'-Bis-O-(16-propylnonadekanoyl)-a, &'-D-trehal6za (10b)

-13 -
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(10b)

Latka 10b byla pripravena podle obecného postupu

Latka 10b byla pripravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2'3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsiiyl-6,6'-
bis-O-(16-propylnonadekanoyl)-a, a'-D-trehaloézy (7b) (717 mg; 505 umol; 1 ekv.). Surovy
produkt byl ¢ist€én pomoci sloupcové chromatografie (12 g SiOz; eluéni roztok:
dichlormethan/methanol = 100/0 — 82/18). Cisty produkt byl rozpustén v 1.4-dioxanu (2 ml),
pfeveden do vialky a roztok byl lyofilizovan.

Vytézek: 430 mg (86 %), lyofilizat; CssHio6013 [987,43 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) 6= 0,92 (t,J = 6,9 Hz, 12H); 1,13 az 1,41 (m, 66H); 1,64 (tt, J =
7,0 Hz, 4H); 2,34 (dt,J = 1,5; 7,5 Hz, 4H); 4,19 (t,J = 9,4 Hz, 2H); 4,33 (dd, J = 3,8; 9,4 Hz, 2H);
476 (t,J = 9,2 Hz, 2H); 4,84 (dd, J = 5,3; 11,7 Hz, 2H); 5,02 (d, J = 11,1 Hz, 2H); 5,11 (dd, J =
4.4; 10,3 Hz, 2H); 5,90 (d, J = 3,8 Hz, 2H) ppm; '*C NMR (75 MHz, pyridin-ds) 5= 15,25; 20,57,
25,78; 27,48, 29,88; 30,09; 30,27; 30,44; 30,48; 30,52; 30,54; 30,55; 30,99; 34,44; 3491; 36,81;
37,68, 64,84; 72,05; 72,49; 73,85, 75,34; 96,29; 174,12 ppm; MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)*
CssHi0sNaQi3: 1009,8; nalezeno: 1010,5; TLC R,= 0,27 (dichlormethan/methanol = 90/10, CAM).

Priklad 16

6,6'-Bis-O-(16-butylikosanoyl)-a, a'-D-trehaloza (10c)

(10c)

Latka 10c byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2' 3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(16-butylikosanoyl)-a, &'-D-trehalozy (7¢) (623 mg; 422 umol; 1 ekv.). Surovy produkt byl
¢ist€n pomoci sloupcové chromatografie (12 g SiO»; elucni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Cisty produkt byl rozpuitén v 1,4-dioxanu (2 ml), pfeveden do vialky a roztok
byl lyofilizovan.

Vytézek: 371 mg (84 %), lyofilizat; CsoHi114013 [1043,54 g/mol]
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'HNMR (300 MHz, pyridin-ds) 6= 0,93 (t, J = 6,8 Hz, 12H); 1,12 az 1,41 (m, 74H); 1,64 (tt, J =
7,1 Hz, 4H); 2,34 (dt, J = 1,7; 7,5 Hz, 4H); 4,19 (t, J = 9,4 Hz, 2H); 4,33 (dd, J = 3,8; 9,4 Hz, 2H);
477 (t,J=9,2 Hz, 2H); 4,84 (dd, J=5,3; 11,7 Hz, 2H); 5,02 (dd, J = 1,2; 11,5 Hz, 2H); 5,07 az
5,15 (m, 2H); 5,91 (d, J = 3,6 Hz, 2H) ppm; C NMR (75 MHz, pyridin-ds) & = 14,87; 23,97,
25.78; 27,54, 29,72; 29,88; 30,09; 30,28; 30,44; 30,49; 30,53; 30,55; 30,56; 31,00; 34,17; 34,50;
34,91, 38,14; 64,84, 72,05, 72,50, 73,86; 75,35, 96,30; 174,12 ppm; MS (ESI) m/z vypocteno (M
+ Na)™ CsoH11sNaOi3: 1065,8; nalezeno: 1066,6; TLC Ry= 0,34 (dichlomnethan/methanol = 85/15,
CAM).

Priklad 17

6,6'-Bis-O-(16-hexyldokosanoyl)-a,a'-D-trehaloza (10d)

(10d)

Latka 10d byla pripravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2'3,3' 4, 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(16-hexyldokosanoyl)-a,o'-D-trehaldzy (7d) (582 mg; 366 umol; 1 ekv.). Surovy produkt
byl ¢i§té€n pomoci sloupcové chromatografie (12 g Si0»; elucni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Cisty produkt byl rozpuitén v 1,4-dioxanu (2 ml), pfeveden do vialky a roztok
byl lyofilizovan.

Vytézek: 232 mg (55 %), lyofilizat; CesHi30013 [1155,75 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) = 0,93 (t, J = 6,8 Hz, 12H); 1,12 az 1,40 (m, 90H); 1,64 (tt, J =
7.3, 7,5 Hz, 4H); 2,34 (dt, J =1,5; 7,5 Hz, 4H), 4,19 (t, J = 9,4 Hz, 2H); 4,32 (dd, J = 3,7, 9,7 Hz,
2H); 4,77 (t,J=9,1 Hz, 2H); 4,84 (dd, J=5,3; 11,7 Hz, 2H); 5,02 (dd, J=1,9; 11,7 Hz, 2H); 5,07
az 5,15 (m, 2H); 5,91 (d, J = 3,6 Hz, 2H) ppm; 3C NMR (75 MHz, pyridin-ds) 6 = 14,82; 23,50;
25.79; 27,51, 27,56, 29,90; 30,11; 30,30; 30,47; 30,52; 30,58; 30,63; 31,03; 32,71; 34,53; 34,92;
38,23, 64,84; 72,06; 72,50; 73,86, 75,35; 96,28; 174,11 ppm; MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)*
CssHi30NaQOi3: 1177.9; nalezeno: 1178,8; TLC Ry= 0,41 (dichlormethan/methanol = 85/15, CAM).

Priklad 18

6,6'-Bis-O-(2-(hexadecyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehaldza (11a)
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(11a)

Latka 11a byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2'3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(2-(hexadecyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehalézy (8a) (724 mg; 540 umol; 1 ekv.). Surovy produkt
byl ¢i§té€n pomoci sloupcové chromatografie (12 g Si0»; elucni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych krystali.

Vytézek: 428 mg (87 %), bezbarvé krystaly; CisHooO15 [907,22 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) 6 = 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 6H); 1,20 az 1,43 (m, 52H); 1,62 (tt, J =
7.0 Hz, 4H); 3,56 (t, J = 6,5 Hz, 4H); 4,16 (t, J = 9,4 Hz, 2H); 4,22 (d, J = 3,2 Hz, 4H); 4,26 az
4.34 (m, 2H); 4,74 (t,J = 9,1 Hz, 2H); 4,86 (dd, J = 5,6; 11,8 Hz, 2H); 5,01 az 5,15 (m, 4H); 5,87
(d, J = 3,6 Hz, 2H) ppm; *C NMR (75 MHz, pyridin-ds) & = 14,78; 23,43; 26,87, 30,11; 30,26;
30,42; 30,49; 30,56; 32,62; 65,12; 68,93; 71,96; 72,28; 72,42, 73,79; 75,31, 96,45; 174,48 ppm;
MS (ESI) m/z vypocteno (M + Na)™ CisHooNaOi3: 929,6; nalezeno: 930,4; TLC R, = 0,34
(dichlormethan/methanol = 85/15, CAM); B.t. 142.6 az 143.5 °C.

Priklad 19
6,6'-Bis-O-(2-(heptadecyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehaloza (11b)

o

(11b)

Latka 11b byla pripravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2,2'3,3' 4, 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(2-(heptadecyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehaldézy (8b) (730 mg; 534 umol; 1 ¢kv.). Surovy
produkt byl ¢ist€én pomoci sloupcové chromatografie (12 g SiOs; eluéni roztok:
dichlormethan/methanol = 100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve form¢ bezbarvych krystali.

Vytézek: 410 mg (82 %); bezbarvé krystaly; CsoHosO15 [935,27 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) § = 0,88 (t,J = 7,0 Hz, 6H); 1,13 az 1,43 (m, 56H), 1,54 az 1,69
(m, 4H); 3,55 (t, J = 6,5 Hz, 4H); 4,10 az 4,25 (m, 6H); 4,30 (dd, J = 3,6; 9,4 Hz, 2H); 4,74 (t,J =
9.1 Hz, 2H); 4,86 (dd, J=5,0; 11,2 Hz, 2H); 4,99 az 5,16 (m, 4H); 5,87 (d, J = 3,4 Hz, 2H) ppm;
BC NMR (75 MHz, pyridin-ds) § = 14,79; 23,45; 26,89; 30,12; 30,27; 30,44; 30,51; 39,57, 32,63;
65,10; 68,92; 71,95, 72,27, 72,41, 73,77, 75,29, 96,44; 171,48 ppm; MS (ESI) m/z vypocteno (M
+ Na)" CsoHouNaOQOis: 957,7; nalezeno: 958,4; TLC Ry = 0,35 (dichlormethan/methanol = 85/15,
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CAM); B.t. 140,2 az 140,8 °C.
Priklad 20

6,6'-Bis-O-(2-(oktadecyloxy)acetyl)-a, a'-D-trehaldza (11¢)

(l1c)

Latka 11c¢ byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2'3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(2-(oktadecyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehalozy (8¢) (767 mg; 549 umol; 1 ekv.). Surovy produkt
byl ¢i§t€n pomoci sloupcové chromatografie (12 g Si0»; elucni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych krystali.

Vytézek: 435 mg (82 %), bezbarvé krystaly; Cs:HogO15 [963,33 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) 6§ = 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 6H); 1,11 az 1,46 (m, 60H), 1,54 az 1,67
(m, 4H); 3,55 (t, J = 6,2 Hz, 4H); 4,08 az 4,25 (m, 6H); 4,29 (dd, J= 3.4, 9,6 Hz, 2H); 4,75 (t,J =
9,2 Hz, 2H); 4,86 (dd, J=5,1; 11,3 Hz, 2H); 4,99 az 5,17 (m, 4H); 5,87 (d, J = 3,2 Hz, 2H) ppm;
BC NMR (75 MHz, pyridin-ds) § = 14,80; 23,46; 26,88; 30,13; 30,28; 30,44; 30,51; 32,63; 65,10;
68,92; 71,95, 72,27, 72,41, 73,78, 75,30; 96,44, 171,48 ppm; MS (ESI) m/z vypocteno (M + Na)”
Cs:HosNaOis: 985,7; nalezeno: 986,4; TLC R = 0,40 (dichlormethan/methanol = 85/15, CAM); B.t.
139,0 az 139,8 °C.

Priklad 21

6,6'-Bis-O-(2-(nanodecyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehaloza (11d)

oM o
POSORAS
O : “Re ‘§ ¥ Or

el b

(11d)

Latka 11d byla pripravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2,2'3,3' 4, 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(2-(nonadecyloxy)acetyl)-a, o'-D-trehalozy (8d) (810 mg; 569 umol; 1 ekv.). Surovy
produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (12 g SiO,; eluéni roztok:
dichlormethan/methanol = 100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve form¢ bezbarvych krystali.
Vytézek: 495 mg (88 %); bezbarvé krystaly; CssHi02015 [991,38 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) 6 = 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 6H): 1,16 az 1,44 (m, 64H), 1,54 az 1,68
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(m, 4H); 3,56 (t,J = 6,3 Hz, 4H); 4,09 az 4,25 (m, 6H); 4,30 (dd, J = 3,6; 9,4 Hz, 2H); 4,75 (t,J =
9,0 Hz, 2H); 4,86 (dd, J=4,7; 11,1 Hz, 2H); 5,00 az 5,16 (m, 4H); 5,87 (d, J = 3,0 Hz, 2H) ppm;
BC NMR (75 MHz, pyridin-ds) 6 = 14,79; 23,45; 26,89; 30,12; 30,28; 30,44; 30,52; 30,57, 32,63,
65,11; 68,92; 71,96, 72,28, 72,41, 73,78; 75,30, 96,44; 171,48 ppm; MS (ESI) m/z vypocteno (M
+ Na)" CssHioNaOis: 1013,7; nalezeno: 1014,5; TLC Ry= 0,48 (dichlormethan/methanol = 85/15,
CAM); Bt. 137,8 az 138,6 °C.

Priklad 22

6,6'-Bis-O-(2-(ikosyloxy)acetyl)-a, a'-D-trehaloza (11¢)

o

(lle)

Latka 11e byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2' 3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(2-(ikosyloxy)acetyl)-a, &'-D-trehalozy (8¢) (840 mg; 578 umol; 1 ekv.). Surovy produkt byl
¢ist€n pomoci sloupcové chromatografiec (12 g SiO»; eluéni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych krystali.

Vytézek: 395 mg (67 %), bezbarvé krystaly; CseHi0s015 [1019,43 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) 6 = 0,88 (t, J = 5,9 Hz, 6H); 1,17 az 1,44 (m, 68H), 1,54 az 1,68
(m, 4H); 3,56 (t, J = 6,3 Hz, 4H); 4,16 (t, J= 9,8 Hz, 2H); 4,22 (d, J = 2,5 Hz, 4H); 4,30 (dd, J =
3,2, 8,9 Hz, 2H); 4,74 (t, J = 9,0 Hz, 2H); 4,86 (dd, J = 5,3; 11,5 Hz, 2H); 5,00 az 5,17 (m, 4H);
5,87 (d, J = 3,2 Hz, 2H) ppm; *C NMR (75 MHz, pyridin-ds) & = 14,80; 23,46, 26,89; 30,13;
30,28; 30,44; 30,46, 30,53; 30,58; 32,63; 65,10, 68,93; 71,96; 72.28; 72.41; 73,79; 75,31; 96,44,
171,48 ppm; MS (ESI) m/z vypoéteno (M + Na)™ CssHi0sNaQ1s: 1041,7; nalezeno: 1042,6; TLC
R;= 0,48 (dichlormethan/methanol = 85/15, CAM); B.t. 135,0 az 136,3 °C.

Priklad 23

6,6'-Bis-O-(2-(henikosyloxy)acetyl)-a, a'-D-trehaloza (11f)

D O
§§€Z§% e i iy oS &\ﬁ)&‘,{}
peSee
g on

(11f)
Latka 11fbyla pfipravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2' 3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(2-(henikosyloxy)acetyl)-a,a'-D-trehalozy (8f) (874 mg; 591 umol; 1 ekv.). Surovy produkt
byl ¢i§t€n pomoci sloupcové chromatografie (12 g Si0»; elucni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych krystali.
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Vytézek: 539 mg (87 %), bezbarvé krystaly; CssHi10015 [1047,48 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) § = 0,88 (t,J = 7,0 Hz, 6H); 1,17 az 1,44 (m, 72H), 1,54 az 1,69
(m, 4H); 3,56 (t, J = 6,4 Hz, 4H); 4,16 (t, J= 9,2 Hz, 2H); 4,22 (d, J = 3,0 Hz, 4H); 4,30 (dd, J =
3,2; 8,9 Hz, 2H); 4,74 (t, J = 9,1 Hz, 2H); 4,86 (dd, J=4,9; 11,3 Hz, 2H); 5,01 az 5,16 (m, 4H);
5,87 (d, J = 3,4 Hz, 2H) ppm; *C NMR (75 MHz, pyridin-ds) & = 14,80; 23,46; 26,90; 30,13;
30,28; 30,44; 30,53; 32,63, 65,10; 68,92; 71,96; 72,28; 72,42, 73,79; 75,30, 96,44; 171,48 ppm;
MS (ESI) m/z vypocteno (M + Na)™ CssHi10NaOis: 1069,8; nalezeno: 1070,7; TLC Ry = 0,50
(dichlormethan/methanol = 85/15, CAM); B.t. 133,8 az 135,1 °C.

Priklad 24

6,6'-Bis-O-(2-(dokosyloxy)acetyl)-a, a'-D-trehaldza (11 g)

\@ﬂva.

l1g

Latka 11g byla pripravena podle obecného postupu 4.3.8 z 2.2'3,3' 4 4'-hexa-O-trimethylsilyl-6,6'-
bis-O-(2-(dokosyloxy)acetyl)-a, a'-D-trehalozy (8 g) (770 mg; 511 umol; 1 ekv.). Surovy produkt
byl ¢i§t€n pomoci sloupcové chromatografie (12 g Si0»; elucni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych krystali.

Vytézek: 523 mg (95 %), bezbarvé krystaly; CsoH114015 [1075,54 g/mol]

'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) § = 0,88 (t,J = 6,4 Hz, 6H); 1,15 az 1,44 (m, 76H), 1,54 az 1,69
(m, 4H); 3,56 (t, J = 6,5 Hz, 4H); 4,16 (t, J= 9,5 Hz, 2H); 4,22 (d, J = 2,6 Hz, 4H); 4,30 (dd, J =
3.1, 9,1 Hz, 2H); 4,74 (t, J = 9,0 Hz, 2H); 4,86 (dd, J = 5,3; 11,3 Hz, 2H); 4,99 az 5,16 (m, 4H);
5,87 (d, J = 3,4 Hz, 2H) ppm; *C NMR (75 MHz, pyridin-ds) & = 14,80; 23,46; 26,89; 30,13;
30,28; 30,44; 30,53; 32,64, 65,11, 68,92; 71,96, 72.27; 72.41; 73,79, 75,30, 96,44; 171,48 ppm;
MS (ESI) m/z vypocteno (M + Na)™ CsoH114NaOys: 10978, nalezeno: 1098,7; TLC R, = 0,50
(dichlormethan/methanol = 85/15, CAM). B.t. 136,5 az 138,2 °C.

Priklad 25

2,2'.3,3' 4 4'-Hexa-O-benzyl-6,6'-bis-O-(2-((16-cthyloktadecyl)oxy)acetyl))-a, o' -D-trehal6za
(17k)

:“/f

8n
%/J\{ Q W /t\\, R N VN N \»f\ -
{3»\/ ’3 fi\r Bn

-~ Qné

{3 het L
3’;&\/ R Tl el U e
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1) SN
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Latka 17k byla pfipravena podle obecného postupu 4.3.7 2z kyseliny 2-(16-
ethyloktadecyl)oxy)octové (1,61 mmol; 1 ekv.) a hexabenzyltrehalozy. Surovy produkt byl ¢istén
pomoci sloupcové chromatografie (20 g SiO»; eluéni roztok: cyklohexan/cthylacetat = 100/0 —
93/7). Produkt byl izolovan ve form¢ bezbarvych krystala.

Vytézek: 902 mg (92 %), bezbarvé krystaly; CosH142015 [1560,17 g/mol]
Priklad 26

6,6'-bis-O-(2-((16-cthyloktadecyl)oxy)acetyl))-a,a'-D-trehaldza (18k)

o

w0, 1o i L

K\W N N e NP e
O *
HO T HG

X
]
{} -~ QH o ff"

~ .
O&\~/ AU G0 Vo NP NP N e »\\.\f”&\«f’

€35

(18k)

K roztoku pfislusné 2,2',3,3' 4,4'-hexa-O-benzyl-6,6'-di-O-acyl-a,a'-D-trehalozy 17k ( 500 mg) ve
smési dichlormethan/tetrahydrofuran (4/2; 10 ml) bylo pfidano 300 mg 10% Pd/C (Aldrich,
suseného ve vakuu pod Ar). Reak¢ni sm¢s byla michana pri laboratorni teploté 2 dny v atmosfére
vodiku za laboratomi teploty a tlaku 101,3 kPa (1 atm.). Po detekci plné konverze pomoci byla
reakéni sm¢s zfiltrovana. Filtrat byl odpafen na vakuové rotacni odparce a surovy produkt byl
¢istén pomoci sloupcové chromatografiec (16 g SiO»; elu¢ni roztok: dichlormethan/methanol =
100/0 — 82/18). Produkt byl izolovan ve formé bezbarvych krystali.

Vytézek: (89 %); bezbarvé krystaly; CssHiosO15 [1019,43 g/mol]

Priklad 27

Imunostimulaéni aktivita

Experimentalnim méfenim bylo zjisténo Ze latky obecné struktury I vykazuji imunostimulaéni
ucinky, které se projevuji ve zvysen¢ aktivaci bunék imunitniho systému predev§im meyloidnich
diferencovanych bunék (makrofagu, dendritickych bunck, zimych bunc¢k /NK bunéck/) obecné
fagocytdzou fagocytujicich bunék.

Byl rovné¢z prokazan vliv latek obecné struktury I ve slozeni experimentalni vakciny s BSA
antigenem na mySim modelu ve srovnani s LPS (lipopolysacharidem) a TDCM.

Testovany rovnéz byly aktivity latek obecné struktury I na produkci cytokinu IL-8, TNF-a a IFN-
v; aktivaci neutrofilli izolovanych z mysi krve.

Prezivani mys$i po intravenozni intraperitonealni intoxikaci Escherichia Colli myS§i kmenu BALB/c
v profylaktickém 1 terapeutickém modelu (€asovani 1, 3 den po infekcei a -7, -1 pfed infekei) kdy

bylo dosazeno 95% procentniho prezivani oproti kontrolam.

Studovan byl rovnéz vliv latek obecné struktury I na tvorbu sekundarnich plicnich metastaz
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nadorového modelu melanomu (B16-F0) u mysi (C57BL/6).

Prumyslova vyuzitelnost

Uvedenou metodologii pfipravy lze pouzit pro syntézu latek v laboratornim 1 prumyslovém
méfitku. Latky pfipravené podle vynalezu lze pouzit v zakladnim vyzkumu, ve farmaceutickém
prumyslu, tj. ve vyrobcich obsahujicich tyto latky nebo jejich smési, urCenych k pouziti pfi
terapeutickém oSetfovani lidského nebo zvifeciho téla a diagnostickych metodach pouzivanych na
lidském nebo zvifecim téle.
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PATENTOVE NAROKY

1. Trehalozové slouceniny reprezentované obecnym vzorcem I

@),

kde Ry, Ry, R;, Ry pfedstavuji nezavisle vodik, nebo uhlovodikovy zbytek o poctu atomu uhliku C,
az Cyy, ktery je linearni nebo rozvétveny a/nebo cyklicky, kde n, n' nabyva nezavisle hodnot od 11
do 25, kde Xi, X predstavuje nezavisle kyslik, nebo CH, skupinu; s podminkou Ze slouceniny
reprezentované obecnym vzorcem I nejsou slouceniny, kde X, X» pfedstavuje CH, skupinu a kde
n, n' nabyva hodnot od 11 do 25 a kde R,, R», Rs, R4 predstavuji vodik.

2. Zpusob pfipravy sloucenin obecného vzorce I:
Ry

§ ¢ },w\— N g
N LT AN e
RA} )\\{\\J i ’\‘{% B wis
X \ 3 ¢ N
RS

3
N
¢ N
N 2

"~

@),

kde Ry, Ry, R;, Ry pfedstavuji nezavisle vodik, nebo uhlovodikovy zbytek o poctu atomu uhliku C,
az Ciy, ktery je linearni nebo rozvétveny a/nebo cyklicky, kde n, n' nabyva nezavisle hodnot od 11
do 25, kde Xi, X predstavuje nezavisle kyslik, nebo CH, skupinu; s podminkou Ze slouceniny
reprezentované obecnym vzorcem I nejsou slouceniny, kde X, X» pfedstavuje CH, skupinu a kde
n, n’ nabyva hodnot od 11 do 25 a kde Ri, R,, Rs, Ry predstavuji vodik, vyznaceny tim, Ze tento
zpusob zahrnuje kroky:

1) soucasn¢ nebo postupné reakce derivatu trehalozy II:
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S,

kde Rs predstavuje trimethylsilyl nebo benzyl,

s karbonylovymi slou¢eninami obecnych vzorci Il a IV:

av),

10 kde Ry, R,, Rs, R4 pfedstavuji nezavisle vodik, nebo uhlovodikovy zbytek o po¢tu atomi uhliku C;-
Ci2, ktery je linearni nebo rozvétveny a/nebo cyklicky, kde n, n' nabyva nezavisle hodnot od 11 do
25, kde Xi, X, predstavuje nezavisle kyslik, nebo CH, skupinu; s podminkou Ze slouceniny
reprezentované obecnym vzorcem III a IV nejsou slouceniny, kde X, X, pfedstavuje CH; skupinu
akde n, n' nabyva hodnot od 11 do 25 a kde Ry, R, R3, R4 predstavuji vodik;

15 a kde LG, a LG; predstavuji nezavisle OH skupinu, halogen nebo zbytek ze skupiny radikalu, které
predstavuji LG-*:

&%
W,

Ry N

za vzniku derivatu trehalézy V:
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kde Ry, R,, Rs, R4 predstavuji nezavisle vodik, nebo uhlovodikovy zbytek o po¢tu atomi uhliku C;-
Ci2, ktery je linearni nebo rozvétveny a/nebo cyklicky, kde n, n' nabyva nezavisle hodnot od 11 do
25, kde X, X, predstavuje nezavisle kyslik, nebo CH, skupinu a kde Rs predstavuje trimethylsilyl
nebo benzyl; s podminkou, Ze slou¢eniny reprezentované obecnym vzorcem V nejsou slouceniny,
kde X, X, predstavuje CH; skupinu a kde n, n' nabyva hodnot od 11 do 25 a kde Ry, R», R3, R4
predstavuji vodik;

11) krok nasledné deprotekce derivatu V provedené odstranénim chranicich skupin Rs pomoci
hydrolyzy nebo redukce.

3. Zpusob pfipravy podle naroku 2, vyznaleny tim, Ze se reakce kroku 1) provede pri
stechiometrickém poméru sloucenin II : III od 0,5 do 0,1 pfi teplotach od 0 °C do 120 °C v rozmezi
od 10 min do 5 dna, kdy k reakci dochazi v roztoku sloucenin II a III v organickych rozpoustédlech
nebo jejich smési za michani €1 tfepani v homogenni nebo heterogenni fazich v miznych pomérech
pfi nizkych 1 vysokych teplotach.

4. Zpusob pripravy podle naroku 2, vyznaceny tim, ze se reakce kroku 1) provede v aprotickych
rozpoustédlech, ve vyhodném provedeni v halogenovanych polamich 1 nepolamich rozpoustédlech,
kterymi mohou byt hexan, toluen, benzen, heptan, petrolether, cyklohexan, dichlormethan,
chloroform, tetrachlormethan, dichlorethan, tetrachlorethylen, dioxan, tetrahydrofuran, acetonitril,
aceton, ethylacetat, diethylether, rerc-butylmethylether, 1,2-dimethoxyethan, dimethoxymethan,
N,N-dimethylformamid, pyridin, triethylamin, ethyldiisopropylamin a jejich smési.

5. Zpusob podle naroku 2, vyznafeny tim, Ze s¢ v kroku 1) ve vyhodném provedeni pusobi na
slouéeninu II roztokem slouceniny III, kde LG je OH skupina, za pritomnosti dehydratacnich a
aktivacnich ¢inidel, kterymi jsou karbodiimidy, uraniové a fosfoniové soli, kterymi jsou:

diisopropylkarbodiimid, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid volny nebo jako
hydrochloridova sil, (O-(6-chlor-1-hydroxybenzotnazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumtetrafluorborat, 3-hydroxytriazolo[4,5-b]pyridin, benzotriazol-1-ol,
(benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinfosfoniumhexafluorfosfat, 1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-
1,2,3-tnazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxidhexafluorfosfat, ethylkyano(hydroxyimino)acetat, kdy
reakce probiha za pouziti terciami baze, kterou je ethyldiisopropylamin, sym-colidin nebo 4-N,N-
dimethylaminopyridin.

6. Zpusob podle naroku 2, vyznaleny tim, z¢ se¢ v kroku i) produkt V podrobi kyselému
zpracovani trifluoroctovou kyselinou, CF3SOsH nebo iontoméni¢em v H™ cyklu.

7. Trehalozové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1, pro pouziti jako imunostimulatory.

8. Trehalozové derivaty obecného vzorce I podle naroku 1, pro pouziti jako stimulatory
fagocytdzy.
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9. Pouziti trehaldézovych derivati obecného vzorce I podle naroku 1, pro vyrobu lé¢iva pro
stimulaci aktivity makrofagt a dendritickych bunék.
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