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Inositolglykany s inzulinu podobnym tcinkem, zpusob jejich vyroby, jejich pouziti
a farmaceuticky prostiedek tyto latky obsahujici

Oblast techniky
Vynélez se tyka inositolglykani s inzulinu podobnym u€inkem, které jsou vhodné pro oSetieni

diabetes mellitus, zptisobu jejich vyroby, jejich pouziti a farmaceutickych prostredki, tyto latky
obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Je zndmé, Ze metabolicky &inek inzulinu je zptsoben také tvorbou nizkomolekularnichslouceni,
které maji také inzulinu podobny ucinek (US 4 446 064). byla jiz navrzena fada inositol-
glykanovych slougenin, které vykazuji inzulinu podobny ucinek (WO 96/14075, JP 6/293790,
JP 4/120089). Ve srovnani s JP 6/293790 bylo zjisténo, Ze lze bez ztrity aktivity nahradit fosfato-
vou skupinu H—fosfatovou skupinou, karbamatovou skupinou a sulfonatovou skupinou, pfi¢emz
dané struktury jsou synteticky jednoduse vyrobitelné.

Diabetes typ II, ne na inzulinu zavislé diabetes, se vyskytuje s inzulinovou rezistenci perifernich

tkani, jako je svalova tkaf nebo tukova tkaii. Tim redukované zhodnoceni gluko6zy je zpisobeno
chybgjici inzulinou stimulaci transportu glukézy a nasledujicich metabolickych procesi.

Podstata vynalezu

P¥i snaze nalézt dal$i u&inné sloudeniny s inzulinu podobnym ucinkem bylo nyni zjisténo, Ze
sloudeniny s inzulinu podobném u¢inkem bylo nyni zji$téno, Ze slouceniny podle pfedloZeného
vynalezu vykazuji in vitro inzulinu podobny t¢inek, maji dobrou sérovou stabilitu a vykazuji
také na inzulin rezistentni tkané inzulinu podobny 0linek a jsou tedy vhodné pro oSetfeni
diabetes mellitus.

Piedmétem predloZzeného vynélezu tedy jsou inositolglykany s inzuliny podobnym ucinkem
obecného vzorce |

A-Z-R (1),

a/nebo fyziologicky piijatelné soli slouteniny obecného vzorce I a/nebo stereoizomerni formy
sloudeniny obecného vzorce I, pfi¢emz

A znali

1) H-P(O)(OH)-,

2)  S(O)(OR")-, nebo kde R' znadi vodikovy atom nebo alkylovou skupinu s 1 az 4 uhli-
kovymi atomy

3) NH,-C(O),

Z  znadi

1) 2 az 6 zbytkd cukri ze skupiny zahrnujici
1.1 manézu,
1.2 glukézu,
1.3 kyselinu glukonovou,
1.4 kyselinu galaktonovou,
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1.5 kyselinu mannonovou,

1.6 cukry pivodu z glukézaminu,
1.7 fruktézu nebo

1.8 galaktdzu, nebo

2) 2 aZ 6 zbytkd cukrt ze skupiny definované pod
Z 1.1 az 1.8, jednou aZ Sestkrat nezavisle na sobé substituovanych
2.1 methylovou skupinou,
2.2 mandzou,
2.3 cukry puvodu z glukdézaminu,
2.4 dimandzou nebo
2.5 man6zo—glukézaminem a glukozidickd vazba obou cukri manézy a glukézaminu
leZi mezi C-atomy 1-3, 1-2 nebo 1-6 obou cukri a

R  znaci
1) inositol,
2) inositolfosfat,
3) inositolthiofosfat,
4) inositolcyklothiofosfat nebo
5) inositolcyklofosfat,

Vyhodné jsou slougeniny obecného vzorce I, ve kterém
A znai H-P(O)(OH)~,
Z  znaci

1) 2 az4 zbytky cukri ze skupiny zahrnujici manézu nebo cukry pivodem z glukézaminu,

nebo
2) 2 a4 zbytky cukril ze skupiny zahrnujici manézu nebo cukry pivodem z glukézaminu
jednou substituované mandzou a

R znadi

1) inositol,
2) inositolfosfat nebo
3) inositolcyklofosfat.

Pod pojmem zbytky cukri se rozumi slouceniny, které jsou odvozené od aldéz a ketéz se 3 az
7 uhlikovymi atomy, které mohou patfit k D— nebo L—adé. K tomu patfi také aminocukry nebo
uronové kyseliny.

Pod pojmem dicukry se rozumi sacharidy, které sestivaji ze dvou cukernych jednotek. Tri-
sacharidy, tetrasacharidy, pentasacharidy nebo hexasacharidy vznikajf acetalovou vazbou 3 az 6
cukrii. Vazby s mohou pfi tom vyskytovat v a— nebo B—form&. Vazby mezi cukry jsou vyhodné
pies uhlikovy atom 1 a uhlikovy atom 6, uhlikovy atom 1 a uhlikovy atom 2 a uhlikovy atom 1
a uhlikovy atom 4 odpovidajiciho cukru. Vyhodna je o—forma vazby mezi cukry.

Vazba A a Z je provedena napiiklad pies n&ktery zkyslikovych atomii Z nebo pies néktery
z uhlikovych atomii Z, vyhodné pies uhlikovy atom CHy-skupiny Z.

Vazba R na Z se provadi analogicky jako u vazeb di-, tri-, tetra—, penta— a hexasacharidi. Dale
miize byt vazba R na Z nahrazena jednou nebo nékolikrat —~CH,— nebo —S—.
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KdyZ je cukr substituovany, potom se provadi substituce vyhodné na vodikovém atomu hydroxy-
lové skupiny cukru.

Pod pojmem inzulinrezistentni tkan se rozumi napiiklad tukové buiniky krys, které jiz nemaji
Zadny inzulinovy receptor.

Sloudeniny podle predloZzeného vyndlezu mohou obsahovat jednu nebo nékolik fosfatovych
skupin, které také jesté mohou byt derivatizovany fosfatovymi ochrannymi skupinami. Fosfatové
ochranné skupiny jsou napiiklad fenylova skupina, benzylova skupina nebo hydroxypropyl-
nitrilova skupina (Houben Weyl, Methoden der Organischen Chemie, Band 12/1 nebo Band 12/2;
teilheimer, Synthetic Methods of Organic Chemistry, Vol 45).

Pod pojmem fyziologicky pfijatelné soli sloucenin obecného vzorce I se rozumi obzvlasté farma-
ceuticky pouzitelné nebo netoxické soli. Takovéto soli se naptiklad u slou¢enin obecného vzorce
I, také obsahuji kyselé skupiny, naptiklad fosfaty nebo sirany, tvoii s alkalickymi kovy nebo
kovy alkalickych zemin, jako je napfiklad sodik, draslik, hoi¢ik a vapnik, jakoz i s fyziologicky
ptijatelnymi organickymi aminy, jako je napiiklad triethylamin a tris—(2-hydroxy—ethyl)-amin.
Sloudeniny obecného vzorce I, které obsahuji bazické skupiny, naptiklad aminoskupiny, tvori
soli s anorganickymi kyselinami, jako je naprtiklad kyselina chlorovodikova, kyselina sirova nebo
kyselina fosfore¢na, nebo s organickymi karboxylovymi nebo sulfonovymi Kyselinami, jako je
napfiklad kyselina octova, kyselina citronova, kyselina benzoova, kyselina maleinova, kyselina
fumarova, kyselina vinna a kyselina p—toluensulfonova. Slouceniny, ve kterych se ve stejném
podtu vyskytuji bazické a kyselé skupiny, tvofi vnitini soli a nejsou odkazany na tieti
komponenté soli.

Predmétem piedlozeného vynalezu je dale zplisob vyroby slouCenin obecného vzorce I, jehoz
podstata spogiva v tom, Ze se inositolglykan postupné vystavi z chranénych predstupiiti cukru
a inositolu, potom se pFipoji zbytek A a ze ziskané slouCeniny se odStépi jedna nebo vice
temporéarnich ochrannych skupin, zavedenych pro ochranu jinych funkci a takto ziskana slouce-
nina obecného vzorce I se popiipadé pievede na svoji fyziologicky pfijatelnou sil.

Syntéza disacharidii a vicenasobnych sacharidi se provadi pomoci o sobé zndmych zplsobi
(H. Paulsen, Angew. Chem. Int. Ed. 21 (1962), str. 155). Vyhodné se pouZije trichloracetamida-
tova metoda pro syntézu oligosacharidi (R.R. Schmidt, Angew. Chem. Int. Ed. 25 (1986), 212-
235; T. Ogawa, Tetrahedron Lett. 31 (1990) 2439-2442).

Syntéza fosfati se provadi za pomoci H-fosfatu a fosforamiditové metody (W. Bannwath a kol.,
Helvetica Chemica Acta, 70 (1987), str. 175-186; L. A. Slotin, Synthesis (1977), str. 737-752).

Pro hydroxylové skupiny cukri pfichazeji v Givahu v podstaté nasledujici ochranné skupiny:
benzylova skupina, acetylova skupina, benzoylova skupina, pivaloylova skupina, tritylova
skupina, ferc—butyldimethylsilylova skupina, benzylidenova skupina, cyklohexylidenova skupina
nebo izopropylidenova skupina.

Slougeniny obecného vzorce I a jejich fyziologicky prijatelné soli slouzi v prvni fadé jako ucinné
latky pro farmaceutické ptipravky pro oSeteni diabetes mellitus nebo diabetes, nezavislém na
inzulinu.

Predmétem predlozeného vynalezu jsou tedy také farmaceutické ptipravky, které se vyznacuji
obsahem alespoii jedné slou¢eniny obecného vzorce I a/nebo alespoii nékteré z jejich fyziolo-
gicky ptijatelnych solf v rozpusténé, amorfni a/nebo krystalické formé, vyhodné v amorfni a/nebo
krystalické formé.

Farmaceutické piipravky jsou vyhodné roztoky nebo suspense pro injekéni ucely s hodnotou
pH asi 3,0 az 9,0, vyhodn& asi 5,0 aZ 8,5, které obsahuji vhodné izotonické Cinidlo, vhodné
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konzervaéni &inidlo a popiipadé vhodny pufr, jakoZ i popfipadé také depotprincip, vse ve
sterilnim vodném roztoku nebo suspenzi. Dopln€k obsahu soucasti pfipravku tvofi kromé& G¢inné
latky je$té nosi¢. Vhodna izotonicka &inidla jsou napiiklad glycerol, glukéza, manitol, chlorid
sodny, sloudeniny vapniku nebo hoi¢iku, jakoz i napfiklad chlorid vépenaty nebo chlorid
hotednaty. Vhodna konzervadni ¢&inidla jsou napfiklad fenol, m—kresol, benzylalkohol a/nebo
estery kyseliny p—hydroxybenzoové.

Jako pufrovaci latky, obzvlasté pro nastaveni hodnoty pH na asi 5,0 az 8,5, je mozZno pouzit
napiiklad octan sodny, citrat sodny nebo fosfore¢nan sodny. Kromé& toho jsou pro nastaveni
hodnoty pH vhodné také fyziologicky pfijatelné ziedéné kyseliny (typicky kyselina chloro-
vodikova), popiipadé louhy (typicky hydroxid sodny).

Za G&elem variace profilu G&inku pfipravki podle ptedloZeného vyndlezu je moZno také pridat
modifikované (viz EP-B 132 769 a EP-B 132 770) a/nebo nemodifikované inzulinu, vyhodné
hovézi, vepiovy nebo lidsky inzulin, obzvlasté lidsky inzulin.

Farmaceutické piipravky se vyrobi tak, Ze se alespoii jedna slou¢enina obecného vzorce I a/nebo
jeji fyziologicky pfijatelna sil, popfipadé spoletné s modifikovanym a/nebo nemodifikovanym
inzulinem nebo jeho derivatem, s fyziologicky neskodnym nosi¢em a popfipadé s vhodnymi
pfidavnymi a pomocnymi latkami, pfevede na vhodnou aplikaéni formu.

Priklady provedeni vynalezu

Vynélez je bliZze objasnén pomoci nasledujicich priklad provedeni.

Priklad 1

Vyroba slouceniny B

Priibéh syntézy je znazornén pomoci schéma na konci piikladu 1
Syntéza slouceniny 3

60 g (94 mmol) slougeniny 1 (T. G. Mayer, B. Kratzer, R. R. Schmidt, Angew. Chem. 106
(1994), 2289-2283) a 21,2 g (42,4 mmol) slouceniny 2 (A. Termin, R. R. Schmidt. Liebigs Ann.
Chem. (1989), 789-795) se rozpusti ve 200 ml vysuseného methylechloridu a 400 ml vysuseného
n-heptanu. Po ptidavku 70 g vysuseného molekularniho sita (0,4 nm) se reakéni smés micha po
dobu 15 minut pfi teploté mistnosti. Potom se pfida 5 ml 0,05 M kyseliny trimethylsilyl-tri-
fluormethansulfonové v methylenchloridu (v nasledujicich pfedpisech oznacovano jako roztok
katalyzatoru). Po 15 minutach se pfidd 300 ml sm&si n—heptan/ethylester kyseliny octové (1 : 1)
a prefiltruje se pres silikagel. Zbytek na filtru se promyje smési n-heptan/ethylester kyseliny
octové (1: 1) a potom se zahusti. Po &i§téni pomoci mzikové chromatografie se ziska 41,0 g
(99 %) sloudeniny 3 ve form& bezbarvé olejovité kapaliny [DC: n-heptan/ethylester kyseliny
octové (1 : 1), Rg=0,6, MS: (M + Li)" =981,1, vypotteno CssHs;N;04;Si, M = 974,21].

Syntéza imidatu 4

41 g (42,0 mmol) sloudeniny 3 se rozpusti ve 400 ml tetrahydrofuranu a 9 ml kyseliny octové. Po
piidavku 70 ml 1 M roztoku TBAF/THF se neché reakéni smés stat po dobu 8 hodin pfi teploté
mistnosti. Kyselina octova se potom vymraZzenim (16 hodin pfi teplot€ —30 °C) odstrani a ziskany
filtrat se potom po zahusténi &isti pomoci mZikové chromatografie. Vytézek &ini 34,1 g (94 %)
chran&né sloudeniny. Tato se rozpusti ve 300 ml vysuSeného methylenchloridu a po pfidavku 50 1
trichloracetonitrilu a 20 g uhli¢itanu draselného se necha reakéni smés michat po dobu 4 hodin
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pti teploté mistnosti. Potom se filtruje pies silikagel, promyje se smési n—heptan/ethylester
kyseliny octové (1 : 1) a zahusti se. Surovy vytézek ¢ini 42,1 g [DC: n-heptan/ethylester kyseliny
octové (2 : 1), Re= 0,5, "H-NMR (CDCls): charakteristické signaly pro imidat; ¢ = 8,78, pro NH
a 5,653 pro anomery (B—imidat)].

Syntéza trisacharidu 6

33,2 g (33,0 mmol) sloudeniny 4 a 13,3 g (25,0 mmol) slouceniny 5 (R. Aneja, S.G. Aneja,
A. Parra, Tetrahedron, Asymetry 6 (1995), 17-18; C. J. J. Elie, R. Verduyn, C. E. Dreef, D. M.
Braunts, G. A. van der Marel, J. H. van Boom, Tetrahedron, 46 (1990) 8243-8254) se rozpusti ve
120 ml vysudeného methylenchloridu a 360 ml vysuSeného n-heptanu a po pfidavku 100 g
molekularniho sita se reakéni smés micha po dobu 15 minut pfi teploté mistnosti. Potom se pod
argonovou atmosférou ochladi na teplotu —20 °C a smisi se se 20 ml roztoku katalyzatoru. Po
30 minutach se necha pfejit na teplotu mistnosti. Pro zpracovani se reakéni smés prefiltruje,
zbytek na filtru se promyje smé&si n—heptanu a ethylesteru kyseliny octové (1 : 1), filtrat se
zahusti a surovy produkt (46,2 g) se rozpusti ve 150 ml methylechloridu. Po pfidavku 400 ml
methylalkoholu a 15 ml 1 M roztoku methylatu sodného v methylalkoholu se reak&ni smés neché
stat po dobu 16 hodin pfi teploté mistnosti. Roztok se potom smisi s 1 ml vody a rozpusti se.
Ziskana olejovita kapalina se rozpusti v 50 ml ethylesteru kyseliny octové, ziedi se 200 ml smé&si
n—heptan/ethylester kyseliny octové (1 : 1) a prefiltruje se pfes silikagel. Po zahusténi se ziskany
zbytek &isti pomoci mzikové chromatografie. Vytézek Cini 32,5 g (97 %) bilé pénovité latky jako
smés anomerd [DC: n-heptan/ethylester kyseliny octové (2 : 1), R¢ = 0,5, MS: (M + Li)
=1336,7, vypolteno CgoHg;N30;5, M = 1330,59].

Syntéza trisacharidu 7

Ze sméso anomer 6 se miZe lehce chromatograficky oddélit pouze derivat vzorce 7. 32,4 g
(24,4 mmol) slougeniny 6 se rozpusti ve 200 ml methylenchloridu a po pfidavku 500 ml 0,5 M
HCI/MeOH (ze 17,5 ml AcCL v 500 ml MeOH) a 20 ml ethylenglykolu se reak¢ni smés necha
stat po dobu 17 hodin pfi teploté mistnosti, nadeZ se po zahusténi ziskany zbytek &isti pomoci
mzikové chromatografie. Ziskany produkt (26,9 g, 88 %) se rozpusti ve 300 ml methylen-
chloridu, ptid4 se 3,0 g imidazolu a 4,6 g TBDMSCI a po 16 hodinich pfi teploté¢ mistnosti se
reakéni smés zfedi 500 ml smé&si n—heptan/ethylester kyseliny octové (2 : 1) a prefiltruje se pies
silikagel. Zbytek na filtru se promyje sm&si n—heptan/ethylester kyseliny octové (2 : 1) a filtrat se
zahusti. Ziskany surovy produkt se &isti pomoci mzikové chromatografie. Vytézek €ini 21,1 g
(72 %) slougeniny 7 a 6,3 g (22 %) a—produktu [DC: n—heptan/ethylester kyseliny octové (2 : 1),
R¢ = 0,5 pro sloueninu 7 a R¢ = 0,3 pro a—produkt, MS: (M + Li)" = 1370,6, vypodteno
CgoHy3N;3015Si, M = 1364,71].

Syntéza trisacharidu 8

21,2 g (15,5 mmol) sloudeniny 7 se rozpusti v 60 ml methylenchloridu a 180 ml dimethoxy-
propanu, nateZ se prida 250 mg TsOH a reakéni smés se nechd stit po dobu jedné hodiny pfi
teploté mistnosti. Po pridavku 2 ml triethylaminu se zahusti a ziska se 23,1 g surového produktu.
Tento se rozpusti ve 150 ml tetrahydrofuranu a smisi se se 30 ml 1 M roztoku TABF/THF. Po
16 hodinach se smés zahusti a Cisti se pomoci mZikové chromatografie, pfi¢emz se ziska produkt
ve vytézku 20,0 g (99 %) ve forms bilé pEnovité latky [DC: n-heptan/ethylester kyseliny octové
(2:1), Re=0,4, MS: (M + Li)" = 1296,7, vypocteno C;sHg:N3015, M = 1290,51].

Syntéza tetrasacharidu 10
20,0 g (15,4 mmol) sloudeniny 8 a 15,0 g (23,5 mmol) slouceniny 9 (T.G. Mayer, B. Kratzer,

R. R. Schmidt, Angew. Chem. 106 (1994) 2289-2293) se necha reagovat analogicky, jako je
uvedeno v predpisu pro ptipravu sloudeniny 6, pfiemz se ziska 20,3 g (76 %) tetrasacharidu
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10 ve formé bilé pénovité latky [DC: n—heptan/ethylester kyseliny octové (2 : 1), Ry = 0,6,
MS: (M : Li)" = 1770, vypoéteno Cio7H;15N3020, M = 1763,09].

Syntéza pentasacharidu 12

20,3 g (11,8 mol) sloudeniny 10 a 12,0 g (20,3 mmol) slouceniny 11 (T. G. Mayer, B. Kratzer,
R.R. Schmidt, Angew. Chem. 106 (1994) 2289-2293) se necha reagovat analogicky, jako je
uvedeno v predpisu pro piipravu sloudeniny 6, pticemz se ziska 19,4 g (80 %) deacelovaneho
produktu. Tento produkt se rozpusti ve 200 ml methylenchloridu a smisi se se 3,4 g (50,0 mmol)
imidazolu, nadez se ptida 6,0g (40,0 mmol) TBSMSCL a reakéni smé se micha po dobu
15 hodin pfi teploté mistnosti. Po pfidavku 5 ml methylalkoholu se smés necha stat po dobu
10 minut, potom se ziedi 200 ml smési n—heptan/ethylester kyseliny octové (1 : 1) a prefiltruje se
pred silikagel. Zbytek na filtru se promyje 200 ml smési n-heptan/ethylester kyseliny octove
(1:1), filtrat se zahusti a &isti se pomoci mzikové chromatografie. Vytézek Cini 1i,4 g (95 %)
sloudeniny 12 ve formé bilé pénovité latky [DC: n-heptan/ethylester kyseliny octové (2 : 1),
R¢=0,7, MS: (M + Li)" = 2226, vypo&teno Cy33H;5N30,5Si, M = 2219,75].

Syntéza hexasacharidu 14

19,4 g (8,9 mmol) slougeniny 12 a 14,0g (20,0 mmol) sloueniny 13 (T.G. Mayer, B. Kratzer,
R.R. Schmidt, Angew. Chem. 106 (1994), 2289-2293) se rozpusti ve 100 ml vysuSen¢ho
methylenchloridu a 300 ml vysufeného n-heptanu a po pfidavku 40 g molekularniho sita
(0,4 nm) se reak&ni smés micha po dobu 15 minut pfi teploté mistnosti. Potom se ptida 10 ml
roztoku katalyzatoru a micha se dal3ich 15 minut. Pro zpracovani se ptefiltruje pfes silikagel
a zbytek na filtru se promyje smési n-heptan/ethylester kyseliny octové (1 : 1), nadeZ se filtrat
zahusti a ziska se 33 g surového produktu. Tento se rozpusti ve 200 ml methylenchloridu a smisi
se s 500 ml 0,5M Kkyseliny chlorovodikové v methylalkoholu. Po dvou hodinach pfi teplote
mistnosti se reakdni smés zahusti, nadeZ se nékolikrat zahusti s methylenchloridem. Ziskany
meziprodukt se rozpusti ve 200 ml methylenchloridu a smisi se se 3,4 g (50 mmol) imidazolu
a 6,0 g (40 mmol) TBDMSCL. Po 16 hodinach se produkt zpracuje analogicky, jako je uvedeno
u sloudeniny 12. Vytézek &ini 20,2g (85 %) slouceniny 14 ve formé& bilé pénovité latky
[DC: n-heptan/ethylester kyseliny octové (2:1), Ry = 0,3, MS: (M + Li)" = 2669, vypotteno
C161H|77N3O305i, M= 2662,26]

Syntéza slouceniny 15

30,0 g triazilu se rozpusti v 800 ml vysuseného tetrahydrofuranu a pfi teploté 10 °C se pfikape
13,5 ml fosforoxychloridu, nadez se prikape 60 ml triethylaminu a reakéni smés se micha po
dobu 15 minut p¥i teploté mistnosti. Vytvofena sraZenina se odfiltruje, promyje se malym
mnoZstvim vysu$eného tetrahydrofuranu a filtrat se pfida k 19,1 g (7,2 mmol) sloueniny 14.
Tento roztok se zakoncentruje na objem 100 ml, po 15 minutach se zfedi 50 ml ethylesteru
kyseliny octové a dvakrat se promyje 100 ml vody. Organicka faze se vysusi pomoci bezvodého
siranu hofetnatého, piefiltruje a zahusti. Po &isténi pomoci mzikové chromatografie se ziska
19,0 g (97 %) cyklického fosfatového derivatu ve form& bilé pénovité latky [DC: methylen-
chlorid/methylalkohol/33% NH; (100 : 7: 1), R¢= 0,3, MS: (M + 2Li-H)" = 2737, vypotteno
Ci6:H17aN305,PSi, M = 2724,22]. Cyklicky fosfat se rozpusti ve 350 ml tetrahydrofuranu a pfida
se 100 ml TBAF (1M v tetrahydrofuranu). Po 20 hodinach se reakéni smés zahusti a ziskany
zbytek se &isti pomoci mZikové chromatografie. Vytézek ¢ini 18,1g (99 %) slouceniny 15 ve
formé bilé pénovité latky [DC: methylenchlorid/methylalkohol/33% NH; (100 :7: 1), Re= 0,3
(stejné jako edukt), MS: (M + 2Li-H)" = 2622, vypoiteno CissH;N303,P, M = 2609,96].
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Syntéza slouceniny 16

14 g kyseliny fosforité se &tyFikrat zahusti s pyridinem a potom se vyjme do 200 ml vysuseného
pyridinu. Pii teplot& 10 °C se ptikape 16 ml pivaloylchloridu, reakéni smés se necha stat po dobu
15 minut pfi teploté mistnosti, nadeZ se do ni vnese 18,1 g (6,9 mmol) slouceniny 15. Po jedné
hoding se smés ziedi 200 ml toluenu a 150 ml smési methylenchlorid/methylalkohol/33% NH;
(30 : 10 : 3). Po zahu§téni se tikrat vydestiluje zbytkovy pyridin s toluenem. Ziskany zbytek se
suspenduje ve 200 ml smé&si methylenchlorid/methylalkohol (20 : 1) a nerozpustné soucasti se
odfiltruje a dvakrat se promyji 50 ml smési methylenchlorid/methylalkohol (20 : 1). Filtrat se
zahusti a ziskany zbytek se se isti pomoci mzikové chromatografie, pficemz se ziska 16,9 g
(91 %) chranéného kone¢ného produktu [DC: methylenchlorid/methylalkohol/33% NH;
(100 T 1), Rf = 0,25, MS: (M + 31_41—2]‘1)+ = 2691, Vypoéteno C155H163N3034P2, M= 2673,94]
Pro odstranéni ochrannych skupin se kondensuje pfi teploté —78 °C 600 ml amoniaku, v némZ se
rozpusti 4,7g (204 mmol) sodiku, tento roztok se zfedi 300 ml vysuSeného tetrahydrofuranu
a potom se pii teploté —78 °C pomalu piikape roztok 16,9 g (6,3 mmol) chranéného konecného
produktu ve 100 ml vysuSeného tetrahydrofuranu. Po 15 minutich reakéni doby (modré barva
nesmi zmizet) se reakéni smés opatrné smisi s 10 g chloridu amonného. KdyZ modra barva zmizi,
ziedi se reakéni smés opatrné 100 ml vody a 300 ml methylalkoholu a po promiseni se zahusti na
objem asi 150 ml. Tento roztok se zfedi 2 ml smési methylenchlorid/methylalkohol/33% NH;
(3:3:1) a nanese se na sloupec silikagelu (700 ml silikagelu), nacez se eluuje 31 smési
methylenchlorid/methylalkohol/33% NH; (3: 3: 2) a potom 31 smési methylenchlorid/-
methylalkohol/33% NH; (3 : 3,5 :3). produkt eluuje, kdyZ se potom chromatografuje smdsi
n-butylalkohol/ethylalkohol/voda/33% NH; (2 : 2 : 2 : 1). VytéZzek &ini 5,5 g (78 %) slouceniny
16 ve formé bilé pevné latky [DC: (2:2 : 2: 1), Re= 0,4, MS: (M+H)" = 1116,6, vypo&teno
C3sHgsNO3P,, M = 1115,83, *'P-NMR o = 16,3 PPM pro cyklicky fosfat a 7,9 pro H—fosfat.
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Ptiklad 2

Sloudenina A, C, D, E, F, G, H a I se vyrobi analogicky jako je popsano v pfiklad 1. Tabulka 1
ukazuje strukturni vzorce, sumarni vzorce a hmotova spektra.

Tabulka 1
Sloucdenina sumarni hmotové
vzZorec spektrum
M+H) T
CagHgaNO14P5 1116,5
fONE%0
%OHO
— " 0
! 'P HO @
HO HO
HO
90
HO
(o] (o]
HO /4
HO ° OH HO—~p
o} o)
o o
N HO HO
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Slouc¢enina sumdrni hmotové
vzorec spektrum
M+H)*
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Sloucenina sumdrni hmotové
vZorec spektrum
(M+H)
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Sloucdenina sumarni hmotové
vzorec spektrum
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Sloudenina sumarni hmotové
vzorec spektrgm
(M+H)
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Piiklad 3

5 Farmaceutické ucinnost

Biologicka aktivita slougenin podle pfedloZeného vynalezu obecného vzorce I se stanovuje za
pomoci izolovanych tukovych bunék zkrys.

10 Preparace tukovych bun&k z krys se provadi nasledujicim zpéisobem:
Bil4 tukova tkai nadvarlete (krysy Wistar, 160 az 180 g, zadné omezeni potravy) se Stépi

kolagenazou a vzniklé oddélené tukové buiiky se oddéli filtraci od neroz§tépené tkang a promyje
se flokaci nékolikrat pufrem KRH (Krebs-Ringer—Henseleit).

17 -
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A) Lipogeneze

Tento test Stanovuje inzulinem stimulovanou pfeménu glukézy na v toluenu rozpustné produkty
(triglyceridy, fosfolipidy, mastné kyseliny), které umoziiuji transport glukézy a syntézu triglyce-
rid (glycerol-3—P-syntéza, esterifikace)/fosfolipid/mastné kyseliny za zahrnuti inzulin—signalni
prenosové kaskady. Pfi koncentraci glukézy 2,5 mM v testu je esterifikace (a ne glycerol-3—P-
syntéza za zahrnuti transportu glukozy) ur€ujici se rychlost stimulace lipogeneze.

200 1l (3 x 10° bundk/ml) krysich tukovych bungk v KRH-pufru se inkubuje se 100 ul
D-[3-*H]-glukézy (25 mM, 0,4 uCi) za pfitomnosti nebo nepfitomnosti inzulinu (10 ng/ml)
nebo sloudeniny podle piedlozeného vynalezu obecného vzorce I po dobu 90 minut pfi teploté
37 °C (koneény objem 1 ml). P¥idavkem v toluenu rozpustného scintila¢niho kokteilu (10 ml) se
buiiky rozloZi a lipidy se odd&li od ve vodé rozpustnych produktl a inkuba¢niho média. Po oddé-
leni fazi se zméfi scintilaénim méfenim p¥imo bez odstranéni vodné faze radioaktivita,
inkorporovana do lipidickych produkti (PH]lipid [dpm*107]). Od této aktivity se odedte kontrol-
ni hodnota (inkubace za identickych podminek, av§ak bez bunék). Hodnota lipogeneze je az
120 minut linearni. Maximalni faktor stimulace — to jest pomér vysledku inkubace s inzulinem
k vysledku inkubace bez inzulinu — je dan 100 %. Procentrické uidaje pod ,,%insm, jsou Casti
takto definovaného faktoru stimulace. Vyraz ECs, udava koncentraci slou¢eniny obecného vzorce
I, pti které je pozorovano 50 % maximalni stimulaci, dosaZitelné odpovidajici slouceninou
obecného vzorce 1.

B) Transport glukdzy

Krysi tukové buiiky ve 100 ul KRH—pufru (titr 5 x 10° bunék/ml) se inkubuiji s inzulinem nebo se
slougeninami podle predloZeného vynalezu obecného vzorce I podobu 15 minut pfi teploté 37 °C
za lehkého protiepavani. Po pridavku 50 pl 2-[*H]deoxyglukézy (0,3 mM, 0,2 uCi) pokraduje
inkubace pfi teploté mistnosti. Po urgitych ¢asovych asecich (0 az 20 minut) se odebere 100 pi
testované vsazky a prevede se do reak&ni nadoby (obsah 400 pl), ve které je predloZeno 250 pl
dinonylftaldtu. Po centrifugaci (15000 x g, 1 min) se butiky na olejové vrstvé oddéli od inku-
ba¢niho média pod olejovou vrstvou odiiznutim trubi¢ky na vysce olejové vrstvy a pfevedou se
do scintilaéni nadoby. Po piidavku 5 ml ve vodg rozpustné scintilatni kapaliny se stanovi radio-
aktivita. Tato celkové buitkami asociovana radioaktivita se koriguje o pasivni, v buiikach difun-
dovanou a v mezibunéénych prostordch uzavienou [’H]deoxyglukézu, odettenim kontrolni
hodnoty (inkubace za ptitomnosti inhibitoru transportu glukézy citochalasinu B). Inicia¢ni
(stimulovana) rychlost transportu glukdzy je aZ 15 minut linearni. Maximalni faktor stimulace
— toto je pomér vysledku inkubace s inzulinem k vysledku inkubace bez inzulinu, €ini 100 %.

Vyrazy ,,%ins;." a ,,ECs“ jsou definovany v odstavci A) Lipogeneze.
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Tabulka 2
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PATENTOVE NAROKY

Inositolglykany s inzulinu podobnym u¢inkem obecného vzorce I

A-Z-R (1),

a/nebo fyziologicky pfijatelné soli slouceniny obecného vzorce I a/nebo stereoizomerni formy
slouéeniny obecného vzorce |, pficemz

A

2.

A

Z

znadi

1) H-P(O)OH)-,

2)  S(O)(OR")-, kde R' znaéi vodikovy atom nebo alkylovou skupinu s 1 aZ 4 uhlikovymi
atomy, nebo

3) NH-C(0),

znaci

1) 2 az 6 zbytki cukrii ze skupiny zahrnujici

1.1 manozu,

1.2 glukézu,

1.3 kyselinu glukonovou,

1.4 kyselinu galaktonovou,

1.5 kyselinu mannonovou,

1.6 cukry piivodu z glukézaminu,
1.7 fruktézu nebo

1.8 galaktdzu, nebo

2) 2 az 6 zbytki cukri ze skupiny definované pod
Z 1.1 az 1.8, jednou az Sestkrat nezavisle na sob¢€ substituovanych
2.1 methylovou skupinou,
2.2 mandzou,
2.3 cukry puivodu z glukézaminu,
2.4 dimandzou nebo
2.5 man6zo—glukézaminem a glukézidicka vazba obou cukrii manozy a gluk6zaminu
lezi mezi C-atomy 1-3, 1-2 nebo 1-6 obou cukrii a
znadi
1) inositol,
2) inositolfosfat,
3) inositolthiofosfat,
4) inositolcyklothiofosfat nebo
5) inositolcyklofosfat.

Inositolglykany podle naroku 1, obecného vzorce I, ve kterém

zna&i H-P(O)(OH)-,

znadi
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1) 2 az4 zbytky cukrl ze skupiny zahrnujici mandzu nebo cukry piivodem z gluk6zaminu,
nebo

2) 2 az 4 zbytky cukrli ze skupiny zahrnujici manézu nebo cukry pivodem z gluk6zaminu
jednou substituované manézou a

R  znadi

1) inositol,
2) inositolfosfat nebo
3) inositolcyklofosfat.

3. Zptsob vyroby inositolglykani obecného vzorce I podle nékterého znarokd 1 a 2,
vyznadujici se tim, Ze se inositolglykan postupné vystavi z chranénych predstuprid
cukru a inositolu, potom se pfipoji zbytek A a ze ziskané slouceniny se odstépi jedna nebo vice
temporarnich ochrannych skupin, zavedenych pro ochranu jinych funkci a takto ziskana slouce-
nina obecného vzorce I se poptipadé prevede na svoji fyziologicky pfijatelnou sul.

4. Farmaceuticky prostiedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje UCinné mnoZstvi
alesponi jedné slouceniny obecného vzorce I podle nekterého znarokd 1 az 2 v rozpusténé,
amorfni nebo krystalické forme.

5. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 4, vyznacéujici se tim, ze dale obsahuje
alespoii jeden modifikovany nebo nemodifikovany inzulin nebo derivat inzulinu.

6. Pouziti alespoil jedné slou¢eniny obecného vzorce I podle nékterého z naroku 1 nebo 2, pro
vyrobu farmaceutickych preparatl pro oSetfeni diabetes mellitus nebo na inzulinu nezavislém
diabetes.

Konec dokumentu
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