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Polysacharidy s antitrombotickou aktivitou obsahujici alespon
jednu kovalentni vazbu s biotinem nebo derivatem biotinu a

jejich pouZiti pf¥i lééeni

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tykd mnovych syntetickych oligo- a
polysacharid, které obsahuji alespoil jednu kovalentni vazbu
k biotinu nebo derivatu biotinu a maji antikoagulacni a

antitrombotickou farmakologickou aktivitu heparinu.

Dosavadni stav techniky

Heparin katalyzuje zeJména prost¥ednictvim antitrombinu III
(AT III) inhibici dvou enzym, které Jjsou zahrnuty do kaskady
sra¥eni krve, konkrétné& faktoru Xa a faktoru Ila (nebo trom-
binu). P¥ipravky obsahujici hepariny s nizkou molarni hmot-
nosti (ILMWH) obsahuji feté&zce 4 aZ 30 monosacharidd a maji
schopnost pusobit selektivnéji vzhledem k faktoru Xa, nei

k trombinu.

Je znamo, Ze inhibice faktoru Xa vyZaduje p¥ipojeni heparinu
k AT III prostfednictvim domény vaZici antitrombin (Doména A)
a %e inhibice faktoru IIa (trombinu) vyZaduje pfipojeni k AT
III prostfednictvim domény A a k trombinu prostfednictvim hife

definované vazebné domény (Doména T).

syntetické oligosacharidy odpovidajici domén& Doména-A hepari-
nu jsou znamé. Jsou popsane nap¥iklad v Patentech EP 84 999 a
EP 529 715, Mezinarodnich patentovych pfihlaskach WO 99/36428
a &lanku Bioorg. Med. Chem., 1998, 6, 1509-1516. Tyto synte-
tické oligosacharidy selektivn& inhibujil prostfednictvim anti-

trombinu III koagulaéni faktor Xa, aniZ by mély jakoukoli




aktivitu va&i trombinu. Maji antitrombotickou aktivitu pri

7ilni trombdze.

Syntetické oligosacharidy schopné inhibovat trombin a faktor
Xa postfednictvim aktivace AT III jsou popsané v Mezinarodnich

patentovych pf¥ihlaskach WO 98/03554 a WO 99/36443.

Nové biologicky aktivni sulfatovaneé a alkylované derivaty po-
lysacharidi jsou popsané Vv té&chto patentovych p¥ihléaskach.
Jsou to zejména antikoagulanty a antitrombotika. Ukazalo se
zejména, Ze tyto sulfatované a alkylované polysacharidy mohou
byt G¢innymi antitrombotickymi a gntikoagulaénimi ¢inidly
v zavislosti na uspofadani alkylovych skupin a sulfatovych
skupin, které Jjsou vazany na patefi sacharidu. Obecné&ji se
ukézalo, Ze prost¥ednictvim pripravy polysacharidové sekvence
je moZné presné nastavit aktivitu typu GAG za ulelem ziskéani
velmi aktivnich produktu, které maji antikoagulac¢ni a anti-
trombotické farmakologické vlastnosti heparinu. V porovnani
s heparinem maji tu vyhodu, Ze maji specifickou strukturu a
nereaguji s faktorem 4 krevnich desticek, coZ zpusobuje trom-

bocytopenické ucinky heparinu.

PouZiti n&kterych produktl popsanych v patentovych ptihlaskéach
&islo WO 98/03554 a WO 99/36443 a patentu EP 529 715 humanni
medicind se v3ak miZe ukéazat jako problematické, zejména pokud
maji tyto produkty dlouhy poloclas rozpadu. V oblasti prevence
nebo lé&eni trombézy vyde uvedenymi prostfedky se musi upravit

nebo udriovat tekutost krve, aby se pfede3lo vzniku krvéceni.

Je to proto, Ze je dobfe znamo, Ze krvaceni se m@Ze u pacienta
spustit p#i Jjakékoli nehodé. MaZe byt také nutné u pacienta
1é%eného antitrombotickou lé&bou chirurgicky zasdhnout. Déle

se mohou p¥i chirurgickych zakrocich pouZit antikoagulanty ve




vysokych davkéach, aby se prede3lo sréaZeni krve a je nezbytné
je neutralizovat na konci operace. Dadle je vyhodné mit k dis-
pozici antitromboticka <¢inidla, kterd se mohou neutralizovat
s duvodu zastaveni jejich antikoagulacni aktivity v jakékoli
chvili. Je skute&nosti, Ze znamé syntetické oligosacharidy po-
psané vy3e, se nemohou snadno neutralizovat znédmymi protilat-

kami pro heparin nebo LMWH, vEetné& protaminsulfatu.

Pfedkladany vynadlez se tykéd novych syntetickych polysacharidl
se strukturou, kterd je podobnd slouenindm popsanym Vv paten-
tovych p¥ihladkach &islo WO 98/03554 a WO 99/36443 a v patentu
EP 529 715: stuktury syntetickych oligosacharidl, které jsou
predmétem podle pfedkladaného vynalezu, jsou modifikovany
v tom smyslu, Ze obsahuji kovalentni vazbu s biotinem (hexahy-
dro-2-oxo-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-pentanovou Kkyselinou) ne-
bo s derivatem biotinu. P¥ekvapivé se ukazalo, Ze =zavedeni
biotinu nebo derivatu biotinu nemé&ni farmakologickou aktivitu
polysacharidli. Ve skutenosti nové polysacharidy, které jJsou
pfedmétem podle pFredkléddaného vynalezu, maji antitrombotickou
aktivitu, ktera Jje srovnatelnd s oligosacharidy podle dosa-
vadniho stavu techniky. Maji v3ak dale tu vyhodu, Ze je moZneé
je v pfripadé pot¥eby rychle neutralizovat pomoci specifické
protilatky. Touto specifickou protilatkou je avidin (The Merck
Index, Dvanacté wvydani, 1996, M.N. 920, strany 151-152) nebo
streptavidin, coZ 3jsou dva tetramerni proteiny s odpovida-
jicimi moldrnimi hmotnostmi pribliZn& 66 000 a 60 000 Da,

které maji velmi vysokou afinitu k biotinu.

Podstata vynalezu

Obecnd se predkladany vynalez tyka syntetickych polysacharidl
s antitrombotickou aktivitou, které obsahuji alespoii Jednu

kovalentni vazbu s biotinem nebo derivéatem biotinu.




Je t¥eba poznamenat, Ze jako derivaty biotinu se mohou pouiZit
derivaty biotinu uvedené v katalogu Pierce, 1999-2000, strany

62 aZ 81, napfiklad 6-biotinamidohexanoat,
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Pfedkladdany vyndlez se tykd =zejména polysacharidli obecného

vzorce 1:

—

| R,
) §/0>
/v\ OA/Pe

(Ry)n

0]
kde:

- kde vlnovka znamend vazbu umisténou bud pod nebo nad rovinu

pyranosového kruhu,

R1
0
,7}&’\‘0’/ )
(R n

Po znamend polysacharid obsahujici n stejnych nebo raznych
monosacharidovych jednotek vazanych prostfednictvim Jjejich

anomerniho atomu uhliku k Pe,

co? je schématické zndzornéni monosacharidové Jjednotky se
strukturou pyranosy vybrané z hexos, pentos a odpovidajicich
deoxysacharidi, kdy tato Jjednotka Jje véazand prostfednictvim

anormerniho atomu uhliku k dal$i monosacharidové Jjednotce a




hydroxylové skupiny této jednotky Jjsou substituované stejnymi

nebo rtaznymi skupinami R;, kde R; je definovéna dale,

-~ Pe je pentasacharid se strukturou:

R, R, PR R, '00C-_ R R S0
w R, o 3 (o] 0 R;
0 (Pe)
o0 coo 0 Op 00 o
/. /. ! R
3 503 503 4 z

SO

- h je rovno 1 nebo 2,
- n je celé Cislo a miZe nabyvat hodnot 0 aZ 25,

- R; je mistek -T-Biot, alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomu

uhliku nebo skupina -0SO0;7,

- R, je mtstek -T-Biot, alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomu

uhliku nebo skupina -0S0;7,

- Rz je mistek -T-Biot nebo alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6

atoma uhliku,

- Ry je mistek -T-Biot, alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomt
uhliku nebo skupina -0S0;” nebo jinak Rs; tvo¥i mistek -0-CH:-,
kde skupina -CH,- je vadzand k atomu uhliku nesoucimu karboxylo-

vou funké&ni skupinu na stejném kruhu;

rozumi se, Ze nejmén& jedna =ze skupin Ry, Rz, Rs nebo Ry Je

skupina -T-Biot,
- W je atom kysliku nebo methylenova skupina,
- T je mOstek vybrany ze skupiny, kterou tvori:

NH,




0
NH
NH CHT]

nebo

9 H
N CH]\
NH/U\[CHj ﬁr[ 2—~NH
I o

kde j a k, které jsou stejné nebo ruzné, 3jsou celd <&isla,

kterd mohou nabyvat hodnot 1 aZ 10;

- Biot je skupina:

——“C—(CH2)4

e

o

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

Jak bylo uvedeno vy3e, Jje tfeba poznamenat, Ze obecné& v popise
podle predkladdaného vynadlezu znamend vlnovkovita <&ara vazbu

umisté&nou bud pod nebo nad rovinu pyranosového kruhu.

Monosacharidy znézorné&né v Po mohou byt stejné nebo razné a

interglykosidové vazby mohou byt typu a nebo B.

Tyto monosacharidy jsou s vyhodou vybrdny z D nebo L hexos,

alosy, altrosy, glukosy, mannosy, galosy, idosy, galaktosy




nebo talosy (v tomto p¥ripadé h = 2) nebo z D nebo L pentos
ribosy, arabinosy, xylosy nebo lyxosy (v tomto p¥ipadé h = 2).
Mohou se také pouZit dals$i monosacharidy, Jjako jsou napfiklad

deoxysacharidy (h = 1 a/nebo ~CHzR; = CHs) .

Polysacharidova ¢ast Po mbZe obsahovat 0 aZ 25 alkylovanych a

di- nebo trisulfatovanych monosacharidovych jednotek.

Polysacharidova ¢&st Po mbZe také obsahovat 0 aZ 25 alkylova-

nych a mono- nebo disulfatovanych monosacharidovych jednotek.

Polysacharidovd ¢&ast Po miZe obsahovat 0 aZ 25 nenabitych
a/nebo &astedné nabitych a/nebo uplné nabitych alkylovanych

monosacharidovych jednotek.

Nabité nebo nenabité Jednotky mohou byt rozptyleny podil
Yfetézce nebo mohou byt seskupeny do nabitych nebo nenabitych

sacharidovych domén.

Vazby mezi jednotkami mohou byt 1,2; 1,3; 1,4; 1,5; 1,6; a
typu o nebo B.

V pfedkladaném popise byl vybér proveden tak, aby pfedstavoval
konformaci 'Cs; pro L-iduronovou kyselinu a konformaci ic, pro D-
glukuronovou kyselinu, ale 3je dobfe znédmo, Ze se obecné

konformace v roztoku monosacharidda méni.
L-iduronova kyselina miZe mit tedy konformaci 'C,, “So nebo ‘Ci,

Podle jednoho aspektu se predkladany vyndlez tyké& polysachari-

dd vzorce I.l:
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kde:

3]

znamena konkrétni skupinu polysacharidd Po, které jsou vazany
prost¥fednictvim svého anomerniho atomu uhliku k Pe Jak je

definovano pro slouceniny vzorce I,

R1
TS/BA‘L
////;’ ()///
Ry
je stejnd, jako je definovano pro slouceniny vzorce I,

- skupiny R; jsou stejné, jako bylo definovédno pro slouceniny
vzorce I a u stejného monosacharidu mohou byt stejné nebo

razné,
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- monosacharid uvedeny v [ln. se opakuje m-krat, monosacharid

uvedeny v []: se opakuje t-krat a monosacharid uvedeny v [], se

opakuje p-krat,

- m je celé &islo pohybujici se mezi 1 aZ 5, t je celé ¢cislo
pohybujici se mezi 0 aZ 24 a p je celé ¢islo pohybujici se

mezi 0 aZ 24, pricemZ se rozumi, Ze 1 <m + t + p < 25,
a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli.

Mezi témito polysacharidy vzorce I.1 tvori polysacharidy, ve
kterych pouze jedna ze skupin Ri, Rz, Rs nebo R; je mustek T-
Biot, kde T a Biot jsou stejné, jako bylo definovéano pro slou-
Zeniny vzorce I, a jejich farmaceuticky prijatelné soli, dalsi

aspekt podle pfedkléddaného vynalezu.

Podle zvlaitniho aspektu se ptedkladany vynalez tykad hexadeka-

sacharidd obecného vzorce I.2:

. 0,8 ‘0,8 OMe oM
0,8~ . Ea 3 M MeO J
70 o © 0 00 Oeo? “;°°o MeO é o o_{ Pe
O;S . O/%O ‘o‘-\f ; :’O\O/O% T o OME oeo OMeSeo MeQ!
0,8 -0,8 e 058 |
e $O, 80, ° 3

9
50, Biot

(12)

kde:

- T je mistek vybrany ze skupiny, kterou tvofi:

NH,

NH
o]




nebo

H
N fon)
NHJ\{CH;L \ﬂ/[ K—NH
0

kde j a k,

pohybujici se mezi 1 aZ 10;

- Biot je skupina

S
*—'ﬁ_(Cth
o)
HN\]T/NH
0]

12

které Jjsou stejné nebo

- Pe je pentasacharid struktury:

NN

o° coo

ST

kde:

- R; je alkoxyskupina obsahujici

skupina -0S037,

- R; Jje alkoxyskupina obsahujici 1

skupina -0S037,

razné,

az

az

jsou cela ¢isla

R 3\

(o] 0o R;
(Pe)
0

R,

6 atomt® uhliku nebo

6 atomt uhliku nebo

- Rz je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomd uhliku,
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-~ R, je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atoml uhliku nebo sku-
pina -0S0;7, nebo Jjinak Ry tvo¥i mistek -0-CH,-, kde skupina
-CH,- je véazand k atomu uhliku nesoucimu karboxylovou funkcni

skupinu na stejném kruhu,
- W je atom kysliku nebo methylenové skupina,
a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli.

Podle dal3iho aspektu se predkléddany vynalez tyké pentasacha-

rida obecného vzorce I.3:

so,

kde R;, Ry, Rz, Ry a W jsou stejné, jako bylo definovano pro

slou¢eniny vzorce I a jejich farmaceuticky pf¥ijatelnych soli.

Mezi té&mito pentasacharidy vzorce I.3 tvorl pentasacharidy, ve
kterych pouze jedna ze skupin R;, Ry, Rz nebo R; je mustek -T-
Biot, kde T a Biot Jjsou stejné, Jjako bylo definovéno pro
slouceniny vzorce I, a jejich farmaceuticky pfijatelné soli,

dal3i aspekt podle pfedkladaného vynéalezu.

Mezi temito pentasacharidy vzorce I.3 tvo¥i dalSi prfedmét
podle predklddaného vynadlezu pentasacharidy obecného vzorce

I.4:

Bht
SO,
R ‘00C S N
R, 0 ° e 02X 0 s
o (1.4)
0 0 coo (o] O/Q 00 R 0
s 3 303. soa. 4 2
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kde:
- T je mistek vybrany ze skupiny, kterou tvofi:

skupina NH,

0
NH
NH (.3H/]Vi

nebo

0 H
. N CHZ},\
NH CH:]'. \”/[ ' k “NH
0

kde j a k, které jsou stejné nebo ruzné, Jjsou celd <isla,

kterd mohou nabyvat hodnot mezi 1 aZ 10;

- Biot je skupina:
' S
*‘—ﬁ'—-(CHa) 3
0
HN\WT/NH
O

- R; Jje alkoxyskupina obsahujici 1 aZi 6 atomd uhliku nebo

skupina -0S0s57,

- R, je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomd uhliku nebo

skupina -050;37,

-~ Rz je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomd uhliku,
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- R; je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomd uhliku nebo sku-
pina -0S03”, nebo jinak Ry tvo¥i mustek -0-CH,-, kde skupina
-CH,- je vazand k atomu uhliku nesoucimu karboxylovou funkcéni

skupinu na stejném kruhu,
- W je atom kysliku nebo methylenova skupina,
a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

Podle dal3iho aspektu se ptedkléddany vynédlez tyka nasleduji-

cich polysacharidi:

- sodnd sul methyl-(2,3,4,6-tetra-0-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-(2,3,6-tri-0O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl) - (1—4) -
(2,3, 6-tri-0-sulfonato-f-D-glukopyranosyl)-(1—4)- (6-biotinami-
do-6-deoxy-2, 3-di-0O-methyl-a~-D-glukopyranosyl) - (1—>4)-(2, 3, 6-
tri-O-methyl-B-D-glukopyranosyl)-(1-4) [ (2,3, 6-tri-O-methyl-a-
D-glukopyranosyl)-(1-»4)-0-(2,3, 6-tri-O-methyl-f-D-glukopyra-
nosyl)-(1—4) 13- (6-0O-sulfonato-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyra-
nosyl)-(1->4)-(2,3-di-0O-methyl-f-D-glukopyranosyluronova kyse-
lina)-(1—4)-(2,3,6-tri-0O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-
(2,3~-di-0O-methyl-o-L-idopyranosyluronové kyselina)-(1->4) -

2,3,6-tri-Osulfonato-a~-D-glukopyranosidu,

- sodnd sul methyl-(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-(2,3,6-tri~-0O-sulfonato-a~D-glukopyranosyl) - (1—4)-
(2,3, 6-tri-0O-sulfonato-f-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(6-[6- (bio-
tinamido) hexamido] -6-deoxy-2, 3-di-0O-methyl-o~-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)~-(2,3, 6-tri-O-methyl-B-D-glukopyranosyl) - (1—>4) -
[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-0O-
methyl-B-D-glukopyranosyl)-(1->4)]s- (6-O-sulfonato-2, 3-di-0O-
methyl-a-D-glukopyranosyl) - (1—4)-(2,3-di-Omethyl-B-D-glukopy~
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ranosyluronova kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glu-
kopyranosyl)—(1—94)—(2,3—di—O—methyl—a—L—idopyranosyluronové

kyselina)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-Dglukopyranosidu,

- sodna sul methyl-(2,3,4,6-tetra-0O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-(2,3,6-tri-0O-sulfonato-a~-D-glukopyranosyl)-(1—4) -
(2,3,6~-tri-0O-sulfonato-B-D-glukopyranosyl) - (1-—>4) - (6-[6- (6--
biotanamidohexamido)hexamido]-6-deoxy-2, 3-di-O-methyl-o-D-
glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3, 6-tri-O-methyl-B-D-glukopyranosyl) -
(1-54)-[(2,3,6-tri-O-methyl-o~D-glukopyranosyl)-(1—>4)-0-
(2,3,6-tri-O-methyl-B-D~glukopyranosyl)-(1—>4)]s:- (6-0O-sulfona-
to-2,3-di-0O-methyl-a-D-glukopyranosyl) (1—4)-(2, 3-di-O-methyl-
B-D-glukopyranosyluronovd kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfo-
nato~o-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3-di-O-methyl-a-L~-idopyrano-
syluronovad kyselina)=-(1—-4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopy-

ranosidu,

- sodnéd sul methyl-(2-biotinamido-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-6-0-
sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)~-(2,3-di-O-methyl-f-D-glu-

kopyranosyluronovd kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-o-D-
glukopyranosyl)-(1->4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranocsyluronova

kyselina)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosidu,

- sodnd sUl methyl-(2-[6-(6-biotinamidohexanoyl)]-2-deoxy-3,4-
di-0-methyl-6-0O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—-4)-(2,3-di-0-
methyl-pf-D-glukopyranosyluronova kyselina)-(1->4)-(2,3,6-tri~-0O-
sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2, 3-di-O-methyl-o-L-

idopyranosyluronova kyselina)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-o-D-

glukopyranosidu,
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- sodna sul methyl—(Z—[6—(6~biotinamidohexamido)hexamido]—2—
deoxy—3,4—di—O—methyl-6—O~sulfonato—a—D~glukopyranosyl)~(1—»4)-
(2,3-di-0O-methyl-B-D-glukopyranosyluronova kyselina)-(1—>4)-
(2,3,6—tri—O—sulfonato—a—D—glukopyranosyl)—(l—»4)—(2,3—di—0—me—
thyl-a-L-idopyranosyluronova kyselina)~-(1-4)-2,3,6-tri-O-sul-

fonato-a-D-glukopyranosidu.

Predkladany vynélez se tykd polysacharidd v kyselé fomé& nebo
ve form& jakékoli farmaceuticky pfijatelné soli. V kyselé for-
mé& jsou skupiny —-COO” a -SOs;~ v tomto pofadi ve formé& -COOH a -

SOsH.

Terminem “farmaceuticky pfijatelnd sul polysacharidu podle
predkladaného vynédlezu” se rozumi polysacharid, ve kterém je
jedna nebo vice funkénich skupin -COO” a/nebo -S03° véazédna ion-
tové k farmaceuticky p¥ijatelnému kationtu. Mezi vyhodné soli
sloudenin podle predkladdaného vynadlezu patfi ty, jejich kation
je vybran =z kationt® alkalickych kovl a vyhodnéji ty, kde

kationtem je Na‘ nebo K'.

Slou&eniny obecného vzorce I uvedeného vySe také zahrnuji
slougeniny, ve kterych je Jjeden nebo vice atom vodiku nebo
atomti uhliku nahrazen radioaktivnim izotopem, napfiklad tri-
tiem nebo uhlikem-14, Tyto znalené slouleniny se pouZivajl ve
vyzkumu, p¥i metabolickych nebo farmakokinetickych studiich a

p¥i biochemickych testech jako ligandy.

Princip zpusobu pfipravy sloucenin podle pFfedkladaného vynéle-
zu spodivad v pouZiti di- nebo oligosacharidovych bazi syntonu
p¥ipravenych podle postupl popsanych v literatu¥e. Je moZné se
odkézat zejména na patenty a patentové piihlasky EP 300 099,
EP 529 715, EP 621 282 a EP 649 854 a dokumenty C. van
Boeckel, M. Petitou, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1993, 32,
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1671-1690, Tyto syntony se nésledné navzajem kondenzuji za
ziskédni plné& chrénénych ekvivalentd polysacharidd podle pfed-
kliddaného vynalezu. Tyto chrénéné ekvivalenty se potom preve-

dou na slou&eniny podle pfredkladaného vynéalezu.

Jenda z bazi syntonl uvedenych vySe obsahuje specificky chra-
n&nou funk&ni skupinu umoZnujici né&sledné =zavedeni biotinu
nebo derivatu biotinu, napfiklad latentni amino funk&ni sku-
pinu ve formé& azidoskupiny nebo chrénénou ve formé N-ftal-

imidoskupiny.

P¥i kondenzacnich reakcich uvedenych vy3e se “donor” di- nebo
oligosacharidu aktivovany na anomernim atomu uhliku reaguje s
“akceptorem” di- nebo oligosacharidu obsahujicim hydroxylovou

skupinu.

Predklddany vynalez se tyka zpusobu pfipravy slouenin obec-
ného vzorce I, ktery se vyznacuje tim, Ze: v prvnim kroku se
syntetizuje plné chréanény ekvivalet poZadovaného polysacharidu
I, obsahujici chrénény prekurzor domény Pe prodlouZeny na ne-
redukujicim konci chrénénym prekurzorem sulfatovaného polysa-
charidu Po, jeden 2z téchto prekurzoru obsahuje vyhodné& vhodné
chrédnénou amino funk&ni skupinu pro nésledné zavedeni biotinu
nebo derivatu biotinu; v druhém kroku se zavedou aunebo od-
chrani zaporné nabité skupiny; ve tFfetim kroku se odstrani
chrédnici skupina z minoskupiny a potom se zavede biotin nebo

derivat biotinu.

Syntéza Pe se provadi pomoci zplsobll popsanych zejména Vv pa-
tentovych prihla3kach WO 98/03554 a WO 99/36443 a v literatufe

citované vySe.

Polysacharidova &&st, kterd je prekurzorem Po se syntetizuje

pomoci reakci, které jsou odbornikim v této oblasti znamé, za




19 o:oo .s .o .e e

pouZiti zpusobll syntézy oligosacharidld (G.J. Boons, Tetra-
hedron, 1996, 52, 1095-1121, WO 98/03554 a WO 99/36443) nebo
se oligosacharid, pokud oligosacharid, ktery je donorem glyko-
sidické vazby, kondenzuje s oligosacharidem, ktery Jje akcepto-
rem glykosidické vazby, za vzniku jiného oligosacharidu, JjehoZ
velikost Jje rovna soultu velikosti obou reakénich partnerut.
Tento postup se opakuje, dokud se neziskd poZadované
sloudenina vzorce I. Povahu a profil néboje finadlni poZadované
sloueniny urdéuje povaha chemickych entit pouZitych v rlznych
stupnich syntézy podle pravidel, kterd jsou odbornikim v této
oblasti znama&. Jako odpazy Jje moZné uvést nap¥iklad C. wvan
Roeckel a M. Petitou, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1993, 32,
1671-1690, nebo H. Paulsen, "“Advances in selective chemical
syntheses of complex oligosaccharides”, Angew. Chem. Int. Ed.

Engl, 21, 155-173 (1882).

Slougeniny podle pfedklddaného vyndlezu se ziskajl =ze svych
pln& chranénych polysacharidovych prekurzoru za pouZiti

nasledujici série reakci:

- alkoholové funk&ni skupiny, které se maji pfevést na O-
sulfoskulinu a karboxylovou skupinu, se =zbavi chranicich

skupin pouZitych p¥i pfipravé hlavniho fetézce (patefe), potom
- se néasledné zavedou sulfoskupiny,

- odstrani se chréanici skupiny z amino funk&nich skupin, coZ

umoZni zavedeni biotinu nebo derivatu biotinu,

- pomoci obvyklych kondenzanich reakci amin/kyselina se

zavede biotin nebo derivat biotinu.

Sloudeniny podle predkléddaného vyndlezu se mohou samozEejmé
pfipravit za pouZiti ruznych strategii, které jsou odbornikim

v této oblasti znémé pro syntézu oligosacharidu.
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ZpUsob popsany vySe Jje vyhodnym zpusobem. Slouleniny obecného
vzorce I se v3ak mohou pripravit pomoci jinych zplsobl, které
jsou dobfe znadmé v oblasti chemie cukrli, popsanych nap¥iklad
v publikaci Monosaccharides, their chemistry and their roles
in natural products, P.M. Collins a R.J. Ferrier, J. Wiley &

Sons, 1995, a v G.J. Boons, Tetrahedron, 1996, 52, 1095-1121,

Pentasacharidy Pe se mohou tedy =ziskat 2z disacharidovych
syntonti zpusobem popsanym Vv publikaci C. wvan Boeckel a M.

Petitou, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1993, 32, 1671-1690,

Chréanicimi skupinami pouZitymi p¥fi zpusobu ptfipravy sloucenin

obecného vzorce I Jjsou takové skupiny, které se béiné pouZi-

vaji v chemii cukrd, napfiklad ty, které jsou popsany v Pro-

tective Groups in Organic Synthesis, T.W. Greene, John Wiley &

Sons, New York, 1981,

Chranici skupiny ijsou s vyhodou vybrany =ze skupiny, kterou
tvo¥i acetylovd skupina, halogenmethylova skupina, benzoylova
skupina, levulinylovad skupina, benzylova skupina, substituo-
vana benzylova skupina, popfipadé substituovand tritylovéa sku-
pina, tetrahydropyranylovd skupina, allylovd skupina, pente-
nylovad skupina, terc-butyldimethylsilylovd skupina (tBDMS) ne-
bo trimethylsilylethylové skupina.

Aktivadnimi skupinami jsou skupiny, které se bé&Zné pouZivaji
v chemii cukrt a jsou popsané napfiklad v G.J. Boons, Tetra-
hedron, 1996, 52, 1095-1121, Tyto aktivacéni skupiny Jjsou na-
pfiklad vybrany ze skupiny, kterou tvori imidaty, thioglyko-
sidy, pentenylglykosidy, xantéty, fosfity nebo halogenidy.

Pokud jde o zplhsob, kterym se vaZe biotin k oligosacharidu a
povahu derivatu biotinu, chemickd literatura nabizi rtzné moZ-

nosti, které mohou vyuZivat sady chréanicich skupin, které jsou
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odborniklim v této oblasti dobfe znadmé. S vyhodou se pouZiji
amino funk&ni skupiny, thiolové funk&ni skupiny nebo karbo-
xylové funk&ni skupiny nebo aldehydické funkéni skupiny, které
se budou reagovat s derivdtem biotinu obsahujicim reaktivni
skupinu typu aktivovaného esteru, maleimidu, jodacetylové nebo
primérni aminoskupiny, p¥ricemZ se reakce provadi podle pod-
minek popsanych v literatu¥e (nap¥iklad Savage a kol., Avidin-

Biotin Chemistry: A Handbook; Pierce Chemical Company, 1992).

Zplsob popsany vy3e umoZiiuje ziskat slouceniny podle predkléa-
daného vynalezu ve form& soli. Za ucelem =ziskadni odpovidaji-
cich kyselin se slouleniny podle pfedklddaného vynélezu ve
formé soli uvedou do styku s kationtové vyménnou pryskyrici ve

formé kyseliny.

Slou&eniny podle predkladaného vyndlezu ve formé kyselin se
mohou néasledn& neutralizovat pomoci baze za ziskani poZadované
soli. Pro pfipravu soli sloucdenin obecného vzorce I se mohou
pouZit jakékoli anorganické nebo organické Dbaze, které
poskytuji farmaceuticky ptrijatelné soli sloulenin obecného
vzorce I. Jako Dbéaze se s vyhodou pouzZiji hydroxid sodny,
hydroxid draselny, hydroxid véapenaty nebo hydroxid hofecnaty.
Vyhodnymi solemi jsou sodné a véapenaté soli sloucenin obecného

vzorce I.

Slou&eniny podle pfedkladaného vyndlezu byly podrobeny bioche-

mickym a farmakologickym testum.

Celkova antitrombotickad aktivita téchto latek a jejich neutra-
lizace byly studovdny na modelu Zilni trombézy zahrnujicim
injekci tka&fhového faktoru, po které nésledovalo mé&stnani krve
v duté Zile krys podle postupu popsaného v J.-M. Herbert a
kol., Blood, 1998, 91, 4197-4205, Na tomto modelu se dosahlo

60% inhibice trombézy po nitroZilni injekci 0,1 aZ 30 mmol/kg
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slouc¢enin. Injekce avidinu v molarnim poméru 1 ku 1 000 vy-
bornd sniZila antitromboticky uUc¢inek téchto sloucenin, kdy
bylo moZné dosdhnout sniZeni vétSiho, neZi 50 $%. Stejnym zpl-
sobem se neutralizovala prohemoragickd aktivita sloucdenin
prost¥fednictvim injekce avidinu ve vySe uvedenych déavkach.
Také ob&hova aktivita oligosacharidli, méfend prostfednictvim
anti-Xa aktivity a/nebo anti-IIa aktivity, se neutralizuje

pomoci injekce avidinu.

Dal3im aspektem podle predkléddaného vyndlezu je tedy zpusob
pouziti avidinu nebo streptavidinu, ktery se vyznacuje tim, Ze
umoZiuje neutralizovat polysacharidy ©podle pfedkléadaného
vynadlezu. Avidin nebo streptavidin se mohou pouZit pro
pfipravu 1léc¢iv urcenych pro neutralizaci polysacharidl podle

predkladaného vyndlezu.

Pro svou biochemickou a farmaceutickou aktivitu jsou oligosa-
charidy podle predkladaného vynédlezu velice vyhodnymi 1léciwvy.
Jejich toxicita je zcela sluCitelnd s jejich pouZitim. Jsou
také velmi stabilni a proto jsou velice vhodné pro to, aby

tvorily aktivni sloZku patentovanych farmaceutickych produktt.

Mohou se pouZit pri ruznych onemocnénich vznikajicich jako da-
sledek modifikace homeostédzy systému sridZeni krve vyskytujici
se zejména p¥i onemocnénich kardiovaskuldrniho nebo cerebro-
vaskuldrniho systému, Jjako Jsou tromboembolickd& onemocnéni
souvisejici s atherosklerézou a diabetem, nap¥iklad nestabilni
angina, apoplexie, restendza po angioplastice, endarterektédmie
nebo vloZeni endovaskularni ©protézy; nebo tromboembolickd
onemocnéni souvisejici s retrombdézou po trombolyze, s infark-
tem, s demenci ischemického plvodu, s onemocnénimi perifernich
arterii, s hemodialyzou nebo s aurikuldrni fibrilaci, nebo pfi

pouZiti cévnich protéz pri aortokoronadrnim bypassu. Dale se
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mohou tyto sloudeniny pouZit pro 1léceni nebo prevenci
tromboembolickych onemocnéni Zilniho plvodu, Jjako Jje plicni
enbolie. Mohou se pouZit p¥i 1léceni nebo prevenci trombo-
tickych komplikaci pozorovanych napfiklad po chirurgickych
operacich, rlGstu nadorl nebo poruchédch koagulace vyvolanych
bakteriemi, virovymi nebo enzymatickymi aktivatory. V pfipadé
jejich pouZiti p#i vkladdani protéz mohou slouCeniny podle
predkladaného vyndlezu pokryt protézy a tak dosahnout jejich
hemokompatibility. Mohou se zejména takto nanést na intravas-
kularni protézy (stenty). V tomto p¥ipadé se mohou popfipadé
chemicky modifikovat zavedenim vhodného ramene na neredukujici

nebo redukujici konec, jak je popsé&no napriklad v EP 649 854.

Slou&eniny podle ptedkladdaného vyndlezu se mohou také pouZit
jako adjuvanty p¥i enarterektomii provadéné pomoci poréznich

balénn.

Sloudeniny podle ptedkléddaného vyndlezu se mohou pouZit pfi

pfipravé 1é&iv urcéenych pro lécbu vysSe uvedenych onemocnéni.

Podle dal8ich aspektl je prfedmétem podle predkléddaného vynale-
zu farmaceutickd kompozice obsahujici Jjako aktivni 1latku
synteticky polysacharid podle p¥edkléddaného vynédlezu nebo jed-
nu z jeho farmaceuticky ptfijatelnych soli, popfipadé& v kombi-

naci s jednou nebo vice inertnimi a vhodnymi pIisadami.

Jmenované prisady se vyberou podle poZadované farmaceutické
formy a poZadovaného zplUsobu podavani: orélni, podjazykové,
subkuténni, intramuskulédrni, nitroZilni, transdermélni, trans-

mukosdlni, mistni nebo rektalni.

Aktivni sloZka miZe byt také pfitomna ve formé komplexu s cyk-
lodextriny, naptriklad a-, B~ nebo y-cyklodextrinem, Z2-hydroxy-

propyl-B-cyklodextrinem nebo methyl-fB-cyklodextrinem.
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Aktivni sloZka se mlZe také uvolitovat pomoci baldénku obsahuji-
ciho tuto latku nebo pomoci endovaskuldrniho expandéru zavede-
ného do cévy. Farmakologickd u€innost aktivni lé&tky tim zts-

tavad nezménéna.

V kazZzdé jednotkové davce je aktivni sloZka pfitomna v mnoZst-
vich vhodnych pro dosaZeni pfedpokléddané denni davky, ktera
poskytné poZadovany profylakticky nebo terapeuticky ucinek.
kazdd davkovaci jednotka muZe obsahovat 0,1 aZ 100 mg aktivni
latky, s vyhodou 0,5 aZ 50 mg aktivni latky. Tyto davky anti-
koagulac¢ni slouceniny se mohou neutralizovat davkami avidinu
nebo streptavidinu pohybujicimi se mezi 1 aZ 1000 mg p¥fi iv

(nitroZilnim) injekci, bolu nebo infuzi.

SlouCeniny podle predkladdaného vyndlezu se mohou také pouZit
v kombinaci s jednou nebo vice jinymi aktivnimi latkami vhod-
nymi pro pouZiti p¥i poZadované 1écbé&, jako jsou nap¥iklad an-
titrombotika, antikoagulanty, inhibitory srédZeni krevnich des-
ticek, Jjako Jjsou napriklad dipyridamole, aspirin, ticlopidin
nebo clopidogrel, nebo antagonisté komplexu glykoprotein

IIb/IIIa.

Nésledujici zplsoby, pI¥ipravy a schémata ilustruji syntézy
riznych meziproduktll pro pouZiti p¥i pfipravé polysacharidd

podle pfedkladaného vynélezu.

PouZivaji se nésledujici zkratky: Bn: benzylovd skupina; Bz:
benzoylovad skupina; TLC: chromatografie na tenké vrstvé; Ts:
tosylova skupina; Lev: levulinylovd skupina; Et: ethylova
skupina; Ph: fenylovd skupina; Me: methylovad skupina; Ac:
acetylova skupina; SE: trimethylsilylethylovd skupina; ESI:
ionizace pomoci elektronspreje; Biotin: hexahydro-2-oxo-1H-
thieno[3,4-d]imidazol-4~-pentanovd kyselina; Z: Dbenzyloxykar-

bonylovad skupina.
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Nasledujici p¥iklady syntézy slouCenin podle predkladaného
vynalezu Jjsou podrobné popsany za ucelem ilustrace a v Zadném

ohledu neomezuji rozsah podle predkléddaného vynélezu.

P¥iklady provedeni vynalezu

Schéma 1 - syntéza trisacharidu 9
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Priprava 1

2-(Trimethylsilyl)ethyl-4,6-0O-benzyliden-2,3-di-O-methyl-f#-D-
glukopyranosid (2)
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18 g hydridu sodného se p¥i 0 °C po cCéastech p¥idéd k roztoku
15,8 g (42,8 mmol) slouceniny 1 (pfipravené podle postupu po-
psaného v K. Jansson a kol., J. Org. Chem., 1988, 053, 5629-
5647) a 20 ml (319 mmol) methyljodidu v 350 ml tetrahydrofu-
ranu. Reakdéni smés se michd 4 hodiny p¥i teploté mistnosti.
P¥ebytek hydridu sodného se rozloZi methanolem a reakcéni smés
se nalije do 1,5 1 ledové studené vody. Po extrakci ethyl-
acetadtem se organickd faze promyje nasycenym roztokem chloridu
sodného a vodou, su8i se nad siranem sodnym a potom se odpafi
ve vakuu. Zbytek se ¢&isti pomoci chromatografie na koloné si-
likagelu za eluce smési 15/1 (objemové) cyklohexan/ethylacetét

a ziskd se 16,8 g sloueniny 2.
[a]lp = -41° (¢ = 0,69, dichlormethan).
Priprava 2

2-(Trimethylsilyl)ethyl-6-0O-benzyl-2,3~di~O-methyl-f3-D-
glukopyranosid (3)

82 g 3A molekulovych sit, methyloranZ jako barevny indikator,
34 g (526 mmol) kyanoborohydridu sodného se postupné prida k
16 g (40,3 mmol) roztoku sloueniny 2 v 600 ml tetrahydro-
furanu a potom se pFrikapava nasyceny roztok chlorovodiku v di-
ethyletheru dokud se nedosdhne rGZového zbarveni. Po filtraci
a extrakci ethylacetdtem se organickd féaze promyje nasycenym
roztokem hydrogenuhlicitanu sodného, susi se nad siranem
sodnym a potom se odpa¥i ve vakuu. Po chromatografii na koloné
silikagelu za eluce smési 3/1 (objemové) toluen/ethylacetdt se

ziskd 12,5 g sloucCeniny 3.

[a]lp = -42° (¢ = 1,2, dichlormethan).
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P¥iprava 3

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-benzoyl-4,6-0O-benzyliden-a-~
D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-benzoyl-f-D-glukopyra-
nosyl)-(1—»4)-6-0-benzyl-2,3~di-O-methyl-ff-D-glukopyranosid (5)

Smés 16,52 g (16,60 mmol) thioglykosidu 4 (ziskaného podle
ptipravy 1 popsané v Mezindrodni patentové p¥rihladSce WO
99/36443), 6,0 g (15,05 mmol) slouleniny 3 a 16,7 g 4A pras-
kovych molekulovych sit v 300 ml toluenu se 1 hodinu miché
v atmosféfe argonu. Smés se potom ochladi na -20 °C. K reak&ni
smé&si se prikape roztok 3,9 g (17,4 mmol) N-jodsukcinimidu a
0,17 ml (1,97 mmol) trifluormethansulfonové kyseliny v 86 ml
sm&si 1/1 (objemové&) dichlormethan/dioxan. Po 10 minutdch se
reakéni smés filtruje, zfedl se dichlormethanem, postupné se
promyje 1M roztokem thiosiranu sodného, 10% roztokem hydrogen-
uhlic¢itanu sodného a vodou, su3i se nad siranem sodnym a od-
pati se ve vakuu. Zbytek se <&isti pomoci chromatografie na
koloné silikagelu za eluce smési 6/1 (objemové) toluen/ethyl-

acetat a ziska se 18,8 g trisacharidu 5.
[a]lp = +34° (¢ = 1,26, dichlormethan).
Priprava 4

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(4,6-O-benzyliden-a-D-glukopyranosyl)
-(1—>4) - (f-D-glukopyranosyl) - (1-»4)-6-0O-benzyl-2,3-di-O-methyl-

f-D-glukopyranosid (6)

3,15 g terc-butoxidu draselného se prid& k roztoku 18,7 g (14
mmol) slouceniny 5 v 140 ml smési 1/1 (objemové) methanol/di-
oxan. Reak¢ni smé€s se michéd 2 hodiny pfi teploté mistnosti.
Netralizuje se na pryskyfici Dowex® 50WX4 H', filtruje se a

odpafi se ve vakuu. Zbytek se &isti pomoci kolonové chromato-
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grafie na silikagelu za eluce smé&si 20/1 (objemové) dichlor-

methan/methanol a ziska se 10,0 g sloufeniny 6.
[a]p = +29° (¢ = 1,11, dichlormethan).
P¥iprava 5

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(4,6-0O-benzyliden-2,3-di~-O-methyl-a-D-
glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1-»4) ~-6-0-benzyl-2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosid (7)

5,2 g (216 mmol) hydridu sodného se po &&stech v atmosfére ar-
gonu prida k ochlazené (0 °C) smési 9,93 g (12,24 mmol) slou-
Seniny 6 a 9,0 ml (138 mmol) methyljodidu ve 100 ml bezvodého
tetrahydrofuranu. Smeés se michd 20 hodin pfi teploté
mistnosti. Prebytek hydridu sodného se rozloZi methanolem a
reak&ni smés se nalije do 500 ml ledové studené vody. Po ex-
trakci ethylacetdtem se organickd féaze promyje nasycenym roz-
tokem chloridu sodného, su3i se nad siranem sodnym a potom se
odpafi ve vakuu a ziskd se 11 g slouceniny 7, kterd se pouZije

v nasledujicim kroku bez dalSiho ¢isténi.
TLC: Rs = 0,38, silikagel, 3/2 (objemové) toluen/ethylacetéat.
Priprava 6

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-methyla-D-glukopyranosyl) -
(1»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranocsyl)-(1—>4)~-6-0-

benzyl-2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosid (8)

11 g slouleniny 7 se rozpusti v 180 ml 60% kyseliny octové a
michad 1,5 hodiny p#i 80 °C. Smés se odpa¥i a potom se jeSte

jednou odpa¥i spolelné s toluenem. Zbytek se <Cistil pomoci
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kolonové chromatografie na silikagelu =za eluce smési 2/1

(objemové) toluen/aceton a ziska se 8,46 g slouCeniny 8.
TLC: Ry = 0,36, silikagel, 1/1 (objemové) toluen/aceton.
Priprava 7

2-(Trimethylsilyl)ethyl- (6-0O-benzoyl-2,3-di-O-methyl-a-D-glu-
kopyranosyl) - (1-4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1—+4)-6-0-benzyl-2,3-di-O-methyl-f3-D-glukopyranosid (9)

5,36 g (22,4 mmol) 1-Benzoyloxy-lH-benzotriazolu a 3,32 ml
triethylaminu se p¥id& k roztoku 8,41 g (10,6 mmol) slouCeniny
8 v 110 ml dichlormethanu. Smés se michd 20 minut pf¥i teploté
mistnosti a potom se z¥edi dichloremthanem, promyje se
nasycenym roztokem_hydrogenuhliéitanu sodného a vodou, suSi se
nad siranem sodnym a potom se odpafri ve vakuu. Zbytek se cCisti
pomoci kolonové chromatografie na silikagelu 2za eluce smési
5/0,5/0,25 (objemov&) cyklohexan/ethylacetdt/ethanol a =ziské

se 8,40 g slouceniny 9.

[]s = +15° (c = 2, dichlormethan).
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P¥iprava 8

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-benzoyl-4,6-0-benzyliden-a-
D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-benzoyl-f-D-glukopyra-
nosyl)-(1—»4)-(6~-0O-benzoyl-2,3~-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1—»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) - (1-»4)-6-0O-ben-

zyl-2,3-di-O-methyl-f-D~-glukopyranosid (10)

Slouc¢enina 9 se prevede na sloucdeninu 10 podle postupu po-

psaného v pripravé 3.
[alp = +42° (c = 2, dichlormethan).
P¥iprava 9

2-(Trimethylsilyl)ethyl~(4,6-0O-benzyliden-a-D-glukopyranosyl-
(1»4) - (f-D-glukopyranosyl) - (1-»4) - (2,3~-di-0O-methyl-a-D-
glukopyranosyl)-(1—»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-B-D-glukopyranosyl) -

(1-»4) ~6-0O-benzyl-2,3~di-O-methyl-f-D-glukopyranosid (11)

Slou¢enina 10 se prevede na sloudeninu 11 podle postupu popsa-

ného v pripravé 4.

TLC: Re¢ = 0,35, silikagel, 10/1 (objemové) dichlormethan/metha-

nol.

P¥iprava 10

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(4,6-0O-benzyliden-2,3-di-O-methyl-a-D-
glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1-»+4)-(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3,6~
tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1—»4)-6-0O-benzyl-2,3-di-0-

methyl-f-D-glukopyranosid (12)
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Sloudenina 11 se pfrevede na sloucCeninu 12 podle postupu

popsaného v pripravé 5.

TLC: Re = 0,11, silikagel, 1/2 (objemové) cyklohexan/ethylace-
tat.

P¥iprava 11

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3~-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) ~(1—-»4)-(2,3,6~
tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f§-
D-glukopyranosyl) - (1-»4) -6-O-benzyl-2,3-di-O-methyl-f-D~gluko-
pyranosid (13)

Sloudenina 12 se prevede na slouceninu 13 podle postupu

popsaného v p¥ipravé 6.

TLC: Re¢ = 0,33, silikagel, 2/0,5/0,5 (objemové) cyklohexan/
ethylacetat/ethanol.

Priprava 12

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(6-O-benzoyl-2,3~di-O-methyl-a-D-
glukopyranosyl)-(1-4)-(2,3,6-tri-O-meahyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—»4)-(2,3,6-
tri~O—methyl—ﬁ—D-glqupyranosyl)—(1—94)—6—O—benzyl—2,3—di—0—

methyl-f-D-glukopyranosid (14)

Sloucenina 13 se pfrevede na slouCeninu 14 podle postupu

popsaného v pripravé 7.

TLC: Rf = 0,16, silikagel, 3/0,5/0,5 (objemové) cyklohexan/
ethylacetadt/ethanol.
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Priprava 13

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-benzoyl-4,6-0O-benzyliden-a-
D-glukopyranosyl)-(1—»4)-(2,3,6-tri-O-benzoyl-f-D-glukopyra-
nosyl)-(1—»4)-(6-0O-benzoyl-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1—94)—(2,3,G—tri—O—methyi—ﬂ-D~glukopyranosyl)—(1—94)~(2,3,6—
tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-
D-glukopyranosyl)-(1—»4)-6-O-benzyl-2,3-di-O-methyl-f-D-gluko-
pyranosid (15)

Kondenzac¢ni reakce sloucCeniny 14 s disacharidem 4 se provede

podle postupu popsaného v p¥ipravé 3 a ziskd se slouenina 15.
[ot]p = +52° (¢ = 1,1, dichlormethan).
P¥iprava 14

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(4,6-O-benzyliden-a-D-glukopyranosyl) -
(1—»4) - (f-D~glukopyranosyl) - (1—»4)-(2,3-di-O-methyl-a-D-gluko-
pyranosyl)-~(1-—4)~-(2,3,6~-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1-4)-(2,3,6-tri-O-methyl-a-D~glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-fp-D-glukopyranosyl)-(1—»4)-6-0O-benzyl-2,3-di-0-

methyl-f~D-glukopyranosid (16)

SlouCenina 15 se pfrevede na slouCeninu 16 podle postupu po-

psaného v pripravé 4.

TLC: Rf = 0,31, silikagel, 10/1 (objemové&) dichlormethan/metha-

nol.

Priprava 15

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(4,6-0O-benzyliden-2,3-di-O-methyl-a-D-

glukopyranosyl) -(1—4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D~glukopyranosyl) -
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(1-4)-((2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) - (1-»4) ],-6-0O-benzyl-2,3-di-0O-

methyl-fp-D-glukopyranosid (17)

SlouCenina 16 se prevede na slouleninu 17 podle postupu

popsaného v p¥ipravé 5.

TLC: Rf = 0,46, silikagel, 10/1 (objemové&) dichlormethan/me-
thanol.

Priprava 16

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1»4)-(2,3,6-tri-O-methyl~f-D~glukopyranosyl)-(1—»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—»4)~(2,3,6~tri-O-methyl-f-
D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—-»4)~(2,3,6~tri-O-methyl-f-D~glukopyranosyl)-(1-—»4)-6-0-

benzyl-2,3-di-O~-methyl-f-D-glukopyranosid (18)

Sloucenina 17 se pfevede na slouceninu 18 podle postupu po-

psaného v pfipravé 6.

TLC: Rf = 0,42, silikagel, 1/0,5/0,5 (objemové) cyklohexan/
ethylacetdt/ethanol.

Pf¥iprava 17

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(6-O-benzoyl-2,3~-di-O-methyl-a-D~glu-
kopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(124)-(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6~tri-O-methyl-a-
D-glukopyranosyl)-(1-»4)~-(2,3,6~-tri-O-methyl-f-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)-6-0-benzyl-2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosid (19)




36

Sloucenina 18 se pfrevede na sloucCeninu 19 podle postupu po-

psaného v pripravé 7.

TLC: Re¢ = 0,25, silikagel, 3/0,5/0,5 (objemové) cyklohexan/
ethylacetdt/ethanol.
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P¥iprava 18

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-benzoyl-4,6-0-benzyliden-a-
D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri~O-benzoyl-f-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)~-(6-O-benzoyl-2,3-di-O-methyl~a-D-glukopyranosyl) -
(1->4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1—-»4)-[(2,3,6~
tri-O—methyl—a—D—glukopyranosyl)—(1—94)-(2,3,6—tri—o—methyi—ﬂ—
D-glukopyranosyl)-(1-»4)],-6-O-benzyl-2,3-di-0O-methyl-B-D-
glukopyranosid (20)

Smés 5,2 g (5,23 mmol) thioglykosidu 4, 4,72 g (2,75 mmol)
heptasacharidu 19 a 4A pra3kovych molekulovych sit v toluenu
se micha 1 hodinu v atmosféfe argonu. Potom se pfi 0 °C p¥ri-
kape roztok 1,36 g (5,85 mmol) N-jodsukcinimidu a 0,140 ml
(1,56 mmol) trifluormethansulfonové kyseliny v 32 ml smési 1/1
(objemové) dichlormethan/dioxan. Po 15 minutdch se reakéni
smés filtruje, postupné se promyje 1M roztokem thiosiranu
sodného, 10% roztokem hydrogenuhliditanu sodného a vodou, sugi
se nad siranem sodnym a odpa¥i se ve vakuu. Zbytek se &isti
pomoci kolonové chromatografie na silikagelu =za eluce smési
3/0,5/0,5 (objemové) cyklohexan/ethylacetat/ethanol a ziskd se
7,13 g slouCeniny 20.

[a]lp = +65° (¢ = 1,4, dichlormethan).
P¥iprava 19

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(4,6-0-benzyliden-a-D-glukopyranosyl) -
(1—94)*OﬂfD—gluképyranosyl)—(1—94)-(2,3-di—0—methyl-a—D—
glukopyranosyl) - (1-4)-(2,3,6~tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-
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tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) - (1-»4)],-6-O-benzyl-2,3-di-0-

methyl-f-D-glukopyranosid (21)

SlouCenina 20 se prevede na slouceninu 21 podle postupu popsa-

ného v p¥ipravé 4.

TLC: R¢e = 0,27, silikagel, 10/1 (objemov&) dichlormethan/me-
thanol.

Ptiprava 20

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(4,6-0O-benzyliden-2,3~di-O-methyl-a-D-
glukopyranosyl) -(1—-4)-(2,3,6-tri-O-methyl-B-D-glukopyranosyl)
-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-»4)]3;-6-0O-benzyl-2,3~di-0O-

methyl-f-D-glukopyranosid (22)

Sloucenina 21 se prevede na slouceninu 22 podle postupu popsa-

ného v p¥iprave 5.

TLC: Rf = 0,31, silikagel, 5/1/1 (objemoveé) cyklohexan/ethyl-

acetit/ethanol.

P¥iprava 21

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1—»4)~-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-—»4)-[(2,3,6-
tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-
D-glukopyranosyl) - (1-»4) ]3;-6-O-benzyl~2,3~di~-O-methyl-f-D-
glukopyranosid (23)

SlouCenina 22 se prevede na slouceninu 23 podle postupu popsa-

ného v ptfipravé 5.
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Pfiprava 22

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3-di-O-methyl-6-0-tosyl~a-D-gluko-
pyranosyl)-(1—»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1—94)—[(2,3,6—tri—O—methyl-a~D—glqupyranosyl)—(1—94)—(2,3,6—
tri—O—methyl—ﬂ—D—glukopyranosyl)—(1—94)]3—6—O—benzyl-2,3—di~o—
O—methyi—ﬁ—D—glukopyranosid (24)

1,09 g slouCeniny 23 se v atmosfé¥e argonu rozpusti v 10 ml
pyridinu a potom se p¥idd 1,03 g tosylchloridu. Po 2 hodinach
michédni se reakéni smé&s z¥edi 100 ml dichlormethanu. Organickéa
faze se postupné promyje 10% roztokem hydrogensiranu draselné-
ho a potom vodou, su3i se a odpa¥i do sucha. Po kolonové chro-
matografii na silikagelu za eluce smési 2,3/2 (objemovd) to-

luen/aceton se ziské& 1,77 g sloudeniny 24.

TLC: Re = 0,5, silikagel, 3/1/1 (objemové) cyklohexan/ethyl-

acetat/ethanol.
P¥iprava 23

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(6-deoxy-2,3-di~-O-methyl-6-ftalimido-
a—D—glukopyranosyi)—(1—94)—(2,3,6—tri—O—methyl1ﬂ—D—glukopyra—
nosyl)-(1-»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) - (1—4) -
(2,3,6—tri—O—methyl—ﬂ—D—glukopyranosyl)—(1—94)]3—6-O—benzyl—
2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosid (25)

225 mg (1,38 mmol) Ftalimidu draselného a potom 121,5 mg (0,46
mmol) crownetheru 18-crown-6 se pf¥idd k roztoku 500 mg (0,23
mmol) slouCeniny 24 v 11 ml N,N-dimethylformamidu obsahujicim
47 praskovd molekuldrni sita. Sm&s se micha 4 hodiny pfi
80 °C. Po ochlazeni se reak&éni smés z¥edi dichlormethanem,

filtruje se pres kfemelinu a odpafi se. Zbytek se &isti pomoci
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chromatografie na gelu Sephadex® LH20 (3 x 100 cm) (1/1
(objemove) dichlormethan/ethanol), potom  pomoci kolonové
chromatografie na silikagelu za eluce smési 11/2 (objemové)

toluen/ethanol a ziskd se 417,4 mg slouleniny 25.
TLC: R¢ = 0,38, silikagel, 11/2 (objemové) toluen/ethanol.

Priprava 24

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-gluko-
pyranosyl)-(1—-24)-(2,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1-24)-(2,3,6~-tri-O-acetyl-fi~-D-glukopyranosyl) - (1-»4) - (6-deoxy-
2,3-di-O-methyl-6-ftalimido-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6~
tri-O-methyl-B-D-glukopyranosyl)-(1—»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-
D-glukopyranosyl) - (1-»4)~-(2,3,6-tri~O-methyl-f3-D-glukopyrano-
syl)-(1—»4) ]3-6-O-benzyl-2,3-di-0O-methyl-f-D-glukopyranosid

(27)

Smé&s 1,515 g (1,564 mmol) thioglykosidu 26 (pfipraveného podle
postupu pro pFfipravu sloueniny4l, pt¥ipravy 36, patentové
pfihlasky WO 99/36443), 840 mg (0,391 mmol) akceptoru 25 a
2,15 g 4A molekulovych sit v 33 ml toluenu se miché& 1 hodinu
v atmosféfe argonu. Reak&ni smés se ochladi na 0 °C a prida se
roztok 385 mg N-jodsukcinimidu a 55,4 pul trifluormethansulfono-
vé kyseliny v 7 ml smési 1/1 (objemové&) dichlormethan/dioxan.
Po 10 minutéch se smé&s filtruje, z¥edi se toluenem, postupné
se promyje 1M roztokem thiosiranu sodného, 10% roztokem
hydrogenuhlicitanu sodného a vodou, suSi se nad siranem sodnym
a potom se odpafi ve vakuu. Zbytek se C&isti pomoci chromato-
grafie na gelu Sephadex® LH20 (1/1 (objemové) dichlormethan/
ethanol), potom pomoci kolonové chromatografie na silikagelu
(5/4 (objemové) toluen/aceton), a ziskd se 887 mg sloudeniny

27.
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[a]lp = +70° (c = 0,35, dichlormethan).
P¥iprava 25

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glukopy-
ranosyl)-(1-»4)-(2,3,6~tri-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1»4)-(2,3,6-tri-O-acetyl-f-D-glukopyranosyl)-(1—»4) - (6-deoxy-
2,3-di-O-methyl-6-ftalimido-a-D-glukopyranosyl)~-(1—»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1—»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-
D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6~tri-O-methyl-f-D-glukopyra-
nosyl)-(1-»4)]3-2,3-di~O-methyl-f-D-glukopyranosid (28)

Roztok 750 mg (0,245 mmol) slouceniny 27 v 37 ml kyseliny oc-
tové se hydrogenuje pfi tlaku 500 kPa v pfitomnosti 750 mg 10%
palladia na uhli 2,5 hodiny. Po filtraci se roztok odpafi a
zbytek se c¢isti pomoci chromatografie na koloné& silikagelu za
eluce smési 6/1 (objemové) toluen/ethanol a 2ziskd se 728 mg

sloueniny 28.
TLC: Rf = 0,32, silikagel, 6/1 (objemové) toluen/ethanol.

Priprava 26

2-(Trimethylsilyl)ethyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-gluko-
pyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1-4)-(2,3,6-tri-O-acetyl-ff-D-glukopyranosyl) - (1-»4) - (6-deoxy-
2,3-di-O-methyl-6-ftalimido-a-D~-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-f-D~glukopyranosyl)-(1-»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-
D-glukopyranosyl)-(1-4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4) ]3-6-0O-acetyl-2,3~-di~-0O-methyl-f-Dglukopyranosid (29)

51,1 pml (0,368 mmol) Triethylaminu, 32,5 ul (0,344 mmol)
anhydridu kyseliny octové a 6,0 mg (0,049 mmol) dimethylamino-
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pyridinu se p¥idéd k roztoku 728 mg (0,245 mmol) slouceniny 28
v. 10 ml dichlormethanu. Po 1 hodiné michéni se reakéni smés
z¥edi dichlormethanem, postupné se promyje 10% roztokem hydro-
genuhlic¢itanu draselného, wvodou, nasycenym roztokem hydrogen-
uhlic¢itanu sodného a vodou, su3l se nad siranem sodnym a od-
pati se ve wvakuu. Po cisténi =zbytku pomoci kolonové chromato-

grafie na silikagelu se ziskd 0,618 g slouCeniny 29.
TLC: R¢f = 0,37, silikagel, 6/1 (objemové) toluen/ethanol.
Schéma 6 - Syntéza oligosacharidu 31
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P¥riprava 27

(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-
O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)~-(1—-4)-(2,3,6~-tri-O-acetyl-f-D-
glukopyranosyl) - (1—-24) - (6~deoxy-2,3-di-O-methyl-6-ftalimido-a-
D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6~-tri-O-methyl-f-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4) -
(2,3,6-tri-O-methyl-f-D~-glukopyranosyl)-(1—»4) ]s-6-O-acetyl-
2,3-di-O-methyl-D-glukopyranosa (30)
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Roztok 579 mg (0,192 mmol) sloucdeniny 29 v 11,5 ml sm&si 2/1
(objemové) trifluoroctovd kyseliny/dichlormethan se micha 1
hodinu. Reakéni smés se zfedi 69 ml smési 2/1 (objemové) to-
luen/n-propylacetdt, odpari se a potom se odpa¥i spoleéné
s toluenem. Zbytek se <&isti pomoci chromatografie na koloné
silikagelu za eluce smési 5/1 (objemové&) toluen/ethanol a

ziska se 523 mg slouceniny 30.
TLC: Re¢ = 0,31, silikagel, 5/1 (objemové) toluen/ethanol.

P¥iprava 28

Trichloracetimiddt (2,3,4,6~-tetra-0O-acetyl-a-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4) -
(2,3,6-tri-O-acetyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-»4) - (6-deoxy-2,3-di-
O-methyl-é6-ftalimido~-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-
methyl-B-D-glukopyranosyl)-(1—»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D~-glu-
kopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f~-D-glukopyranosyl) -

(1>4) ]3-6-0O-acetyl-2,3-di-O-methyl-D-glukopyranosy (31)

65,5 pul (0,85 mmol) Trichloracetonitrilu a 88,4 mg (0,27 mmol)
uhliCitanu cesného se p¥idd k 3 ml roztoku sloudeniny 30 v di-
chlormethanu. Po 2 hodindch michédni se smés filtruje a odpafi.
Zbytek se Cisti pomoci chromatografie na koloné& silikagelu za
eluce smési 6/1 (objemové) toluen/ethanol + 0,1% triethylaminu

a ziskd se 477 mg sloucCeniny 31.

TLC: Rf = 0,35, silikagel, 6/1 (objemoveé) toluen/ethanol.
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Priprava 29

Methyl-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-glukopyranosyl) - (1-»4) -
(2,3,6-tri-0O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)~(1-—»4) (2,3,6~-tri-0O-
acetyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(6-deoxy-2,3-di-O-methyl-6-
ftalimido-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)~(2,3,6-tri~O-methyl-f~D-
glukopyranosyl)-(1—»4)-[(2,3,6~-tri-O-methyl-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-0-(2,3,6~tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) - (1—>4)]s-
(6-0O-acetyl-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4) (benzyl-
2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosylurondt)-(1-»4)-(3,6-di-0-
acetyl-2-0-benzyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)~(benzyl-2,3-di-0O~
methyl-a-L-idopyranosylurondt)-(1—4)-2,3,6-tri-O-benzyl-a-D-
glukopyranosid (33)

370 mg (0,121 mmol) imidatu 31 a 336 mg (0,242 mmol) slou-
¢eniny 32 (pfipravené podle postupu popsaného v P. Westerduin
a kol., Bioorg. Med. Chem., 1994, 2, 1267) se rozpusti v 5,5
ml smési 1/2 (objemové) dichlormethan/diethylether. Po p¥idéni
4A praskovych molekulovych sit se sm&s ochladi na -20 °C a
pfidd se 181,5 ul 0,1M roztoku trimethylsilyltrifluormethan-
sulfonatu v dichlormethanu. Po 25 minutédch se sm&s neutrali-
zuje p¥idédnim pevného hydrogenuhliéitanu sodného. Po filtraci
a odpafeni se =zbytek <¢isti pomoci chromatografie na gelu
Sephadex® LH20, potom pomoci kolonové chromatografie na
silikagelu za eluce smési 6/5 (objemové) toluen/aceton a ziské

se 302 mg sloucCeniny 33.
[a]p = +86° (c = 1, dichlormethan).
P¥iprava 30

Methyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-—>4) -
(2,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-4)-(2,3,6-tri-0-

acetyl-f-D-glukopyranosyl) -~ (1-»4)- (6-deoxy-2,3~di~-O-methyl-6-
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ftalimido-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-
glukopyranosyl)-(1-»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)-0-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-4) ];~
(6-O-acetyl-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di-
O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovd kyselina)-(1-»4)-(3,6-di-0O-
acetyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—-4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-idopy-

ranosyluronovd kyselina)-(1-+4)-a-D-glukopyranosid (34)

Roztok 104 mg (0,024 mmol) slouCeniny 33 v 5 ml kyseliny
octové se hydrogenuje pfi tlaku 400 kPa v pfitomnosti 104 mg
palladia na uhli 4 hodiny. Po filtraci se roztok lyofilizuje a
ziskd se 87 mg slouCeniny 34, kterd se pouZije v nasledujicim

kroku bez dalsSiho ¢&isténi.

P¥iprava 31

Methyl- (a-D~-glukopyranosyl) - (1—4) - (a-D-glukopyranosyl) - (1-»4) -
(B-D-glukopyranosyl) - (1-»4) - (6-deoxy-2,3-di~-0O-methyl-6-ftal-~
imido-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-gluko-
pyranosyl)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-methyl~-a-D-glukopyranosyl) -
(1»4)~-0-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-»4)1s:~ (2,3~
di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di-O-methyl-f-D-
glukopyranosyluronovd kyselina) - (1-»4) - (a-D-glukopyranosyl) -
(124)-(2,3-di-O-methyl-a~-L-idopyranosyluronova kyselina) -

(1—-+4) -a-D-glukopyranosid (35)

140 pl Molarniho roztoku methoxidu sodného se v p¥itomnosti 875
mg 3A praskovych molekulovych sit p#idd k roztoku 80 mg (0,021
mmol) slouCeniny 34 v 6,9 ml bezvodého methanolu. Po 20
hodinach pfi teploté mistnosti se reakéni smé&s filtruje a
filtradt se neutralizuje kyselinou octovou. Roztok se odpafi na
polovinu a nanese se na gelovou kolonu Sephadex® G-25 Fine (3
x 92 cm). Po eluci vodou a 1lyofilizaci se ziskd 66 mg

sloucCeniny 35.
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Pfiprava 32

Sodnd sul methyl-(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4) -
(2,3,6-tri-O-sulfonato-f-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(6-deoxy-2,3~
di-O-methyl-6é-ftalimido-a-D-glukopyranosyl) - (1-»4)-(2,3,6-tri-
O-methyl-fB-D-glukopyranosyl)-(1—>4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-
glukopyranosyl)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-methyl-f~-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4) ]3-(6-O-sulfonato-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)-(2,3-di-0O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovd kyseli-
na)-(1—-4)-(2,3,6-tri-0O-sulfonato-a-D~glukopyranosyl)-(1-»4) -
(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd kyselina)-(1—>4) -

2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosidu (36)

66,4 mg (0,021 mmol) polyolu 35 se rozpusti v 1,8 ml N,N-
dimethylformamidu. P¥idad se 320 mg (1,77 mmol) komplexu oxid
sirovy/triethylamin a smé&s se michad 20 hodin p¥i 55 °C. Roztok
se nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine (3 x 92 cm) a eluuje
se 0,2M chloridem sodnym. Frakce obsahujici produkt se odpafi
a odsoleni se provede za pouZiti stejné kolony za eluce vodou.

Po lyofilizaci se ziskd 83 mg slouceniny 36.

Hmota: metoda ESI, negativni méd: chemicka hmota = 4968,92;

experimentadlni hmota = 4966,52 + 0,16 a.m.u.
Priprava 33

Sodnd sl methyl-(2,3,4,6~tetra-O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—-»4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl) - (1—->4) -
(2,3,6-tri-0O-sulfonato-f-D-glukopyranosyl) (1-»4) - (6-amino-6-
deoxy-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-0O-
methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1—+4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-

glukopyranosyl)-(1-»4)-0-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyrano-
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syl)=-(1-»4)]s-(6-O-sulfonato-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—-»4)-(2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovd kyseli-
na)-(1-»4)-(2,3,6-tri-0O-sulfonato-a-Dglukopyranosyl)-(1-»4) -
(2,3-di-0O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd kyselina)-(1-»4) -

2,3,6-tri-O-sulfonato~-a-D-glukopyranosid (37)

83 mg (0,017 mmol) slouceniny 36 se rozpusti v 1,67 ml smési
2/1 (objemové) ethanol/voda. P¥id4d se 81,2 pl (1,67 mmol) hy-
drédtu hydrazinu a smés se 20 hodin zahfivd k varu pod zpé&tnym
chladic¢em. Roztok se nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine (3 x
92 cm) a eluuje se vodou. Po odpafeni frakci obsahujicich
produkt se =zbytek rozpusti v 5,00 ml smési ethanol/voda a
znovu se reaguje za podminek uvedenych vySe s 81,2 ul hydratu

hydrazinu a ziska se 71 mg slouleniny 37.

Hmota: Metoda ESI, negativni méd: chemickd hmota = 4838,32;

experimetdlni hmota = 4814,6 + 0,70 a.m.u.

Schéma 9 - Syntéza pentasacharidu 39
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P¥iprava 34

Methyl- (6-0O-acetyl-2-azido-2-deoxy-3,4~-di-O-methyl-a-D-glu-

kopyranosyl)-(1—4) - (benzyl-2,3-di-0-methyl-f-D-glukopyranosyl-
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urondt)-(1—»4)-(3,6-di-0O-acetyl-2-O-benzyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1—94)—(benzyl—2,3—di—O—methyl—a—L-idopyranoSyluronét)—(1—94)—

2,3,6-tri-0O-benzyl-a-D-glukopyranosid (39)

265 mg (0,631 mmol) trichloracetimiddtu 6-0O-acetyl-2-azido-2-
deoxy-3,4-di-O-methyl-a,f-D-glukopyrandzy 38 ziskaného podle
postupu popsaného v J. Basten a kol., Bioorg. Med. Chem. Lett.
(1992), 2(9), 901) a 584 mg (0,420 mmol) slouCeniny 32 (zis-
kané podle postupu popsaného v P. Westerduin a kol., Bioorg.
Med. Chem., 1994, 2, 1267) se rozpusti v 28,5 ml smési 1/2
(objemové) dichlormethan/diethylether. Po p¥idani praskovych
44 molekulovych sit se sm&s ochladi na -20 °C a pFridéd se
94,6 ul 0,IM roztoku trimethylsilyltrifluormethansulfonétu
v dichlormethanu. Po 10 minutdch se znovu pfidd 53,8 mg
imidatu, potom 19,2 ul 0,1M roztoku trimethylsilyltrifluor-
methansulfonatu v dichlormethanu. Po 10 minutadch se smeés
neutralizuje pfidanim pevného hydrogenuhlic¢itanu sodného. Po
filtraci a odpafeni se =zbytek <&isti pomoci chromatografie na
kolon& silikagelu za eluce smé&si 3/1 (objemové&) toluen/ethyl-

acetdt a ziskd se 499 sloucCeniny 39.

[a]p = +66° (c = 1,07, dichlormethan).
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Schéma 10 - Syntéza pentasacharidu 44 (zplsob I)
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Priprava 35

Methyl- (6-0O-acetyl-2-amino-2-deoxy~-3,4-di-O-methyl-a-D-gluko-

pyranosyl)-(1—-»4)-(2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovd
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kyselina) - (1-24)-(3,6~di-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—24)~
(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd kyselina)-(1-%4)-a-D-
glukopyranosid (40)

Roztok 552,6 mg (0,335 mmol) slouCeniny 39 v 16 ml smési 5/1
(objemové) terc-butanol/ethylacetdt se hydrogenuje pfi tlaku 1
MPa v p¥itomnosti 1,10 g 10% palladia na uhli a 0,336 ml 1M
kyseliny chlorovodikové 4,5 hodiny. Po filtraci se roztok
odpa¥i a ziskd se slouenina 40, kterd se pouZije v dalSim

kroku bez &isténi.
Priprava 36

Methyl- (2-amino-2-deoxy-3,4~-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1»4) - (2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovd kyselina) -
(1-»4) - (a-D-glukopyranosyl) - (1—4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-ido-

pyranosyluronovd kyselina)-(1-»4)-a-D-glukopyranosid (41)

324 mg (0,300 mmol) sloucleniny 40 se rozpusti v 8,8 ml metha-
nolu. P¥idaji se 2,2 ml 5M roztoku hydroxidu sodného a reakéni
smés se michd 16 hodin p¥i teploté mistnosti. Neutralizuje se
na pryskyfici Dowex® 50 H' a filtruje se. Roztok se prefiltruje
pfes kolonu Sephadex® G-25 Fine za eluce vodou. Frakce obsahu-
jici produkt se odpafi a ziskd se 254,2 mg slouCeniny 41.
V tomto stupni se potvrdi pomoci NMR, Ze byly odstranény chré-

nici skupiny (benzylovad skupina a acetylovéd skupina).

TLC: Re¢ = 0,26, silikagel, 5/5/1/3 (objemové) ethylacetat/pyri-

din/kyselina octova/voda.

Priprava 37

Methyl- (2- (benzyloxykarbonyl)amino-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-a-
D-glukopyranosyl) - (1—4)-(2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyl-

uronovd kyselina)-(1-4)-(a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di-0-
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methyl-a~-L-idopyranosyluronovd Kkyselina)-(1-»4)~-a-D-glukopyra-
nosid (42)

241,1 mg (0,253 mmol) sloucCeniny 41 se rozpusti v 12,4 ml vody
a pridd se 63,7 mg hydrogenuhlic¢itanu sodného a potom se
pfikape 41 pl benzylchloroformidtu. Po 12 hodindch michéni se
reak&ni smés nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine a eluuje se
vodou. Frakce obsahujici produkt se odpa¥i. Po <&isSténi pomoci
kolonové chromatografie na silikagelu za eluce smési 21/17/
3,6/10 objemové ethylacetdt/pyridin/kyselina octova/voda se

ziskd 221 mg slouceniny 42.

TLC: R = 0,63, silikagel, 5/5/1/3 (objemové) ethylacetédt/py-

ridin/kyselina octovéa/voda.
P¥iprava 38

Sodnd siil methyl-(2-(benzyloxykarbonyl)amino~-2-deoxy~3,4-di-0O~
methyl-6-0O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di~-O-me-
thyl-p-D~glukopyranosyluronovd kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-0O-
sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—»4)~(2,3~di~-O-methyl-a~L-ido-
pyranosy.luronovd kyselina)~(1—»4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-

glukopyranosidu (43)

19,6 mg (0,018 mmol) polyolu 42 se rozpusti v 1,62 ml N,N-
dimethylformamidu. Pfidéd se 114 mg komplexu oxid sirovy-
triethylamin a sm&s se michd 20 minut p#i 55 °C s vyloulenim
svétla. Roztok se nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine a
eluuje se 0,2M chloridem sodnym. Frakce obsahujici produkt se
odpa¥i a odsoli se za pouZiti stejné kolony za eluce vodou. Po

lyofilizaci se zisk& 28,3 mg slouleniny 43.

[a]p = +48° (c = 2,75, voda).
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Pfiprava 39

Sodnd sil methyl-(2-amino-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-6-O-sulfona-
to-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di-O-methyl-f-D~glukopyrano-
syluronovd kyselina)-(1—»4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopy-
ranosyl)-(1—4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd Kyse-
lina)-(1—»4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosidu (44)

Roztok 27,5 mg (0,015 mmol) sloucCeniny 43 ve smé€si 333 pl terc-

butanolu a 500 pl vody se hydrogenuje p¥i tlaku vodiku 500 kPa
v pFitomnosti 8,25 mg 10% palladia na wuhli 16 hodin. Po
filtraci se roztok odpaf¥i a zbytek se nanese na kolonu
Sephadex® G-25 Fine (3 x 92 cm). Po eluovani vodou a

lyofilizaci se zisk& 23,7 mg slouceniny 44.

[a]lp = +58° (¢ =1, voda).
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Schéma 11 - Syntéza tetrasacharidu 48
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Methyl- (4-0-levulinyl-2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovd

kyselina)-(1-»4)-(3,6-di-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—4) -

(2,3-di-0O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd kyselina)-(1—>4)-a-D-

glukopyranosid (46)
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Roztok 4,50 g (3,02 mmol) sloueniny 45 (ziskané podle postupu
popsaného v P. Westerduin a kol., BioOrg. Med. Chem., 1994, 2,
1267) v 72 ml smé&si ethylacetét/terc-butanol (1/1, objemové)
se reaguje p¥i tlaku vodiku 400 kPa v pfitomnosti 9,0 g 10%
palladia na uhli 6 hodin. Po filtraci a odpafeni se =ziskana

sloudenina 46 pouZije ptimo, bez C¢isténi v nasledujicim kroku.

TLC: Rf = 0,54, 26/22/4,6/17 objemové ethylacetédt/pyridin/

kyselina octovéa/voda.

Priprava 41

Methyl- (methyl-4-0-levulinyl-2,3-di~O-methyl-f-D-glukopyrano-
sylurondt)-(1-»4)-(2,3,6-tri~O-acetyl-a-Dglukopyranosyl) -
(1-»4) - (methyl-2,3-di-D-methyl-a-Lidopyranosylurondt) - (1—>4)-

2,3,6-tri-0O-acetyl-a-D-glukopyranosid (47)

2,71 g hydrogenuhliditanu draselného a 3,4 ml methyljodidu se
pfi 0 °C pridéd k 2,57 g (2,71 mmol) slouCeniny 46 v 35 ml
bezvodého N,N-dimethylformamidu. Po 16 hodindch michéni pfi
teplotd mistnosti se reak&ni sm&s ochladi na 0 °C. Potom se
postupné& p¥ida 132 mg dimethylaminopyridinu a 1,5 ml anhydridu
kyseliny octové. Smé&s se michd 16 hodin. Po neutralizaci
pfebytku anhydridu kyseliny octové se smés zfedi ethylace-
tatem. Organickad faze se postupné promyje 10% roztokem hydro-
gensiranu sodného a potom nasycenym roztokem hydrogenuhlici-
tanu sodného a vodou, su3i se nad siranem sodnym, filtruje se
potom se odpafi do sucha. Zbytek se <&isti pomoci kolonové
chromatografie na silikagelu za eluce smési 9/5 cyklohe-

xan/ (1/1 ethylacetat/ethanol) a ziskd se 2,51 g sloucCeniny 47.

TLC: Rf = 0,41, 2/1 objemové toluen/aceton.
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Pfiprava 42

Methyl- (methyl-2,3-di-O-methyl-f#-D-glukopyranosylurondt) -
(1»4)-(2,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glukopyranosyl) - (1-—»4) - (methyl-
2,3-di-0O-methyl-a-L-idopyranosylurondt)-(1-»4)-2,3,6-tri-O-

acetyl-a-D-glukopyranosid (48)

2,5 g (2,56 mmol) sloudeniny 47 se rozpusti v 500 ml smé&si 1/1
objemov& toluen/ethanol. P¥idd se 1,01 g acetatu hydrazinu. Po
2 hodinadch michéani p¥i teploté mistnosti se reakéni smés
odpa¥i do sucha. Zbytek se rozpusti v dichlormethanu. Organic-
k4 faze se postupné promyje 2% roztokem hydrogenuhlicitanu
sodného a vodou, su3i se nad siranem sodnym, filtruje se a
odpafi se do sucha. Po ¢&iSténi pomoci kolonové chromatografie
na silikagelu za eluce smé&si 1/4 (objemové) toluen/ethylacetéat

se ziskd 2,01 g sloucCeniny 48.
TLC: R = 0,37, 2/1 objemové toluen/aceton.

Schéma 12: Syntéza pentasacharidu 49
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Priprava 43

Methyl- (6-0O-acetyl-2-azido-2-deoxy-3,4~di-O-methyl-a-D-gluko-
pyranosyl) - (1-»4) - (methyl-2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyl-

urondt)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-acetyl-a-Dglukopyranosyl)-(1—>4)~




59

(methyl-2,3,-di-O-methyl-a-Lidopyranosylurondt)-(1-—4)-2,3,6-

tri-O-acetyl-a-Dglukopyranosid (49)

1,18 g (2,81 mmol) imid&tu 38 (ziskaného podle postupu popsa-
ného v J. Basten a kol., Bioorg. Med. Chem. Lett. (1992),
2(9), 901) a 1,83 g (1,75 mmol) slouCeniny 48 se rozpusti v
126 ml sm&si 1/2 (objemové) dichlormethan/diethylether. Po
p¥idani praskovych 4A molekulovych sit se sm&s ochladi na
-20 °C a prida se 421 pl 1M roztoku terc-butyldimethylsilyltri-
fluormethansulfondtu v dichlormethanu. Po 30 minutéch se p¥ida
dalsich 266 mg imidatu a 168 ul 1M roztoku terc-butyldimethyl-
silyltrifluormethansulfondtu v dichlormethanu. Po 10 minutéch
se smés neutralizuje p¥idadnim pevného hydrogenuhlicitanu
sodného a filtruje se. Roztok se pfrevrstvi dichlormethanemn,
postupné se promyje 2% roztokem hydrogenuhlic¢itanu sodného a
vodou, su$i se nad siranem sodnym a potom se odpafi ve wvakuu.
Ziskany zbytek se ¢&isti pomoci kolonové chromatografie na
silikagelu za eluce smési 4/3 a potom 1/1 objemové

dichlormethan/ethylacetat a ziskd& se 1,814 g sloucCeniny 409.

TLC: R¢ = 0,57, 3/1 objemové toluen/ethylacétét.

[e]p = +93° (c = 1,15, dichlormethan).
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Schéma 13: Syntéza pentasacharidu 44 (zpusob II)
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Priprava 44

Methyl- (2-azido-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1-»4) - (2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovd kyselina) -
(1-»4) - (a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-

idopyranosyluronovd Kyselina)- (1-»4)-a-D-glukopyranosid (50)

42 ml 30% vodného roztoku peroxidu vodiku se p¥i -5 °C prida
k roztoku 845,3 mg slouCeniny 49 v 104 ml tetrahydrofuranu. Po
5 mninutdch michani se p¥ikape 0,7M vodny roztok hydroxidu
lithného. Reak&ni smés se michad 1 hodinu p¥i -5 °C, potom 4
hodiny p¥i 0 °C a nakonec 16 hodin p¥i teploté& mistnosti.
Neutralizuje se 1M roztokem kyseliny chlorovodikové. Roztok se

nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine (5 x 1 000 cm) a eluuje
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se vodou. Frakce obsahujici odekdvanou slouleninu se spoji,
odpa¥i se a nanesou se na kolonu obsahujici 50 ml pryskyfice
Dowex AG 50 WX4 H'. Sloudenina se odebere pf¥i 0 °C a odpafi se

za ziskéni 618 mg slouceniny 50.

TLC: Rf = 0,56, 26/22/4,6/17 objemové ethylacetat/pyridin/

kyselina octova/voda.
Pfiprava 45

Sodnd sl methyl-(2-azido-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-6-O-sulfona-
to-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3-di~O-methyl-f-D-glukopyra-
nosylurondt)-(1—-»4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl) -
(1-4)-(2,3-di-0O-methyl-a-Lidopyranosylurondt) - (1-»4)-2,3,6-

tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosidu (51)

Bezprost¥edné& pred pouZitim se sloucenina 50 destiluje tFfikrat
s 29 ml N,N-dimethylformamidu. K roztoku 612 mg (0,624 mmol)
sloudeniny 50 v 58 ml N,N-dimethylformamidu se p¥fidd 3,84 g
komplexu oxid sirovy-triethylamin. Smé&s se michd 16 hodin p¥i
55 °C za nepFistupu své&tla. Sm&s se ochladi na 0 °C, a ptikape
se k ni roztok 5,33 g hydrogenuhlic¢itanu sodného v 200 ml
vody. Smés se michd 16 hodin p¥i teploté mistnosti a odpafi se
do sucha. Zbytek se rozpusti ve vodé a roztok se nanese na
kolonu Sephadex® G-25 Fine a eluuje se 0,2M roztokem chloridu
sodného. Frakce obsahujici produkt se odpafi a odsoli se za
pouZiti stejné kolony za eluce vodou. Po lyofilizaci se ziské

1,06 g sloucCeniny 51.

TLC: R¢f = 0,5, 3/5/1/3 objemové ethylacetdt/pyridin/kyselina

octova/voda.
Priprava 46

Sodnd siil methyl-(2-amino-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-6-O-sulfona-
to-a-D-glukopyranosyl) - (1-»4)-(2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyrano-
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syluronova kyselina)-(1—»4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-gluko-
pyranosyl)-(1—4)~(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd Kky-

selina)~(1-»4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosidu (44)

Tato hydrogenolyza se provede dvakrat a v kaZdém pfripadé na

534,4 mg sloucCeniny 51.

Roztok 534,4 mg slouceniny 51 ve smési 6,7 ml (12,6 ml/q)
terc-butanolu a 10 ml (19 ml/g) vody se reaguje s vodikem za
tlaku 500 kPa v pfitomnosti 160 mg 10% palladia na uhli 4
hodiny p¥i 40 °C. Po filtraci (filtr Millipore® LSWP 5 um) se

roztok odpafi do sucha a ziské& se 530 mg sloucleniny 44.

TLC: Rf = 0,49, 3/5/1/3 objemové ethylacetdt/pyridin/kyselina

octovéa/voda.
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Priklad 1

Sodnd sUl methyl-(2,3,4,6~tetra-O-sulfonato-o-D-glukopyrano-
syl)-(1—94)—(2,3,6—tri—O—sulfonato—a—D—glukopyranosy17¥(l~94)—
(2,3,6-tri-O-sulfonato-f-D-glukopyranosyl) - (1-»4)-(6-biotinami-
do-6-deoxy-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3,6-
tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-
D-glukopyranosyl)-(1-»4)-0-(2,3,6-tri-O-methyl-fi-D-glukopyra-
nosyl)-(1-»4)]s-(6-O-sulfonato-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)-(2,3-di-O-methyl-fi-D-glukopyranosyluronovd kyseli-
na)-(1—-»4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a~-D-glukopyranosyl) - (1-—»4) -
(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd kyselina) - (1-»4) -

2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosidu

16,5 mg sulfosukcinimidu biotinu se p¥idad k roztoku 18 g (3,72
umol) slouéeniny 37 v 1,5 ml 0,5% roztoku hydrogenuhliitanu

sodného.

Po 16 hodindch michani pfi teploté mistnosti se reakéni smés
nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine a eluuje se roztokem

chloridu sodného.

Frakce obsahujici produkt se odpatri a odsoli se =za pouzZiti

stejné kolony za eluce vodou.
Po lyofilizaci se ziskd 15,9 mg sloueniny z pfikladu 1.
[alp = +59° (c = 0,78, voda).

Hmota: metoda ESI, negative mdéd: chemickd hmota = 5065,12;

experimentadlni hmota = 5064,18 + 1,04 a.m.u.
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P¥iklad 2

Sodnd sil methyl-(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1-»4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl) - (1-»4) -
(2,3,6-tri-0O-sulfonato-f-D-glukopyranosyl) (1—»4)-(6-[6-(biotin-
amido)hexamido] -6-deoxy-2,3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl) -
(1»4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f3-D-glukopyranosyl)-(1-4)-[(2,3,6-
tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-0-(2,3,6-tri~-O-methyl-
ﬁ—Dglukopyranosyl)~(1—94)]3~(6—O—sulfonato—2,3—di—Omethyl—a-D—
glukopyranosyl) - (1—»4)-(2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyl-
uronovd kyselina)-(1-»4)-(2,3,6-tri-Osulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1-4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranosyluronovd Kkyselina)-

(1—94)~2,3,6-tri-O—sulfonato—a?D—glukopyranosidu

16,5 mg 6-(biotinamido)hexanocdtu se p¥idéd k roztoku 18 mg
(3,72 pmol) slouleniny 37 v 1,5 ml 0,5% roztoku hydrogen-
uhli&itanu sodného. Po 16 hodinadch michéni p¥i teploté mist-
nosti se reak&ni sm&s nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine a

eluuje se roztokem chloridu sodného.

Frakce obsahujici produkt se odpa¥i a odsoli se za pouZiti

stejné kolony za eluce vodou.
Po lyofilizaci se zisk& 17,9 mg sloueniny z pfikladu 2.
[]lp = +60° (c = 1,0, voda).

Hmota: metoda ESI, negativni méd: chemickd hmota = 5178,28;

experimentdlni hmota = 5176,3 * 0,77 a.m.u.
Pfiklad 3

Sodnd sl methyl-(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(l—94)—(2,3,6—tri—O—sulfonato—a—D—glukopyranosyl)(1—94)-
(2,3,6-tri-0O-sulfonato-f-D-glukopyranosyl) (1-»4)-(6-[6-(6-
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biotinamidohexamido)hexamido] -6-deoxy-2,3~di-O-methyl-a-D-
glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3,6-tro-O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(1-»4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D~glukopyranosyl)-(1—»4) -0~
(2,3,6-tri-O-methyl-f3-D-glukopyranosyl)-(1-»4)]s;-(6-O-sulfona-
to-2,3-di-0-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)~(2,3-di-O-methyl-
p-D-glukopyranosyluronovd kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfo-
nato-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3-di-O-methyl~-a-L-idopyrano-
syluronovd kyselina)-(1-»4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopy-

ranosidu

23,6 mg Sulfosukcinimidyl-6-(6-biotinamidohaxamido)hexanodtu
se pfridd k roztoku 17 mg (3,51 upumol) sloudeniny 37 v 1,4 ml

0,5% hydrogenuhlic¢itanu sodného.

Po 16 hodindch miché&ni pfi teploté mistnosti se reakéni smés
nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine a eluuje se chloridem

sodnym a odsoli se za pouZiti stejné kolony a eluce vodou.
Po lyofilizaci se ziskd 17,4 mg slouCeniny z prikladu 3.
[alp = +64° (¢ = 1,0, voda).

Hmota: methoda ESI, negativni méd: chemickd hmota = 5291,44;

experimentalni hmota = 5292,1 * 0,83 a.m.u.
Priklad 4

Sodnd sil methyl-(2-biotinamido-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-6-0-
sulfonato-a-D~-glukopyranosyl)-(1—-4)-(2,3-di-O-methyl-f-D-
glukopyranosyluronovd kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-
a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-
ldopyranosyluronovd kyselina)-(1-4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-

glukopyranosidu

Roztok 42 mg biotin-N-hydroxysukcinimidu v 750 upl N,N-dime-
thylformamidu se pfidéd k roztoku 21,2 mg (0,012 mmol) slouce-
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niny 44 v 750 upl 0,5% hydrogenuhli¢itanu sodného. Po 16 hodi-
nach michédni pri teplot& mistnosti se reakini smé&s nanese na

kolonu Sephadex® G-25 Fine.

Po eluci vodou a lyofilizaci se =ziskd 22,3 mg slouCeniny

z pitikladu 4.
[]p = +38° (c = 0,15, voda).

Hmota: methoda ESI, negativni méd: chemickad hmota = 1938,48;

experimentédlni hmota = 1937,48 % 0,11 a.m.u.
P¥iklad 5

Sodnd sil methyl-(2-[N-(6-biotinamidohexanoyl)]-2-deoxy-3,4-
di-O-methyl-6-0-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1-»4)-(2,3-di-0-
methyl-f-D-glukopyranosyluronovd kyselina)-(1—>4) (2,3,6-tri-0O-
sulfonato~a-D-glukopyranosyl)-(1—4) (2,3~-di-O-methyl-a-L-idopy-
ranosyluronovd kyselina)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glu-

kopyranosidu

Tato reakce se v kaZdém pfipadé provede dvakrat s 494,5 mg

sloueniny 44.

494,5 mg (0,289 mmol) sloucCeniny 44 se rozpusti v 116 ml 0, 5%

vodného roztoku hydrogenuhlic¢itanu sodného.

Potom se prikape roztok 1,46 g (2,63 mmol) sulfosukcinimidu 6-
biotinamidohexanodtu v 12 ml 0,5% roztoku hydrogenuhlicitanu
sodného. Po 16 hodinach michéni p¥i teploté mistnosti se pfida
1M vodny roztok hydroxidu sodného a smés se michd 1 hodinu.
Reak&ni smé&s se nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine (5 x 1

000 cm) a eluuje se chloridem sodnym.
Frakce obsahujici produkt pochézejici z obou reakci se spoji.

Po lyofilizaci se ziskd 999,2 mg slouCeniny z p¥ikladu 5.
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TLC: R¢ = 0,42, 3/5/1/3 objemové ethylacetdt/pyridin/kyselina

octova/voda.

Hmota: methoda ESI, negativni mdéd: chemickd hmota = 2051,64;

experimentdlni hmota: 2051,60 * 0,43 a.m.u.
Priklad 6

Sodnd sl methyl-(2-[6-(6-biotinamidohexamido)hexamido] -2~
deoxy-3,4-di-O-methyl-6-0O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—4) -
(2,3-di-0O-methyl-fi-D-glukopyranosyluronova kyselina)-(1—>4)-
(2,3, 6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl) - (1-+4)-(2,3-di~0~

methyl-a-L-idopyranosyluronovd kyselina)-(1—»4)-2,3,6-tri-0-

sulfonato-a-D-glukopyranosidu

30,1 mg (17,6 umol) slouleniny 44 se rozpusti v 7 ml 0,5%
vodného roztoku hydrogenuhliditanu sodného. Potom se prikape
roztok 118 mg (176 ul) sulfosukcinimidyl-6-(6-biotinamidohex-
amidu) v 1 ml 0,5% vodného roztoku hydrogenuhlic¢itanu sodného.
Po 16 hodindch michani p¥i teploté mistnosti se pfidd 1M vodny
roztok hydroxidu sodného a smés se michd 1 hodinu. ReakCni
sm&s se nanese na kolonu Sephadex® G-25 Fine (2 x 85 cm) a

eluuje se chloridem sodnym.

Frakce obsahujici produkt se spoji a odsoli se mna koloné

Sephadex® G-25 Fine (2 x 85 cm) za eluce vodou.
Po lyofilizaci se zisk& 26,5 mg sloueniny z pfikladu 6.

Hmota: methoda ESI, negativni mdéd: chemickd hmota = 2164,48;

experimentalni hmota: 2164,29 + 0,38 a.m.u.




71

PATENTOVE N AR OIK Y

1. Syntetické polysacharidy s antitrombotickou aktivitou a
jejich farmaceuticky pfijatelné soli obsahujici nejméné jednu

kovalentni vazbu s biotinem nebo derivadtem biotinu.

2. Polysacharidy podle naroku 1 obecného vzorce I

— R,
BN
/v 0 4~ Pe

(Rn

n
)

kde:

- kde vlnovka znamend vazbu umisténou bud pod nebo nad rovinu

pyranosového kruhu,

B R ]
0]
P&f\ 4
Ry n

Po znamend polysacharid obsahujici n stejnych nebo rtznych
monosacharidovych Jjednotek vézanych prostfednictvim svého

anomerniho atomu uhliku k Pe,

je schématické zndzornéni monosacharidové jednotky se struk-
turou pyranosy vybrané z hexos, pentos a odpovidajicich deoxy-

sacharidfa, kdy tato jednotka je vé&zanad prostfednictvim anomer-
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niho atomu uhliku k dal3i monosacharidové jednotce a hydroxy-

lové skupiny této jednotky Jjsou substituované stejnymi nebo

raznymi skupinami R;, kde R; je definovéana dale,

- Pe je pentasacharid se strukturou:

R.. R, R R, 00C_ R R SO
wzgiyw%“’ é;«\’ 0 °§\&R°
090 coo 0 Op 00 o)

/- /. I, R
3 503 SO, 4 2

SO

- h je rovno 1 nebo 2,
- n je celé &islo a miZe nabyvat hodnot 0 az 25,

- R; je mistek -T-Biot, alkoxyskupina obsahujici 1 aZ

uhliku nebo skupina -0SO0s7,

- R, je mistek -T-Biot, alkoxyskupina obsahujici 1 aZ

uhliku nebo skupina -0S0O;,

- R; je mistek -T-Biot nebo alkoxyskupina obsahujici

atomid uhliku,

- Ry je mlstek -T-Biot, alkoxyskupina obsahujici 1 az

uhliku nebo skupina -0S0s3” nebo jinak Ry tvofi mustek

(Pe)

6 atomu

6 atoml

6 atomi

-0-CH;—,

kde skupina -CH,- je véazand k atomu uhliku nesoucimu karboxylo-

vou funk&ni skupinu na stejném kruhu;

rozumi se, Ze nejméné jedna ze skupin Ri, Rz, Rs nebo Ry Je

skupina -T-Biot,
- W je atom kysliku nebo methylenova skupina,
- T je mastek vybrany ze skupiny, kterou tvoZi:

NH,




0O
NH
NH CH:L

nebo

9 H
N CHz}\
I o

kde j a k,

kterd mohou nabyvat hodnot 1 azZi 10;

- Biot je skupina:

73

-—-—C-(CH2)4

které Jjsou stejné nebo ruzné,

he

a jejich farmaceuticky prijatelné soli.

3. Polysacharidy podle kteréhokoli z nadrokd 1 a 2 vzorce I.1l:

kde:

3|

(1.1)

jsou celd ¢isla,
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R, vii R,
0 0 O
Rﬂ£< 'O./sl\ o -//\R 1 O’/
Ry, Ry, (R .
_ i —

znamend 2zv14a3tni skupinu polysacharidad Po, které jsou vazany

prostfednictvim svého anomerniho atomu uhliku k Pe, jak je

definovadno pro slouleniny vzorce I,

f/
(R h
je stejnd, jako je definovano pro slouleniny vzorce I,
- skupiny R; jsou stejné, jako bylo definovédno pro sloucCeniny
vzorce I a u stejného monosacharidu mohou byt stejné nebo
razné,

se opakuje m-krat, monosacharid

[In

[1+ se opakuje t-krat a monosacharid uvedeny v

monosacharid uvedeny v
uvedeny v [l se
opakuje p-krat,

- m je celé &islo pohybujici se mezi 1 aZ 5, t je celé cislo
pohybujici se mezi 0 aZ 24 a p Je celé ¢&islo pohybujici se

<

mezi 0 aZ 24, prilemZ se rozumi, Ze 1 m+ t +p <25

a jejich farmaceuticky pf¥ijatelné soli.

4. kde pouze jedna ze skupin Ry,

R2/

Polysacharidy podle né&roku 3,

R; nebo R, je mustek T-Biot, kde T a Biot Jjsou stejné, jako

bylo definovédno pro slouCeniny vzorce I.
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5. Hexasacharidy podle kteréhokoli =z narokl 1 aZ 4 obecného

vzorce I1.2:

S

(1.2)

kde:
- T je mistek vybrany ze skupiny, kterou tvofi:

NH,

0
NH
o]

nebo

H
N CH.‘}\
NH’/E\{CHj}‘\Tr/{ Kk ~NH
0 .

kde 3 a k, které jsou stejné nebo rGzné, jsou celd <cisla

pohybujici se mezi 1 aZ 10;

- Biot je skupina

—-—C—'(CH
O

e




° * e * - L] * - L]
76
- Pe je pentasacharid struktury:
m SO,\
3 0 0 R;
0 (Pe)
0 0 coo 0 °o R 0
SO,’ 4 2
kde:

- R; je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomd uhliku nebo

skupina -0S037,

- R, je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomd uhliku nebo

skupina -0S037,
- Rs; je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomt uhliku,

- Ry je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomd uhliku nebo sku-
pina -0S03;", nebo jinak R; tvofi mistek -0-CH;-, kde skupina
-CH,~ je véazand k atomu uhliku nesoucimu karboxylovou funkéni

skupinu na stejném kruhu,
- W je atom kysliku nebo methylenova skupina,
a jejich farmaceuticky p¥ijatelné soli.

6. Pentasacharidy podle kteréhokoli z nédrokt 1 a 2 obecného

vzorce I1.3:

so,

kde Ry, R;, Rs, Ry, a W jsou stejné, jako bylo definovano pro

sloudeniny vzorce I a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.
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7. Pentasacharidy podle néaroku 6, kde pouze Jjedna ze skupin Ri,
Rz, Rs nebo R; je mustek -T-Biot, kde T a Biot Jsou stejné,

jako bylo definovano pro slouceniny vzorce I.

8. Pentasacharidy podle kteréhokoli =z ndrokd 6 a 7 vzorce I.3

vzorce I.4:

Bht
SO,
R ‘00C R\
R, ‘o R 6 2 0 R
0 (1.4)
O 0 coo 0 Op 00 q o
so;” S0, A ?

kde:
- T je mistek vybrany ze skupiny, kterou tvorfi:

skupina NH,

0
NH
NH CH;L

nebo

H
N CHZ}\
NHJ\‘CHiL \ﬂ/[ K~NH
0

kde j a k, které jsou stejné nebo rltzné, Jjsou celd <cisla,

kterd mohou nabyvat hodnot mezi 1 aZ 10;

- Biot je skupina:



L]
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S
--""'C‘—-(CHZ)4

O
HN\WT/NH
O

- R; je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomld uhliku nebo

skupina -0S0;37,

- R, je alkoxyskupina obsahujici 1 aZz 6 atoml uhliku nebo

skupina -0S057,
- R3 je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atom uhliku,

- Ry je alkoxyskupina obsahujici 1 aZ 6 atomlt uhliku nebo sku-
pina -0S037, nebo jinak Rs tvo¥i mlstek -0-CH,;-, kde skupina
-CH;- Jje vazand k atomu uhliku nesoucimu karboxylovou funké&ni

skupinu na stejném kruhu,
- W je atom kysliku nebo methylenova skupina,
a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

9. Polysacharidy podle kteréhokoli z narokt 1 a 2 wvybrané ze

skupiny, kterou tvori:

- sodnad stl methyl-(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—>4)-
(2,3,6-tri-0O-sulfonato-f-D-glukopyranosyl)-(1—4) - (6-biotinami-
do~6-deoxy-2, 3-di-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-4)-(2,3, 6-
tri-O-methyl-B-D-glukopyranosyl)-(1—4)-[(2,3,6-tri-O-methyl-o-
D-glukopyranosyl)-(1—4) -0~ (2,3, 6-tri-O-methyl-B-D-glukopyra-
nosyl)-(1-4) )3~ (6-0-sulfonato-2, 3-di-0O-methyl-a-D-glukopyra-
nosyl)-(1—4)~(2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyluronovad kyse-
lina)-(1-4)-(2,3, 6-tri-0o-sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1-—4)-
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(2,3-di-O-methyl~-oa-L-idopyranosyluronova kyselina)-(1—4) -

2,3,6-tri-O-sulfonato-a~D-glukopyranosidu,

- sodnd sul methyl-(2,3,4,6-tetra-O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a~-D-glukopyranosyl)-(1-4) -
(2,3,6-tri-O-sulfonato-B~-D~glukopyranosyl)~(1—4)-(6-[6- (bio-
tinamido)hexamido]~6-deoxy~-2, 3-di-O-methyl-a~-D-glukopyrano-
syl)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-methyl-f-D-glukopyranosyl)-(1—4)~
[(2,3,6-tri~-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-0O-
methyl-B-D-glukopyranosyl)-(1—4) ]33~ (6-0O-sulfonato-2, 3-di-0O-
methyl-o-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2, 3-di-Omethyl-B-D-glukopy-
ranosyluronova kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glu-
kopyranosyl)-(1—4)~-(2,3-di-OC-methyl-oa-L-idopyranosyluronova

kyselina)~(1—4)-2,3, 6-tri~0O-sulfonato~-a-D-glukopyranosidu,

- sodna stl methyl-(2,3,4,6-tetra-0O-sulfonato-a-D-glukopyrano-
syl)=(1-—4)-(2,3,6~tri-0O-sulfonato-a~D-glukopyranosyl)—-(1—4) -
(2,3,6-tri-O-sulfonato-B~D-glukopyranosyl)-(1-—>4)-(6-[6- (6~
biotanamidohexamido)hexamido]-6-deoxy~-2, 3-di-O-methyl-a-D-
glukopyranosyl)=-(1—4)~- (2,3, 6-tri-0O-methyl-f-D-glukopyranosyl) -
(154)-[(2,3,6-tri-O-methyl-a-D-glukopyranosyl)-(1-—>4)-0-
(2,3,6-tri-O-methyl-p-D-glukopyranosyl)-(1—4) 13- (6-O-sulfona-
to-2,3-di-0O-methyl-a-D-glukopyranosyl) (1—4)-(2,3-di-O-methyl-
B-D-glukopyranosyluronova kyselina)-(1-»4)-(2,3,6-tri-0O-sulfo~-
nato-o-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyrano-
syluronovd kyselina)-(1—4)-2,3,6-tri-0O-sulfonato-a-D-glukopy-

ranosidu,

- sodnad sl methyl-(2-biotinamido-2-deoxy-3,4-di-O-methyl-6-0-
sulfonato-o-D-glukopyranosyl)-=(1-4)-(2,3-di-O-methyl-B-D-glu~

kopyranosyluronovd kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-sulfonato-o-D-
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glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3-di-O-methyl-a-L-idopyranosyluronova

kyselina)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a-D-glukopyranosidu,

- sodnd s0l methyl-(2-[6-(6-biotinamidohexanoyl) ]-2-deoxy-3,4-
di-O-methyl-6-0-sulfonato-a-D~glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3-di-0~
methyl-f-D-glukopyranosyluronova kyselina)-(1—4)-(2,3,6-tri-0O-
sulfonato-a-D-glukopyranosyl)-(1—->4)-(2,3-di-O-methyl-o-L-

idopyranosyluronova kyselina)-(1-4)-2,3,6-tri-O-sulfonato-a~D-

glukopyranosidu,

- sodnd sUl methyl-(2-[6-(6-biotinamidohexamido)hexamido]-2de~
0xy-3,4-di-O-methyl-6-0O-sulfonato-a-D-glukopyranosyl) - (1—4) -

(2,3-di-O-methyl-f-D-glukopyranosyluronova kyselina)-{1—4)-
(2,3,6-tri-O-sulfonato~a-D-glukopyranosyl)-(1—4)-(2,3-di-O-me-
thyl-a-L-idopyranosyluronovad kyselina)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sul-

fonato-oa-D-glukopyranosidu.

10. Farmaceutickéa kompozice, vyznacujici S e
tim, Ze obsahuje Jjako aktivni 1l&dtku polysacharid podle
kteréhokoli =z naroka 1 aZ 9, popfipadé v kombinaci s jednou

nebo vice inertnimi a vhodnymi p¥isadami.

11. Pouziti farmaceutické kompozice podle néaroku 10 p¥i léceni
onemocnéni vznikajicich jako disledek homeostédzy koagulac&niho
systému vyskytujici se pfi onemocnénich kardiovaskularniho
systému a cerebrovaskuldrniho systému, Jako Jsou trombo-
embolickd onemocnéni souvisejici s atherosklerdézou a diabetem,
napfiklad nestabilni angina, apoplexie, restendéza po angio-
plastice, endarterektémie nebo vloZeni endovaskuldrni protézy;
nebo tromboembolickd onemocnéni souvisejici s retrombbzou po
trombolyze, s infarktem, s demenci ischemického plvodu, s one-
mocnénimi perifernich arterii, s hemodialyzou nebo s auriku-
larni fibrilaci, p¥i pouZiti cévnich protéz prfi aortokoro-

nadrnim bypassu, p¥i 1éc¢eni nebo prevenci tromboembolickych
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onemocnéni Zilniho puvodu, jako Jje plicni embolie, p¥fi léceni
nebo prevenci trombotickych komplikaci vyskytujicich se po
chirurgickych operacich, ruastu nddorl nebo poruchach koagulace

vyvolanych bakteriemi, virovymi nebo enzymatickymi aktivéatory.

12. PouZiti polysacharidu podle kteréhokoli =z narokd 1 aZ 9

pro potaZeni protéz.

13. PouZiti polysacharidu podle kteréhokoli z néroktt 1 aZ 9
jako adjuvantu p¥i endarterektomii provadéné pomoci poréznich

baldénkl.

14. Zpusob pouZiti avidinu nebo streptavidinu, vy znacu-
3 ici s e tim, Ze umoZnuje neutralizovat polysacharidy

podle kteréhokoli z néaroku 1 aZ 9.

15. PouZiti avidinu nebo streptavidinu pfi pfipravé 1éc¢iv
urenych pro neutralizaci polysacharidi podle kteréhokoli

z narokt 1 azZ 9.
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