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Nazev prihlasky vynalezu:
Di- a trivalentni malé molekuly selektino-
vych inhibitord

Anotace:

Sloudeniny podle vzorce /II/, kde vyznam
jednotlivych symboli je uveden v popisu,
inhibujici vazbu E-selektinu, P-selektinu
nebo L-selektinu k sialyl-Lewis™ a sialyl-Le-
wis? pfitomnym na povrchu uréitych bilych
krvinek. Latky mohou byt souc¢asti farmace-
uticky uéinnych kompozic, vyuZitelnych pii
terapii chorob 1é¢enych inhibici selektinové
vazby k sialyl-Lewis™.



Di- a trivalentni malé molekuly selektinovych inhibitora

Oblast techniky

PredloZzeny vynalez se tyka slouéenin, které inhibuji
vazbu E-selektinu, P-selektinu nebo L-selektinu k
sialyl-Lewis* a sialyl-Lewis2 a zpisobl inhibice vazby
E-selektinu, P-selektinu nebo L-selektinu k sialyl-LewisX nebo
sialyl-Lewisa za pouziti uvedenych sloucéenin. PredloZeny
vynadlez se také tyka farmaceuticky Géinnych kompozic,
obsahujicich sloué&eniny, které inhibuji vazbu E, P nebo

L-selektinu k sialyl-Lewis* nebo sialyl-Lewis2,

Dosavadni stav techniky

E-selektin, ktery byl také nazvan ELAM~1 pro
endothelidlni leukocytovou adhezi molekuly—-! a LECAM-2 pro
lektinovou adhezi molekuly, je glykoprotein, ktery se nachazi
na povrchu endothelidlnich bunék, bunék, které vystylaji
vnitfni sténu kapilar. E-selektin rozpoznidvi a viZe se ke
karbohydratu sialyl-Lewisx (sLex), ktery je prfitomen na
povrchu uréitych bilych krvinek. E-selektin napomadha bilym
krvinkam rozpoznavat a adherovat ke kapilarni sténé v
plochach, kde tkan, obklopujici kapilaru byla infikovana nebo
posdkozena. E-selektin je jednim ze tfi nyni znadmych selektina.
Dal3i dva jsou L-selektin a P-selektin. P-selektin je
exprivovan v zaniceném endotheliu a destidkach a ma veétsi
strukturni podobnost k E-selektinu a muZe také rozpoznavat
sialyl-Lewisx. L-selektin je exprivovan na leukocytech a také
ma vétsi strukturni podobnost k P- a E-selektinu. Struktura
sialyl-Lewisx a sialyl~Lewis2 (sLe3) je znAzornéna vzorci I, a
Ip dale:
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JestliZe tkan byla napadena mikroorganismem nebo byla
podkozena, bilé krvinky, nazyvané také leukocyty, hraji hlavni
roli v zanétlivé odezvé. Jeden z nejdulezitéjsich aspektu
zanétlivé odezvy zahrnuje prihodu bundéné adheze. Obecné jsou
bilé krvinky nalézadny v krevnim obdhu. Nicméné jestliZe je
tkan infikovdna nebo poskozena, musi byt bilé krvinky schopny
rozpoznavat napadenou nebo podkozenou tkaft a byt schopny se
vazat ke sténé kapilary blizko poskozené tkané a difundovat
kapiladrou do postiZené tkané. E-selektin napomdhd dvéma
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jednotlivym typam bilych krvinek rozpoznavat postiZend mista a
vazat se ke kapilarni sténé tak, Ze tyto bilé krvinky mohou
difundovat do postiZené tkané.

Existuji tfi hlavni typy bilych krvinek: granulocyty,
monocyty a lymfocyty. Z téchto kategorii E-selektin rozpoznava
sLex pritomny jako glykoprotein nebo glykolipid na povrchu
monocytd a neutrofila. Neutrofily jsou podtfidou granulocytu,
které pohlcuji a rozkladaji malé organismy, zejména bakterie.
Monocyty, po opu3téni krevniho proudu sténou kapilary, zraji
na makrofagy, které pohlcuji a 3tépi invadujici

mikroorganismy, cizi télesa a starnouci buinky.

Monocyty a neutrofily jsou schopny rozpoznavat misto, kde
byla tkan poskozena, vazbou k E-selektinu, ktery je produkovan
na povrchu endothelialnich bunék, vystylajicich kapilary,
jestlize tkan, obklopujici kapilaru byla infikovadna nebo
poidkozena. Typicky, produkce E-selektinu a P-selektinu je
zvysena, jestliZe je tkan sousedici s kapiléarou
podkozena. P-selektin je pritomen v podstaté v zadsobnich
granulich, ze kterych maZe byt rychle mobilizovan k buné&énému
povrchu po té, co endothelium bylo aktivovano. Naopak
E~selektin vyzaduje de novo RNA a proteinovou syntézu a pikové
exprese se dosidhne asi 4 az 6 hodin po aktivaci a klesé na
zdkladni hladiny po asi 24 a? 48 hodinach. Bilé krvinky
rozpoznavaji postiZené plochy, protoZe slex skupiny pritomné
na povrchu bilych krvinek se vaZou k E-selektinu a
P-selektinu. Tato vazba zpomaluje rychlost cirkulace bilych
krvinek v krevnim proudu, protoZe pusobi rolovani leukocytd
podél aktivovaného endothelia pred integrinem zprostrfedkovanym
pripojenim a migraci a napomah4a lokalizovat bilé krvinky v
pPlochédch poskozeni nebo infekce.




Zatimco migrace bilych krvinek na misto poskozeni
napomaha potirani infekce a rozloZeni ciziho materialu,
akumulace prebytedného podtu bilych krvinek maZe zplusobit
rozs4dhlé poskozeni tkané. Slouéeniny schopné blokovat tento
proces mohou proto byt pfinosem jako terapeutick4 ¢inidla.
Bylo by tedy vhodné vyvinout inhibitory, které by mohly branit
inhibici vazby bilych krvinek k E-selektinu nebo P-selektinu.
Napriklad néketré z chorob, které mohou byt lécéeny inhibici
selektinové vazby k slex zahrnuji, ale nejsou tak omezeny,
ARDS, Crohnovu chorobu, septicky Sok, traumaticky 3ok,
multiorganové selhani, autoimunitni choroby, astma, zanétlivou
stfevni chorobu, lupénku, revmatoidni artritidu a reperfuzni
poskozeni, které se objevuje po srdeénich atacich, mrtvicich
a organovych transplantdtech. Navic bylo zji3téno u nékterych
bilych krvinek, slea, Ze se blizce pfibuzny regiochemicky
isomer sleX, nachidzi na raznych rakovinovych bunkéach,
zahrnujicich plicni a stfevni rakovinové bunky. Bylo
naznadeno, Z?e bundénid adheze, zahrnujici sLe2 miZe byt

zahrnuta v metastazach urc¢itych rakovin.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynadlez poskytuje sloucdeniny, majici dale

uvedeny obecny vzorec II
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kde X je vybran ze skupiny, zahrnujici

-CN, -(CH2)anCO2H, —-(CH2),CONHOH, ~O(CH:)sCO2H,

-0-(CH2) «CONHOH, -(CH2)naCONHNH2z, ~(CH2)aCOZ, -(CH2)nZ,
~CH(CO2H) (CH2) uCO2H, —(CH2)a0O(CH2)aCO2H, —CONH(CH:2)aCO2H,
-CH(0Z) (CO2H), -CH(Z) (CO2H), —-(CH2)nSO3H, -(CH2)aPO3D1D2,
-~NH(CH2)aCO2H, -CONH(CHR3)CO2H, (l-H-tetrazolyl-5-alkyl-) a
-OH;

Pro divalentni struktury je Y —-(CH2)¢—,
-CO(CH2) tCO-, —(CH2)¢O(CH2)¢t~, —-CO(CH2)fO(CH2) ¢CO~-
-(CH2) tS(0O)b(CH2) £S(O) b (CH2) 5—,
—CO(CH2)gS(0)b(CH2) £S(O)b(CH2) gCO~, —-(CH2)tV(CH2)f-
—~(CH2) tCOVCO(CH2)t—, —-CO(CH2) ¢tCOVCO(CH2) ¢tCO~,
~CO(CH2) tV(CH2) fCO~, ~CONH(CH2) fNHCO-, -CO(CH2) ¢W(CH2) ¢CO~,
—((CH2) tWSW(CH2) ¢~,
—(CH2) tCONH(CH2) fNHCO(CH2) f~, —(CH2)¢COW(CH2) fWCO(CH2) ¢ nebo
—CH2 (CH2) tW(CH2) ¢CH2—-, kde V je -N[(CH2)q)l2N- a q je nezavisle
2 a2z 4 a W je aryl nebo heteroaryl;




pro trivalentni struktury je Y
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a T je vybran ze skupiny, zahrnujici -(CH2)¢~. -CO(CH2) £,

~(CH2)gS(0O)b(CH2)t— a —CO(CH2)¢S(0)b(CH2)t~, kde karbonylova
skupina je umisténa ve styku s bifenylovou jednotkou;

R1 a R2 jsou nezavisle vybrany ze skupiny, zahrnujici
vodik, alkyl, halogen, —-0Z, -NO2, —(CH2)aCO2H, -NH2 a -NHZ;

R3 je vybran ze skupiny, zahrnujici vodik, alkyl,
aralkyl, hydroxyalkyl, aminoalkyl, alkylkarboxylovou kyselinu
a alkylkarboxamid;

f je 1l az 16, g je 0 az 6, n je 0 az 6, m je 1 aZ 6, p
je 0 a2z 6, b je 0 az 2, 7 je alkyl, aryl nebo aralkyl, Di a D2
nezavisle znamenaji vodik nebo alkyl, a jejich farmaceuticky

prijatelné soli, estery, amidy a prolécéiva.

Zejména poskytuje tento vynalez slouéeniny vzorce III:




kde X je —-COOH, —(CH2)nCOOH nebo —O(CH2)aCOOH a Y je
-(CH2)n-, -(CH2)nW(CH2)n—-, -(CH2)naWOW(CH2)n-
~(CH2)nS(CH2)nS(CH2)n—, —-CO(CH2)nCO-, nebo
—(CH2) nCOW(CH2) nWCO(CH2) n- kde W a n jsou definovany vyse.

Zv1iasté vyhodné sloudeniny zahrnuji:
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Vynalez také poskytuje farmaceutické kompozice obsahujici
sloudeninu vzorce II nebo vzorce III a farmaceuticky
prijatelny nosig.

Vynalez dale poskytuje zpasob inhibice vazby E-selektinu,
P-selektinu, nebo L-selektinu k sLeX nebo k sLe2 zahrnujici
stupent ve kterém se pacientovi podava G&inné mnoZstvi
sloudeniny majici strukturu podle vzorce II nebo III puisobici
inhibici vazby E-, P- nebo L- selektinu k sLeX nebo slea nebo
farmaceuticky uéinné kompozice obsahujici slouéeninu vzorce II

nebo JIII a farmaceuticky prijatelny nosié.

Sloudeniny podle vynalezu lze pouzit ve zpusobech 1é&by
chorob jako je ARDS, Crohnova choroba,‘septicky 50k,
traumaticky Sok, viceorganové selhani, autoimunitni choroby,
asthma, za&né&tliva choroba strev, psoriasa, revmatoidni

artritida, reperfuzni poruchy, které se objevuji u srdeénich




pifipada, mrtvic, trasplantaci orgdnd a rakoviny, ktera
zahrnuji podani terapeuticky d&¢inného mnoZstvi slouceniny
majici vzorec II nebo III 2ivocichovi, ktery potrebuje tuto
1é&bu pro snizeni symptomi uvedenych chorob.

Bylo zjisténo, Ze sloucdeniny vzorce (II) znadzornéné vyse
pusobi inhibici vazby E-, P- nebo L-selektinu k SLeX nebo
SLea.

V podaném textu vyraz "alkyl" znameni monovalentni
skupinu s primym nebo rozvétvenym retézcem o 1 aZ 12 atomech
uhliku zahrnujici ale neomezené pouze na né methyl, ethyl,
n-propyl, isopropyl, n-butyl, sek-butyl, isobutyl, terc.butyl,
a podobné.

Vyraz nizsi alkyl" znamenia alkylovou skupinu o jednom

a? Sesti atomech uhliku.

Vyraz "halogen" znamenid néktery atom vybrany ze

skupiny zahrnujici chlor, fluor, brom a jod.

Vyraz "alkoxy" znamena alkylovou skupinu pfipojenou k
molekule pres atom kysliku zahrnujici ale neomezenou jenom na
né methoxy, ethoxy, isopropoxy, n-butoxy, sek-butoxy,

isobutoxy, terc.butoxy a podobné.

Vyraz "alkylamino" znamena skupiny majici strukturu
~NH-(alkyl), nebo -N~(alkyl):2 zahrnujici naptfiklad skupiny

jako methylamino, ethylamino, isopropylamino a podobné.

Vyraz "aryl" znamena karbocyklické aromatické skupiny
zahrnujici ale neomezené pouze na né fenyl, 1- nebo 2-naftyl,
fluorenyl, (1,2)-dihydronaftyl, indenyl, indanyl, thienyl,




benzothienyl, thienopyridyl a podobnsé.

Vyraz "aralkyl" (také oznadovany arylalkyl) znamena
arylovou skupinu pripojenou k alkylové skupiné zahrnujici ale
neomezené pouze na né benzyl, 1- a 2-naftylmethyl, halobenzyl,
alkoxybenzyl, hydroxybenzyl, aminobenzyl, nitrobenzyl,
guanidinobenzyl, fluorenylmethyl, fenylmethyl(benzyl),
{-fenylethyl, 2-fenylethyl, 1-naftylethyl a podobné.

Vyraz "hydroxyalkyl" znamenid -OH skupinu pripojenou k
alkylové skupiné.

Vyraz "aminoalkyl" znameni skupinu majici strukturu
~NRxRy pripojenou k alkylové skupiné. Skupiny Rx a Ry jsou
nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici napriklad vodik, alkyl

a aryl.

Vyraz "alkylkarboxylova kyselina" zahrnuje karboxylovou
skupinu (-CO2H) pripojenou k alkylové skuping.

Vyraz "alkylkarboxamid" znamena skupinu majici vzorec
~CONRxRy kterd je prfipojena k alkylové skupiné, kde Rx a Ry

isou definovany vyse u definice aminoalkylu.

Vyraz "farmaceuticky prijatelné soli, estery, amidy a
proléc¢iva" pouzity v tomto textu se tykad téch karboxylatovych
soli, aminokyselinovych adiénich soli, amidu a prolédiv
sloudenin podle vyndlezu které jsou v mezich podle lékarského
posouzeni vhodné pro pouZiti pro styk s tkanémi pacientu a
jsou netoxické, nedrazdi a nepasobi alergické reakce a podobné
pri soucéasném posouzeni stupné prospé&ch/riziko a uéinnosti pro
zamy3leny téel, rovnéZ jako amfoternich forem sloudenin

podle vynadlezu. Vyraz "soli" se tyka relativné netoxickych
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adiénich soli sloudenin podle vynadlezu s anorganickymi a
organickymi kyselinami. Tyto soli mohou byt pripraveny in situ
b&hem koneéné izolace a ¢i3téni sloudenin nebo mohou byt
pripraveny oddélené reakci precisténych sloudenin v jejich
volné formé s vhodnou organickou nebo anorganickou kyselinou
nebo bazi a vznikla sul se izoluje. Reprezentativni soli
zahrnuji soli jako je bromovodikova, chlorovodikova, siranova,
hydrogensiranova, dusiénanova, octanova, sfavelanova,
valeratova, oleatova, palmitatova, stearatova, lauratova,
boratova, mléénanova, fosforednanova, tosylatova, citratovi,
maleatova, fumaratova, jantaratova, vinanova, naftylatova,
mesylatova, glukoheptanatova, laktobionatova,
laurylsulfonatova stil a podobné. Tyto soli mohou také
obsahovat kationty na bazi alkalickych kovld a kova alkalickych
zemin jako je sodik, lithium, draslik, vapnik, horéik a
podobné, rovné? jako netoxické kationty amonia, kvarterniho
amonia a amint, které zahrnuji, ale nejsou na né omezeny
amonium, tetramethylamonium, tetraethylamonium, methylamin,
dimethylamin, trimethylamin, triethylamin, ethylamin a
podobné. (Viz napriklad prace S.M.Berge a sp.,

"Pharmaceutical Salts" J.Pharm.Sci., 66:1-19 (1977), ktera je

do tohoto textu vélenéna pro uplnost odkazem.)

Priklady farmaceuticky prijatelnych, netoxickych esteru
slouéenin podle vynadlezu zahrnuji Ci a? Cs alkylestery ve
kterych alkylova skupina ma primy nebo rozvétveny retézec.
Pfijatelné estery také zahrnuji Cs a2 C7 cykloalkylestery a
rovné? arylalkylestery jako je benzyl, nejsou viak omezeny
pouze na néj. Vvhodné jsou Ci az Cs alkylestery. Estery

sloué¢enin podle vynalezu lze pripravit obvyklymi zpisoby.

Priklady farmaceuticky prijatelnych, netoxickych amidu

slougdenin podle vynalezu zahrnuji amidy odvozené od amonia,




primadrnich C1 aZ Ce¢ alkylamind a sekundadrnich Ci1 aZ Cs
dialkylamind, kde alkylové skupiny maji primy nebo rozvétveny
retézec. V pripadé sekundarnich amind amin maZe také byt ve
formé& S nebo 6 ¢lenného heterocyklu obsahujiciho jeden atom
dusiku. Vyhodné jsou amidy odvozené od amonia, primarni Ci az
C3 alkylamidy a sekundarni Ci aZ C2 dialkylamidy. Amidy

sloudenin podle vynadlezu lze pripravit obvyklymi zpusoby.

Vyraz "proléé&ivo" se tyka sloudenin, které jsou rychle in
vivo transformovany na matefskou sloué¢eninu vyse uvedeného
vzorce napriklad hydrolyzou v krvi. Podrobni diskuze k této
tématice je uvedena v pracech T.Higuchi a V.Stella "Pro-drugs
as Novel Delivery Systems" Vol.14 A.C.S.Symposium Series a
Bioreversible Carriers in Drug Design, ed.Edward B.Roche,
American Pharmaceutical Association and Pergamon Press, 1987,
které jsou obé vélenény do tohoto textu odkazem.

Vynidlez také poskytuje farmaceuticky uéinné kompozice
obsahujici sloudeniny podle vynalezu. Predpokladid se, Ze tyto
farmaceuticky G¢inné kompozice mohou obsahovat slouéeninu
podle vynalezu a dalsi slouéeninx které inhibuji nebo
konkuruji vazbé E-selektinu nebo P-selektinu k sLex nebo slea

véetnéd slLex a sLe2 samotnych.

Farmaceuticky Gé¢inné kompozice podle vynadlezu obsahuji

fyziologicky nosié& a slouédeninu podle vzorct II nebo III.

Farmaceutické kompozice podle vynadlezu mohou obsahovat
jednu nebo vice sloudenin majicich vyse uvedené struktury II
nebo IIl zpracované spoleé¢né& s jednim nebo vice netoxickymi,
fyziologicky prijatelnymi nosié¢i, pomocnymi latkami nebo
vehikuly, které jsou v tomto textu souhrnné oznadovany jako

nosice, urdené pro parenterdlni injekce, pro oralni podani
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v pevné nebo tekuté formé, pro rektidlni nebo topické podani

a podobné.

Tyto kompozice mohou byt podidvany lidem a Zivo&ichum bud
oralné, rektalné, parenteralnéd (intravenosné, intramuskularné
nebo subkutanné), intracisterndlné, intravaginalng,
intraperitonealné, lokalné (prasky, masti nebo kapky), nebo

bukalné nebo inhalaci (za rozprad3eni nebo jako nosni spreje).

Kompozice vhodné pro parenteralni injekci mohou obsahovat
fyziologicky prijatelné sterilni vodné nebo nevodné roztoky,
diperze, suspenze nebo emulze a sterilni pra3ky uréené pro
rekonstituci na sterilni injekéni roztoky nebo disperze.
Priklady vhodnych vodnych a nevodnych nosiéa, redidel,
rozpou3tédel nebo vehikuli zahrnuji vodu, ethanol, polyol
(propylenglykol, polyethylenglykol, glycerin a podobng),
jejich vhodné smési, rostlinné oleje (jako je olivovy nebo
"cannola"” olej) a organické estery které lze injekéné
aplikovat jako je ethyloleat. Spravnou tekutost lze zajistit
napfiklad pouzitim povlaku jako je lecithinovy, zajiiténim
poZadované velikosti &4stic v pripadé disperzi a pouzitim
povrchové aktivnich latek.

Tyto kompozice mohou také obsahovat pomocné l14atky jako
jsou konzervaéni prostredky, smac¢ivé prostsedky, emulgatory a
dispergaéni prostredky. Prevenci pred pGsobenim mikroorganisma
lze zajistit raznymi antibakteridlnimi a proplistovymi
prostfedky jako jsou napriklad parabeny, chlorbutanol, fenol,
kyselina sorbovd a podobné. Také mazZe byt 24douci obsah
isotonisujicich prisad, napriklad cukru, chloridu sodného a
podobné. Protrahovanou absorpci injekéni farmaceutické formy
lze zajistit pouzitim prostrfedkd zpoz2dujicich absorpci

napriklad monostearanu hlinitého a Zelatiny.




Je-11 to 2zadouci, a pro u&innéjsi distribuci, lze uvedené
sloudeniny vélenit do transportnich systémi s pomalym nebo
¢dasové zAavislym nebo cilenym uvoliiovanim, jako jsou polymerové
matrice, liposomy a mikrosféry. Ty mohou byt sterilizovany
napriklad pres mikrobialni filtr nebo vé&lenénim sterilizaénich
prostrfedkd ve sterilni vodé nebo néjakém jiném sterilnim

injektovatelném médiu bezprostfedné prfed pouzitim.

Pevné davkové formy pro oralni podavani zahrnuji tobofﬂg,
tablety, pilulky, prasky a granule. V téchto pevnych davkovych
formdch se ud¢innid sloudenina nebo prolééivo ve formé esteru
smisi s nejméné jednou obvyklou prfisadou (nebo nosiéem) jako je
citrat sodny nebo hydrogenfosforeénan vapenaty nebo (a) plnivy
nebo tedidly jako jsou napriklad 35kroby, laktosa, sacharosa,
glukosa, manitol a kyselina kremiéita, (b) pojivy, jako
napriklad karboxymethylcelulosa, alginaty, Zelatina,
polyvinylpyrrolidon, sacharosa a akaciova klovatina, (c)
zvihéujici prostrfedky jako naprfiklad glycerin, (d) latky
usnadiiujici rozpad jak napriklad agar—agar, uhlid¢itan
vidpenaty, bramborovy nebo tapiokovy skrob, kyselina alginova,
urc¢ité komplexy silikatd a uhliéditanu sodného, (e) retardéry
rozpousténi jako napriklad parafin, (f) urychlovacde absorpce
jako naprfiklad kvarterni{i amoniové sloudeniny, (g) smacéeci
prostredky jako napriklad cetylalkohol a glycerinmonostearat,
(h) adsorbenty jako napriklad kaolin a bentonit, a (i) kluzné
1Atky jako napriklad talek, stearan vapenaty, stearan
horfednaty, pevné polyethylenglykoly, laurylsiran sodny nebo
jejich smési. V pripadé tobolek, tablet a pilulek tyto davkové

formy mohou také obsahovat pufrovaci prostredky.

Pevné kompozice podobného typu mohou byt pouzity jako
naplné mékkych nebo tvrdych Zelatinovych tobolek za pouziti
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pifisad jako je laktosa nebo mlé&ny cukr a rovnéz jako

vysokomolekularni polyethylenglykoly a podobné.

Pevné davkové formy jako jsou tablety, drazé, tobolky,
pilulky a granule mohou byt prfipraveny s potahy a obaly jako
jsou enterosolventni potahy a jiné v oboru dobfe znamé. Mohou
také obsahovat prostredky nepropoustéjici zarfeni a mohou to
také byt kompozice ze kterych se uvoliuje Géinni slouéenina
nebo slouéeniny aZ v urdité &a4sti intestindlniho traktu v
prodlouzené dobé. Prikladem takto formulovanych kompozic které

1ze pouzit jsou kompozice z polymernich substanci a vosku.

Ué¢inné sloudeniny mohou také byt je—-1i to Zadouci v
mikrozapouzdrené formé s jednou nebo s vice vyse uvedenymi

prisadami.

Tekuté davkové formy pro oralni podani zahrnuji
farmaceuticky pfijatelné emulze, roztoky, suspenze, sirupy a
tinktury. Kromé uGéinnych sloué&enin mohou tekuté davkové formy
obsahovat inertni fedidla bé&Z né pouZivana v oboru jako je voda
nebo jina rozpoustédla, prostrfedky usnadinujici rozpustnost a
emulgidtory jako napriklad ethylalkohol, isopropylalkohol,
ethylkarbonat, ethylacetat, benzylalkohol, benzylbenzoat,
propylenglykol, 1,3-butylenglykol, dimethylformamid, oleje
zejména bavinikovy olej, arasidovy olej, klidkovy olej,
olivovy olej, "cannola" olej, ricinovy olej a sesamovy olej,
glycerin, tetrahydrofurfurylalkohol, polyethylenglykoly a
estery mastnych kyselin sorbitanu nebo smési téchto substanci
a podobnsg.

Kromé téchto inertnich fedidel mohou tyto kompozice také
obsahovat pomocné 1l4tky jako jsou smadeci prostredky,

emulgaéni suspendaéni prostiredky, sladidla, a chutovad a &ichova
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korigencia.

Suspenze mohou obsahovat kromé udinnych sloudenin
suspendadni prostredky, naprfiklad ethoxylované
isostearylalkoholy, polyoxyethylensorbitol a estery sorbitanu,
mikrokrystalickou celulosu, metahydroxid hlinity, agar—agar,

tragant nebo smési téchto substanci a podobné.

Kompozice pro rektalni podani jsou vyhodné &ipky, které
mohou byt prfipraveny smisenim sloudenin podle vynadlezu s
vhodnymi nedra?divymi prisadami nebo nosiéi jako je kakaové
madslo, polyethylenglykol nebo &ipkovy vosk, které jsou za
obydejné teploty v pevném stavu ale tekuté pri télesné teploté
a proto v dutiné rektalni nebo vaginadlni taji a uvolnuji
G¢innou slozku.

Davkové formy pro topické podani slouceniny podle
vynalezu zahrnuji masti, prasky, spreje a inhalaé&ni formy.

U¢innd sloZka se smisi za sterilnich podminek s
fyziologicky prijatelnym nosidem a nékterymi konzervacénimi
latkami, pufry nebo hnacimi plyny podle potreby. V rozsahu
tohoto vyndlezu se predpokladaji i oftalmologické pripravky,
jako jsou oéni masti, suspenze, pra3ky a roztoky.

Slouc¢eniny podle vynadlezu lze podavat také ve formé
liposomad. Jak je v oboru znadmo, liposomy jsou obecné odvozeny
od fosfolipida nebo jinych lipidovych substanci. Liposomy jsou
tvorfeny mono- nebo multilamelArnimi hydratovanymi tekutymi
krystaly které jsou dispergovany ve vodném médiu.Lze pouzit
jakykoli netoxicky, fyziologicky prijatelny a
metabolizovatelny lipid schopny vytvorit liposomy. Predkladané

kompozice v liposomové formé mohou obsahovat kromé inhibitoru
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vazby selektinu podle vynadlezu také stabilizatory, konzervaéni
prostredky, prisady a podobné. Vyhodnymi lipidy jsou
fosfolipidy a fosfatidylcholiny (lecithiny) a to jak prirodni
tak syntetické. Zpusoby tvorby liposomi jsou v oboru dobre

ZNnamy .

Skuteéné davkové hladiny G&inné sloZky v kompozicich
podle vynalezu mohou byt ruzné, tak aby se docililo obsahu
u¢inné slozky efektivniho k dosaZeni terapeutické odezvy u
konkrétni kompozice a zpisobu podani. Zvolena davkova hladina
proto zAvisi na poZadovaném terapeutickém G&inku, na zpusobu

podani, na poZzadované dobé 1é&by a na dalsich faktorech.

Celkova denni davka sloudéenin podle vyndlezu podavani
prijemci v jedné nebo v rozdé&lenych davkach miZe byt v rozmezi
asi 0,3 mg aZ? asi 50 mg na kilogram télesné hmotnosti. Davkova
jednotka kompozic miZe tedy obsahovat subndsobek téchto davek
umoZnujicich dosaZeni dennich davek. Je trfeba chapat, Ze
specificka hladina davek pro konkrétniho pacienta at jiz
¢lovéka nebo jiného Zivo&icha, bude zaviset na ruaznych
faktorech zahrnujicich télesnou hmotnost, v3eobecny zdravotni
stav, pohlavi, dietu, dobu a zpusob podavani, rychlost
absorpce a vyludovani, kombinaci s dalsimi 1é&ivy a stupen
choroby, kterd bude lécena.

Zejména lze slouédeniny podle vynalezu pouZzit k 1éc&eni
riznych chorob souvisejicich se k zanéty a s rozpoznavanim a
s adhezi bunka-burika. Napriklad sloudeniny podle vynidlezu
lze podavat pacientovi k 1é&eni septického 3oku, chronickych
zadnétlivych chorob jako je psoriasa a revmatoidni artritida, a
reperfuznich poskozeni tkani, kterd se objevuji po srdeénich
infarktech, mrtvicich a transplantacich organa,

multiorganového selhani, autoimunitnich chorob, astma, a




zAnétlivého onemocnéni strfev. V kaZdém pripadé udinné mnoZstvi
sloudenin podle vyndlezu se podavad bud samotné nebo ve formé
farmaceuticky u¢inné kompozice pacientov% ktery potrebuje tuto
1éébu. Také se pripousti, Z2e lze podavat kombinaci téchto
slougdenin pacientovi, ktery potrebuje toto podavadni. Slouceniny
podle vynalezu mohou také byt podavany k 1é&eni dalsich chorob
souvisejicich s adhezi bunka-bunka adhezi. JelikoZ slouéeniny
podle vynalezu inhibuji vazbu E-selektinu nebo P-selektinu k
sLeX nebo sle2, lze potencialné& 1ééit jakoukoliv nemoc
souvisejici s touto interakci inhibici této vazebné

interakce.

Kromé& toho jak bylo zjisténo na uré&itych bilych
krvinkach, sLe2 se nachazi na raznych rakovinovych buiikach
zahrnujicich burtiky z plic a z tlustého strfeva. Predpoklada
se, Z?e bunééni adheze zahrnujici slea maZe souviset s
metastizami urcé¢itych druhd rakoviny a Ze inhibitory vazby slea

mohou byt vhodné pri 1édeni té&chto typu rakoviny.

Mnoho sloudenin podle vyndlezu lze syntetizovat podle
nidsledujich obecnych schemat syntézy.
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R.
X—“\ /\/C/h_x 1. (RO)sMan, BFyEt,0
F N G ‘r\ 4 > \)R or (RO)4Man-F, BF 3’320
2 —_—
2.
Ho”l\éJ L\yj\OH Deprotekce

Podle tohoto schematu reaguje substituovany bifenyl (U1,
U.S.patent &.5,444,050) s chloridem dikyseliny za tvorby
diaryldionu 2. Vyhodné prfiklady zahrnuji chloridy dikyselin s
primym nebo rozvétvenym retézcem o péti aZz 16 atomech uhliku a
aryl—- a aralkyl- chloridy dikyselin. Tyto slouéeniny lze
redukovat jednim z mnoha zpasobl znadmych pracovnikam v oboru,
totiz katalytickou hydrogenaci, Wolff-Kishnerovou redukci,
hydridy kovi jako triethysilanem, nebo Clemmensenovou redukci.
Vzniklé sloucdeniny (3) se prevedou na fenol 4 plisobenim
tribromidu boru v halogenovaném rozpoustédle vyhodné pri
teplote O 0C a2 teploté mistnosti. Glykosylaci za pouziti
mannosy s chranici skupinou v pritomnosti etheratu trifluoridu
boru a naslednou bazickou hydrolyzou se zisk4 poZadovani
slouc¢enina S.
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V nékterych pripadech miZe byt ZaAdouci zavést spojovaci
¢lanek mezi dvéma kruhy, které jsou pozdéji substituovany
jednotkou mannosy pfed pfipojenim kruhu, na kterém je
karboxylova kyselina. Napriklad podle tohoto schematu se
slouéenina jako je 4-(4-methoxyfenyl)butanovd kyselina prevede
na chlorid kyseliny pouzitim thionylchloridu, nacdeZ se
Friedel-Craftsovou reakci s anisolem ziska keton 7. Redukci
ketonu nékterym z mnoha zpisobi znamych pracovnikim zku3enym.v
oboru ziska sloudenina 8. Orto- lithiaci vzhledem k
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V nékterych pripadech maZe byt Z24douci zavést spojovaci
¢lanek mezi dvéma kruhy, které jsou pozdéji substituovany
jednotkou mannosy pred prfipojenim kruhu, na kterém je
karboxylova kyselina. Naprfiklad podle tohoto schematu se
sloudenina jako je 4-(4-methoxyfenyl)butanova kyselina prevede
na chlorid kyseliny pouzitim thionylchloridu, nade se
Friedel-Craftsovou reakci s anisolem ziska keton 7. Redukci
ketonu nékterym z mnoha zpisobl znadmych pracovnikam zkuSenym. v

oboru zisk4 sloucéenina 8. Orto- lithiaci vzhledem k
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methoxyskupindm, konverzi na kyselinu boritou a paladiem
zprostrfedkovanou biarylovou kopulaci se ziskad sloudenina 9.

Demethylaci ethert a potom glykosylaci a odstranénim chranicich
skupin se ziskad cilenad slouéenina 10.
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ses e

V dalsich pripadech miZe byt vyhodné provést
Friedel-Craftsovu reakci se sloudeninou jako je sloucenina 11
(U.S.patent ¢&.5,444,050) ve které cukernad sloZka je jiz
pritomna. Napriklad 1ze zpracovat slouc¢eninu 11 s anhydridem
kyseliny jantarové za pritomnosti Lewisovi kyseliny jako je
chlorid hlinity za ziskani ketokyseliny 12. Redukci ketonu
jednim ze zpasobu znamych pracovnikim v oboru se ziska
kyselina 13, kterad se prevede na chlorid kyseliny 14 pouZitim
thionylchloridu v halogenovaném rozpou3tédle prfi nizké
teploté nebo pouZitim jiného vhodného zpasobu. Chlorid
kyseliny se nechid reagovat s jednim z mnoha primdrnich nebo
sekundarnich amint, zejména diamini jako je ethylendiamin,
piperazin, homopiperazin, 4,4'-trimethylendipiperidin nebo
jiny alkyldiamin za tvorby multimernich sloucdenin jako je 18S.
Redukci amidd za pouZiti boranu nebo jiného vhodného reakéniho
¢inidla v okysliéeném rozpoustédle pri nizké teploté s
naslednou hydrolyzou chranicich skupin se ziskad poZadovana
sloudenina 16. Dale je moZné amidy 15 hydrolyzovat primo za

ziskani amida 17.
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Slouéeniny spojované etherovymi vazbami lze pripravit

podle schematu 4. Oxidace hydroxyesteru (18) vede k aldehydum
které samokondenzuji na ethery (19), které se prevedou na
chloridy kyselin (20). Friedel-Craftsova kopulace, redukce,

demethylace, glykosilace a odstranéni chréanicich skupin vede k
etherum (23).
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V nékterych pripadech maZe byt ZAdouci prfipravit jiné
sloudeniny sledem reakci znadzornénych na schematu S.
Sloudenina 1 se tak miaZe podrobit Friedel-Craftsové reakci s
jinymi halogenovanymi halidy kyseliny napriklad s
3-brompropionylchloridem za ziskani 24. Redukci benzylketonu
lze provést jednim z mnoha zpisobd znamych pracovnikim v oboru
za tvorby halidu 25. Reakci 25 s 1,3- propandithiolem nebo
jinym vhodnym disulfidem za pritomnosti vhodné baze se ziska
sloudenina 26. Demethylaci lze provést jednim z mnoha zpasobu,

zejména pomoci tribromidu boru v halogenovaném rozpoustédle




pri nizké teploté, ¢imZ se ziskd fenol 27. Tento fenol se
necha reagovat s chranénym mannopyranosidem za pouziti
etheratu trifluridu boru v halogenovaném rozpoustédle a
odstranénim chranicich skupin vodnou bazi se ziska sloudenina
29. Alternativné lze glykosid 28 zpracovat s vhodnym oxidaénim
prostredkem jako je kyselina m~chlorperoxybenzoovd ve vhodném
rozpoudtédle &imZ se ziska sulfon. Zpracovanim s vodnou bazi

se ziskad kone&n4 sloucéenina 30.
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V jesté dalsich pripadech se meziprodukt 11 podrobi
Friedel-Craftsové reakci s chloridem dikyseliny v
halogenovaném rozpoustédle za prfitomnosti chloridu hlinitého
nebo jiné vhodné Lewisovi kyseliny a ziska se 31. Odstranénim
chranici skupiny z mannosové sloZky za pouziti vodného
hydroxidu nebo methoxidu a potom hydroxidu se zisk&4 konec¢na
sloudenina 32.
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Podle tohoto schematu reaguje substituovany bifenyl (1,
U.S.patent &.5,444,050) s chloridem trikyseliny za ziskani
benzylketonu 33. Tyto. ketony lze redukovat jednim z mnoha
znamych zpusobl pracovnikum v oboru a jsou uvedeny ve schematu
1. Vzniklé slouéeniny (34) mohou byt demethylovany,

glykosylovany a odstranénim chranicich skupin se ziskaji poZadované

slouédeniny 35.
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Schema 8
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Podobnym zpusobem se sloudenina 11 podrobi
Friedel-Craftsové reakci s bromidem bromalkylkyseliny a ziska
se tak 36. Reakci bromketonu s 1,3,5- substituovanym
benzentrithiolem za pritomnosti baze se ziska sloucenina 37.
Hydrolyzou chranicich skupin se ziskaji poZadované slouceniny
(38).

Vynidlez je dale objasnén pomoci nasledujicich

reprezentativnich pfiklada:

Priklady provedeni vynilezu

Priklad 1

1,6-bis[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2—a-D-mannopyranosyloxy)-
fenyl]hexan

Stupeni 1: Adipoylchlorid (2,0 g, 10,9 mmol) se rozpusti v
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1,2-dichlorethanu (55 ml) a ochladi se v ledové lazni. Prida
se chlorid hlinity (5,8 g, 43,5 mmol) a potom methylester
kyseliny 3-(2-methoxyfenyl)octové (5,75 g, 22,4 mmol) [
T.P.Kogan, B.Dupré, I.L.Scott, K.Keller, H.Dao a P.Beck, US
patent 5,444,050 a T.P.Kogan, B.Dupré, K.M.Keller, I.L.Scott,
H.Bui, R.V.Market, P.J.Beck, J.A.Voytus, B.M.Revelle a
D.Scott, J.Med.Chem, 1995, 38, 4976-4984] a smés se micha 30
minut pri teploté mistnosti a potom se smichad s ledovou vodou
(30 ml). Organické slozky se vyizoluji a vodny podil se
extrahuje dichlormethanem (3 x S ml). Organické podily se
spoji, vysusi se (MgSOs) a pak se zahusti za sniZeného tlaku.
Zbytek se predisti rychlou chromatografii (SiO2, gradientova
eluce hexanem aZ? hexan/ethylacetat 3:1) za ziskani produktu 2
(2,23 g, 33 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,96 (dd, J=6,6, 1,9
Hz, 2H), 7,92 (d, J=1,9 hz, 2H), 7,42 (m,2H), 7,34 (t, J=6 Hz,
2H), 7,18-7,28 (m,4H), 7,00 (d, J=6,3 Hz, 2H), 3,87 (s, 6H),
3,69 (s,6H), 3,68 (s, 4H), 3,01 (m, 4H), 1,84 (m,4H) ppm. IR
(NaCl): 1741, 1677 cm~1!,

Stupen 2: Cast A: Produkt ze stupné 1 (2,23 g, 3,6 mmol)
se rozpusti v acetonitrilu a zpracuje se s roztokem hydroxidu
lithného (0,8 g, 18 mmol monohydratu hydroxidu lithného v 8 ml
vody). Tato smés se michad prfes noc pri teploté mistnosti a pak
se okyseli 2N HC1 na pH 4 a extrahuje se ethylacetatem.
Extrakty se spoji, vysusi se (MgSOs4) a pak se zahusti za
sni2eného tlaku. IR (NaCl): 1711, 1677 cm~1.

Cast B: Ketokyselina z &asti A (1,86 g, 3,1 mmol) se
rozpusti v dimethylsulfoxidu (15 ml) a smisi se hydrazinem
(1,0 ml1, 31 mmol). Tato smés se zahtivad v atmosfére dusiku 2,5
hodiny prfi 80 O0C a pak se ochladi. Prid4 se terc.butoxid
draselny (3,5 g, 31 mmol) a smé&s se znovu zahrfivid pres noc pri
80 OC nade? se smicha s vodou (30 ml), okyseli se 2N HC1 a
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extrahuje se ethylacetatem. Extrakty se spoji, vysusi se
(MgS0O4) a zahu3ténim za sniZeného tlaku se ziskad sloudenina 3
(1,6 g, 91 %). IR (NaCl): 1713 cm-1.

Stupen 3: Cast A: Dikyselina ze stupné 2, ¢asti B (1,6 g,
2,8 mmol) se rozpusti v dichlormethanu (14 ml) v atmosfére
dusiku ochladi se v lazni suchy led/2-propanol. Pomalu se
pridad tribromid boru (1,4 ml, 14 mmol); smés se michad 2 hodiny
pri teploté mistnosti a pak se smisi s ledem—vodou (25 ml).
Organické vrstvy se oddéli, promyji se nasycenym roztokem
hydrogenuhli&itanu sodného (20 ml), vodou (20 ml), nasycenym
chloridem sodnym (20 ml) a pak se vysusi (MgSOs4) a zahuiténim
za sniZeného tlaku se ziskad 2,38 g surového produktu.

Cast B: Zbytek z &4sti A se smisi s methanolem (50 ml) a
pridad se kyselina sirovid (5 kapek). Tato smés se zahfiva prfes
noc pri teploté zpé&tného toku a pak se zahusti za sniZeného
tlaku. Zbytek se rozpusti v dichlormethanu (S0 ml), zpracuje
se s uhliditanem sodnym a pak se zfiltruje prfes vrstvu
silikagelu. Filtrat se zahusti za sniZeného tlaku a
precisténim zbytku rychlou chromatografii (SiO2, gradientova
eluce hexanem a? hexan/ethylacetat 3:1) se ziska 1,6-bis(3-
(3-karbomethoxymethylfenyl)—-4-hydroxyfenyl)hexan (0,9 g, 38
%). INMR (400 MHz, CDCl3): 6,80-7,50 (m,14H), 3,70 (s,6H),
3,68 (s,4H), 2,55 (dd, J=S5,5, 5,5 Hz, 4H), 1,589 (m, 4H), 1,36
(m, 4H) ppm. IR (NaCl): 3430, 1731 cm~!.

Stupen 4: 1,6~bis—(3—-(3~karbomethoxymethylfenyl)-4-
hydroxyfenyl)hexan (0,9 g, 1,6 mmol) se rozpusti v
1,2-dichlorethanu (8 ml). V jedné davce se pridad pentaacetat
a—-D-mannosy (1,9 g, 4,8 mmol) a potom se pomalu pridad etherat
trifluoridu boru (2,5 ml, 19,2 mmol). Tato smés se micha pri

teploté mistnosti v atmosfére dusiku prfes noc a pak se smisi s
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vodou (15 ml). Organicky podil se oddéli a vodny podil se
extrahuje dichlormethanem (3 x 2 ml). Tyto extrakty se spoji
s puvodni organickou frakci, vysusi se (MgSOs) a pak se
zahusti za sniZeného tlaku. Predidténim zbytku rychlou
chromatografii (SiO2, gradientovia eluce hexanem aZ
hexan/ethylacetat 3:1) se zisk4d 1,6-bis—-[3-(3-karbomethoxy-
methylfenyl)-4-(tetra-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)oxyfenyl]-
hexanu (1,5 g, 77 %). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,31-7,37 (m,
64), 7,19-7,24 (m, 4H), 7,09-7,13 (m, 4H), 5,25 (d, J=0,6 Hz,
2H), 3,57-3,66 (m, 6H), 3,3-3,50 (m, 10H), 2,54 (m, 4H), 1,58
(m, 4H), 1,34 (m, 4H) ppm. IR (NaCl): 1752 cm-1!.

Stupenn S: Glykosid ze stupné 4 (1,5 g, 1,2 mmol) se
rozpusti v acetonitrilu (6 ml) a zpracuje s roztokem
monohydratu hydroxidu lithného (1,0 g, 24 mmol) ve vodé (10
ml). Tato smé&s se michd pres noc pfi teploté mistnosti a pak
se okyseli na pH 2 koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou.
Tato smés se pak zahusti za sniZzeného tlaku a prec¢isténim
zbytku pomoci HPLC (reversni faze, gradientova eluce S5-50 %
acetonitrilu ve vodé, detekce pri 254 nm) se ziska 1,6-bis-
[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2—a-D-mannopyranosyloxy)fenyl]-
hexan, (S), (0,35 g, 33 %) ve form& bilé pevné latky, t.t.
115-117 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dé6): 7,31-7,37 (m, 6H),
7,19-7,24 (m, 4H), 7,09-7,13 (m,4H), 5,25 (d, J=0,6 Hz, 2H),
3,57-3,66 (m, 6H), 3,3-3,50 (m, 10H), 2,54 (m, 4H), 1,58 (m,
4H), 1,34 (m, 4H), ppm. IR (KBr): 3420, 1711 cm -1,

Priklad 2

Dvojsodna sal 1,6-bis~[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-D-
mannopyranosyloxy)-fenyllhexanu (alternativni zpusob).

Stupen 1: Adipoylchlorid (16,8 ml, 112 mmmol) a
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methylester kyseliny 3-(2-methoxyfenyl)fenyloctové (60,9 g,
225 mmol) se rozpusti v dichlormethanu (300 ml) a ochladi se
na O °0C. Prid4d se chlorid hlinity (67,7 g, 507 mmol), micha se
5 minut pri O 0C a pak prida led. Produkt se extrahuje EtOAc
(1 1), promyje se vodou (S00 ml), nasycenym NaHCO3 (S0 ml) a
nasycenym NaCl ( S ml). Pak se roztok vysu3i Na2SOs4, zfiltruje
se pres vrstvicku siranu horeénatého, zahusti se a
rekrystalizaci z ether/ethylacetat se zisk4 slou&enina 2 (64,7
g, 89 %).

Stupen 2: Tento bis-keton 2 (15 g, 23,1 mmol) se rozpusti
v horké smési EtOAc:EtOH (4:1, 100 ml). Vznikly roztok se
ochladi a prid4 se kyselina trifluoroctovd (1 ml) a Pearlmanuv
katalyzator (0,75 g). Tato smés se trepe v atmosféfe vodiku
(50 psi) po dobu 18 hodin a zfiltruje se prfes vrstvu celitu.
Roztok se pak promyje nasycenym NaHCO3, vodou a nasycenym
solnym roztokem, vysusi se (Naz2S04), zfiltruje se se pres
MgSOs4s a zahusti se. 7Z produktu se k odstranéni EtOAc odpafi
toluen a zbytek se susi ve vysokém vakuu za kvantitativniho
vytézku 1,6-bis—-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)-4-methoxyfenyl]-

hexanu.

Stupen 3: Tento bis-methylether (25,6 g, 41 mmol) se
rozpusti v dichlormethanu (165 ml) a ochladi se na O 0C. Pak
se pomalu prfida tribromid boru v dichlormethanu (33 ml),
odstrani se chladici l4zen a reakéni smés se michad 20 minut
pfi teploté& mistnosti. Pak se reakéni smés ochladi v ledové
l1a4zni, vstup pro dusik se nahradi susicim uzavérem s CaCl; a
po kapkach se prida ethanol (35 ml). Tato smés se vlije na led
a extrahuje se EtOAc. Organicky podil se oddéli, promyje se
vodou, solnym roztokem, vysusi se (MgSOs) a zahusténim za
sniZzeného tlaku se ziska 1,6~-bis~[3-(3-karboethoxymethyl-
fenyl)—-4-hydroxyfenyllhexan (24,2 g, 100 %).
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Stupennt 4: K ledové chladnému roztoku bis-fenolu (25,37 g,
42,7 mmol) a tetra-O-pivaloyl-a-D-mannopyranosylfluoridu
(66,4 g, 128 mmol) [I.L.Scott a T.P.Kogan, US patentova
prihlaska podana 20.kvétna 1996 nazvanad "High Yield
Stereoscopic Mannosylation"] v dichlormethanu (427 ml) se
pridad po kapkach BF3.0Et2 (47,3 ml, 384 mmol) a ledové chladnéa
smés se michd 1 hodinu. Tato smés se zrfedi EtOAc a promyje se
vodou (2 x), hydroxidem sodnym (2M), vodou a nasycenym
chloridem sodnym, vysu$i se nad siranem horeénatym a zahusti
se za sniZeného tlaku. Chromatografickym prec¢isténim (oxid
kremic¢ity, eluce s hexan/EtOAc s gradientem 30:1 az 6:1) se
ziskd 1,6-bis—[3-(3-karboethoxymethylfenyl)-4-(tetra—-0-
pivaloyl-a-D-mannopyranosyloxy)fenyl]lhexan (59,8 g, 89 %).

Stupen 5: Cast A: K roztoku bis-glykosidu v THF (24 ml)
se prid4a methanol (24,4 ml) a potom ledové chladny roztok
derstvé pripraveného methoxidu sodného (ze sodiku, 0,5 g, 22
mmol) v methanolu (24,4 ml) a smés se michd pri teploté
mistnosti pres noc. SraZenina se oddéli filtraci a promyje se
malym objemem THF/methanol (2:1, 2 x) a potom acetonem. Pevny
alkoxid sodny (6,3 g) se pak precisti daldim michédnim s

acetonem a filtraci.

Cast B: SraZenina se michd ve vodé (27 ml) 30 minut pri
teploté mistnosti. Pak se pH upravi na 14 a udrZuje se na
hodnoté pH 14 za michani co nejmensim mnoZstvim hydroxidu
sodného (2M). Po 4 hodin lze metodou HPLC na reversni fazi
zjistit, Z2e odstranéni chranicich skupin je dplné. Roztok se
zneutralisuje predem promytou iontoménicdovou pryskyrici (Dowex
S0, vodikova forma) a zfiltruje se pres celit. Lyofilizaci se
ziska dvojsodna sal 1,6~bis—{3-(3~-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-

D--mannopyranosyloxy)fenyl]lhexanu ve formé slabé
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hygroskopického bilého prasku (6,0 g, 90 %), t.t. 243-245 0C;
1§ NMR (400 MHz, D:0) 7,64 (s,2H), 7,58 (d, J=7,7 Hz, 2H),
7,49 (t, J=7,5 Hz, 2H), 7,37 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,19 (d, J=7,3
Hz, 2H), 7,12 (s, 2H), 7,07 (d, J=8,0 Hz, 2H), 5,66 (s, 2H),
4,27 (s, 2H), 4,00-4,20 (m, 4H), 4,04 (dd, J=12,1 a 3,3 Hz,
2H), 3,80-3,92 (m, 6H), 3,72 (d, J=9,2 Hz, 2H), 2,52 (m, 4H),
1,60 (br, 4H), 1,39 (br, 4H); 13C NMR (100 MHz, D:20) 180,9,
151,55, 138,4, 137,5, 137,4, 132,5, 130,9, 129,1, 129,0, 128,9,
127,3, 1t7,2, 100,2, 74,2, 70,9, 66,6, 60,9, 45,5, 32,3, 31,6,
29,5; Nalezeno: 57,54 % C, 5,98 % H, 5,12 Na: Vypoéteno pro
Cs6H52016Na2.3H20: 57,50 % C, 6,08 % H, 4,78 Na.

Priklad 3

1,4-bis—[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyljbutan.

Stupenn 1: 4-(4-methoxyfenyl)midselna kyselina (2,0 g, 10,3
mmol) se zpracuje s thionylchloridem (20 ml). Reakéni smés se
micha prfi teploté mistnosti 3 hodiny, zahfivad se pri 65 OC
pres noc a zahusténim za sniZeného tlaku se ziské
4-(4-methoxyfenyl)butyrylchlorid (2,3 g) ve formé Zlutého
oleje, ktery se pouZije bez dalsiho &isténi. IR (NaCl): 1795,
1510, 1244 cm-1.

Surovy chlorid kyseliny (2,07 g, 9,7 mmol) a anisol (1,26
g, 11,6 mmol) se rozpusti v 1,2-dichlorethanu (32 ml) a
ochladi se v ledové lazni. Tato smé&s se zpracuje po davkach s
chloridem hlinitym (3,9 g, 29,1 mmol), micha se S minut a pak
se smichad s ledovou vodou (50 ml). Tato smé&s se extrahuje
dichlormethanem (3 x 10 ml), extrakty se spoji , promyji se
nasycenym chloridem sodnym (100 ml), vysusi se (MgS0Os) a pak

se zahusti za sniZeného tlaku. Rychlou chromatografii na
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silikagelu za pouziti hexan/ethylacetatu 10:1 a naslednym
zahusténim se ziska 1,4-bis—-(4-methoxyfenyl)butan-1-on (2,49
g, 82 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,90 (d, J=8,8 Hz, 2H),
7,11 (d, J=8,4 Hz, 2H), 6,91 (d, J=8,8 Hz, 2H), 6,83 (d, J=8,4
Hz, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,78 (s, 3H), 2,90 (t, J=7,3 Hz, 2H),
2,65 (t, J=7,7 Hz, 2H), 2,02 (m, 2H) ppm. IR (NaCl): 1674,
1602, 1244 cm -1,

Stupent 2: Keton (2,49 g, 8,8 mmol) se rozpusti v
dichlormethanu (30 ml) a zpracuje se s kyselinou trifluor-
octovou (2,7 ml, 35,2 mmol), triethylsilanem (2,8 ml, 17,6
mmol), a potom s etheratem trifluoridu boru (4,4 ml, 35,2
mmol). Tato smés se micha prfi teploté mistnosti 2 hodiny a
potom se ochladi v ledové lazni a smisi se s vodou (SO ml).
Smés se pak extrahuje dichlormethanem (3 x § ml) a organické
frakce se spoji, promyji se nasycenym chloridem sodnym (100
ml), vysusi se (MgSO4) a pak se zahusti za sniZeného tlaku.
Rychlou chromatografii na silikagelu za pouziti
hexan/ethylacetatu 10:1 a pak zahusténim se ziskad 1,4-bis—(4-
methoxyfenyl)butan (2,0 g, 85 %) ve form& ¢&irého oleje. 1H NMR
(400 MHz, CDCl3): 7,07 (d, J=8,4 Hz, 4H), 6,81 (d, J=8,4 Hz,
4H), 3,78 (s,6H), 2,56 (m, 4H), 1,61 (m, 4H) ppm. IR (NaCl):
1605, 1248 cm-!.

Stupen 3: 1,4-bis-(4-methoxyfenyl)butan (1,78 g, 6,6
mmol) a TMEDA (4,0 ml, 26,5 mmol) se smisi s bezvodym etherem
(30 m1) a ochladi se v ledové lazni. Prid4 se n~butyllithium
(10,5 ml roztoku 2,5 M, 26,5 mmol) a smé&s se zahrfeje na
teplotu mistnosti a michid se 1| hodinu. Pak se reakdéni smés
ochladi na O °C a zpracuje se trimethylboritanem (3,0 ml, 26,5
mmol). Tato smés se mich4 prfes noc pri teploté mistnosti, pak
se reakce prerusi pridavkem 2N HC1 (na pH 2) a hodinu se smés

mich4d. Organicka faze se oddéli a vodny podil se extrahuje
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ethylacetatem (3 x S ml). Tyto extrakty se spoji s pavodni
organickou frakci, vysusi se (MgSOs4) a zahu$sténim za sniZeného
tlaku se zisk4 kyselina borita (3,0 g), kterd se dale pouZije
bez ¢isteni. IR (NaCl): 1603, 1490, 1416, 1328, 1234 cm~!.

Surové kyselina boritad a methyl-3-bromfenylacetat (3,8 g,
16,8 mmol) se smisi s dimethoxyethanem (30 ml) a odplyni se
pod dusikem. Tato smés se zpracuje s fosforecnanem draselnym
(tribazickym) (10,7 g, 50,5 mmol) a s bis(trifenylfosfin)-
paladium(II)chloridem (100 mg, 0,17 mmol). Tato smés se opét
odplyni a pak se zahriva 2 hodiny pfi teploté zpétného toku
nace? se ochladi na teplotu mistnosti a smisi se s vodou (100
ml). Smés se extrahuje dichlormethanem (3 x 10 ml), extrakty
se spoji, promyji se vodou (S0 ml), nasycenym chloridem sodnym
(50 ml1), vysusi se (MgSOs4) a zahusti se za sniZeného tlaku.
Predisténim zbytku rychlou chromatografii (SiO:, gradientové
eluce hexan/ethylacetat v poméru 8:1 aZ 4:1) se ziskéa
1,4-bis[3-(3-karbomethoxymethylfenyl)-(4-methoxy)fenyl]butan
(1,14 g, 24 %)ve formé &irého oleje. !H NMR (400 MHz, CDCl3):
7,41-7,44 (m, 4H)), 7,34 (t, J=7,7 Hz, 2H), 7,21-7,60 (m, 2H),
7,08-7,13 (m, 4H), 6,87 (d4, J=8,0 Hz, 2H), 3,77 (s, 6H), 3,68
(s, 6H), 3,66 (s, 4H), 2,61 (m, 4H), 1,67 (m, 4H) ppm. IR
(NaC1): 1737, 1606, 1239 cm-1!.

Stupen 4: 1,4-bis[3-(3-karbomethoxymethylfenyl)-(4-
methoxy) fenyl]lbutan (0,9 g, 1,6 mmol) se rozpusti v
dichlormethanu (3,0 ml), ochladi se v l4azni suchého ledu a
zpracuje se s tribromidem boru (1,2 ml, 12,8 mmol). Tato smés
se micha pri —-78 9C tri hodiny a pak se umisti do mrazniéky
pri -10 OC pres noc. Reakce se pak prferusi prfidavkem ledové
vody (10 ml) a smés se extrahuje dichlormethanem (3 x § ml).
Organické podily se spoji, promyji se vodou (25 ml), nasycenym

chloridem sodnym (25 ml), vysu3i se (MgSOs) a pak se zahusti




za snizeného tlaku. Predisténim zbytku rychlou chromatografii
(Si02, hexan/ethylacetat S:1) se ziska 1,4-bis—[3-(karbo-
methoxymethylfenyl)-4-hydroxyfenyllbutan (0,4 g, 47 %).

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,42 (d, J=7,4 Hz, 2H), 7,35-7,38

(m, 4¥), 7,27-7,32 (m, 2H), 7,02-7,05 (m, 4H), 6,87 (d, J=8,0
Hz, 2H), 5,12 (s, 2H), 3,70 (s, 6H), 3,68 (s, 4H), 2,59 (m,
4H), 1,65 (m, 4H) ppm. IR (NaCl): 3439, 1732, 1606, 1263 cm~!.

Stupenr 5: 1,4-bis~-[3-(3-karbomethoxymethylfenyl)-4-
hydroxyfenyl]butan (0,4 g, 0,74 mmol) a pentacetat a~D-mannosy
(0,72 g, 1,85 mmol) se rozpusti v dichlorethanu (4 ml) a pak
se zpracuji s etheratem trifluoridu boru (1,1 ml, 8,9 mmol).
Tato smés michid prfes noc pri teploté mistnosti a pak se reakce
prerusdi pridavkem vody (10 ml) a smés se extrahuje
dichlormethanem (3 x 4 ml). Organické podily se spoji, promyji
se vodou (15 ml), nasycenym chloridem sodnym (20 ml), vysus$i
se (MgS0O4) a zahusti se za sniZeného tlaku. Precidténim zbytku
rychlou chromatografii (SiO:2, hexan/ethylacetat 2:1) ze ziska
1,4-bis[3-(3-karbomethoxymethylfenyl)-4-(2,3,4,6~-tetra-0-
acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)fenyl]lbutan (0,88 g, 99 %) ve
formé pény. !H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,38-7,44 (m, 6H),
7,25-7,29 (m, 2H), 7,17 (br s, 2H), 7,07-7,11 (m, 4H), 5,40
(s, 2H), 5,20-5,30 (m, 6H), 4,15 (dd, J=12,3, 4,8 Hz, 2H),
3,93 (dd, J=12,4, 2,2 Hz, 2H), 3,76-3,82 (m, 2H), 3,72 (s,
4H), 3,68 (s, 6H), 2,63 (m, 4H), 2,13 (s, 6H), 2,01 (s, 6H),
2,00 (s, 6H), 1,97 (s, 6H), 1,67 (m, 4H), ppm. IR (NaCl):
1748, 1219 cm-1.

Stupenn 6: Tento per—acetat (0,87 g, 0,73 mmol) se
rozpusti v acetonitrilu (3 ml) a zpracuje se s roztokem
hydratu hydroxidu lithného (0,46 g, 11 mmol ve 2 ml vody) a
michad se pres noc pri teploté mistnosti. Rozpoustédlo se

odstrani za sniZeného tlaku a zbytek se okyseli koncentrovanou
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kyselinou chlorovodikovou na pH 2. C4dst této smési se preéisti
HPLC na reversni fazi (Cis, gradient 20-80 % voda/acetonitril
bshem 45 minut, detekce pri 254 nm) za ziskani 1,4-bis-[3-(3-
karboxymethylfenyl)-4-(a-D-mannopyranosyloxy)fenyl]butanu

(230 mg) ve formé bilé pevné latky, t.t.: 195-197 0C. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-de¢): 7,31-7,39 (m, 6H), 7,20-7,25 (m, 4H),
7,10--7,15 (m, 4H), 5,25 (s, 2H), 4,88 (br d, J=4,0 hz, 2H),
4,76 (br s, 2H), 4,60 (br s, 2H), 4,45 (br t, J=5,9 Hz, 2H),
3,55-3,68 (m, SH), 3,62 (s, 4H), 3,40-3,50 (m, 7H), 2,60 (m,
4H), 1,62 (m, 4H) ppm. IR (KBr): 3333, 3229, 1729, 1224 cm~!;
nalezeno 61,30 % C, 6,15 % H: vypoéteno pro CssHs0016.0,4 TFA
; 61,32 % C, 5,79 % H.

Priklad 4

N,N'-bis—~[4~(3-(3~karboxymethylfenyl)-4-(a-D-mannopyranoxyl-
oxy)fenyl)butan-1-oyl]-4,4'~trimethylendipiperidin.

Stuperi 1: Anhydrid kyseliny jantarové (2,0 g, 19,9 mmol)
a chlorid hlinity (17,7 g, 132 mmol) se smisi s
1,2-dichlorethanem (45 ml) a ochladi v ledové lazni. Tato smés
se zpracuje s roztokem etylesteru 3-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-
a-D-mannopyranosyloxy)fenyl)fenyloctové kyseliny (10,0 g, 13,2
mmol) v dichlorethanu (10 ml) a smés se michid pres noc tak, Ze
teplota 14zné se nech& postupné stoupnout aZ na teplotu
mistnosti. Pak se reaké&ni smés smisi s ledovou vodou (100 ml)
a michd se 15 minut. Organické podily se izoluji a vodny podil
se extrahuje dichlormethanem (3 x 5 ml). Organické podily se
spoji, vysusi se (MgSOs) a zahusténim za sniZeného tlaku se
ziska sloudenina 12 (13,5 g), kterad se pouZije bez daliiho
¢isténi. IR (NaCl): 1738, 1685, 1228 cm~1.

Stupen 2: Kyselina (12) (13,5 g, 19,7 mmol) se rozpusti v




39

dichlormethanu (65 ml) a zpracuje se s etheratem trifluoridu
boru (15,3 ml, 122 mmol) a potom s kyselinou trifluoroctovou
(9,4 ml, 59,1 mmol). Pak se smés zpracuje s triethylsilanem
(9,4 ml, 59,1 mmol) a michd se prfes noc pri teploté mistnosti.
Reakéni smés se pak smisi s vodou (200 ml) a organické podily
se oddéli. Vodny podil se extrahuje dichlormethanem (3 x 10
ml) a tyto extrakty se spoji s puvodnim organickym podilem,
vysusi se (MgSOs4) a zahu3ténim za sniZeného tlaku se ziska
4-(3—-(3~-karboethoxymethylfenyl)-4-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-
a-D-mannopyranosyloxy)fenyl)butanovad kyselina (13) (1,49 g, 97
%) ve formé ¢irého oleje. IR (NaCl): 1737, 1132 cm-!.

Stupen 3: Kyselina 13 (16,0 g, 23,8 mmol) se smisi s
thionylchloridem (50 ml), smés se michd 36 hodin pri teploté
mistnosti a zahusténim za sniZeného tlaku se ziska chlorid
kyseliny 14 (16,3 g, 99 %) ktery se pouZije bez dalsiho
¢isténi. IR (NaCl): 2974, 1797, 1740, 1135 cm-!.

Stupenn 4: K roztoku chloridu kyseliny 14 (2,8 g, 3,26
mmol) v dichlormethanu (5 ml) se pfi 0 OC prida 4,4'-tri-
methylendipiperidin (0,4 g, 1,9 mmol) v dichlormethanu (S ml).
Prida se triethylamin (0,61 ml, 4,4 mmol) a
4-dimethylaminopyridin (35 mg, 10 mol %) a smés se micha 1
hodinu prfi teploté mistnosti a pak se smicha s vodou (20 ml).
Organické podily se promyji nasycenym chloridem sodnym (20
ml), vysusi se (MgSOs4) a zahusti se za sniZeného tlaku.
Pre¢isdténim zbytku rychlou chromatografii (SiO:2,
ethylacetat:hexan 2:1) se ziska bis—amid 1S (i,1 g, 18 %). 'H
NMR (400 MHz, CDCl3): 7,40-7,45 (m, 4H), 6,98-7,30 (m, 10H),
5,25-5,42 (m, 6H), 4,09-4,19 (m, 4H), 3,50-3,96 (m, 8H),
2,62-2,69 (m, 4H), 2,28-2,36 (m, 4H), 1,90-2,02 (m, 4H),
t1,60-1,74 (m, 6H), 1,35-1,50 (m, 2H), 1,24 (s, 18H), 1,11 (s,
36H), 1,08-1,28 (m, 26H). IR (NaCl): 1739 cm-!.
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Stupen 5: Bis-amid 1S5 (1,0 g, 0,54 mmol) se rozpusti v
THF (3 ml) a zpracuje se s vodnym hydroxidem sodnym (0,40 g,
10 mmol, ve 3 ml vody). Tato smés se michd pri teploté
mistnosti pres noc. Pak se THF odstrani za sniZeného tlaku,
zbytek se okyseli koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na
pH 2 a preé¢isténim HPLC na reversni fazi se ziskd N,N'-bis-
[4-(3-(3-karboxymethylfenyl)~4-(a-D-mannopyranosyloxy) fenyl)-
butan-1-oyl]-4,4'-trimethylendipiperidin (17) (30 mg, 5 %)
ve formé bilé pevné latky, t.t.: 119-121 OC. tH NMR (400 MHz,
DMSO-de¢): 7,32-7,40 (m, 6H), 7,20-7,27 (m, 4H), 7,10-7,14 (m,
4H), 5,26 (br s, 2H), 4,36 (br d, J=11 Hz, 2H), 4,05 (br s,
8H), 3,77 (br d, J=t1 Hz, 2H), 3,50-3,70 (m, 8H), 3,40-3,52 (m,
SH), 3,31-3,40 (m, 2H), 2,92 (br t, J=14 Hz, 2H), 2,55-2,62 (m,
4H), 2,42-2,53 (m, 3H), 2,27-2,34 (m, 4H), 1,73-1,82 (m, 4H),
1,57-1,67 (m, 4H), 1,36-1,47 (m, 2H), 1,22-1,33 (m, 2H),
t,11-1,20 (m, 4H), 0,80-1,02 (m, 4H). IR (KBr): 3415, 1713,
1609 cm-1. MS(FAB): 1150(M* + Na). Analyza:vypocteno pro
Ce1H78N2018.1,4 TFA: 59,54 % C, 6,22 % H, 2,18 % N. Nalezeno:
59,65 % C, 6,56 % H, 2,23 % N.

Priklad §

Di—-6-[3-(3-karboxymethylfenyl)—-4-(2~a—D-mannopyranosyloxy)-
fenyl]hexylether.

Stupenrt 1: K bezvodému dichlormethanu (10ml) se prida pri
-78 OC oxalylchlorid (1,65 ml, 2M v dichlormethanu, 3,30
mmol). Pak se po kapkach, bdhem nékolika minut prida
dimethylsulfoxid (0,56 ml, 7,26 mmol) a vznikly roztok se
michad 10 minut. Po kapkach se pfid4d ethyl-6-hydroxyhexanoat
(0,50 ml, 3,07 mmol) a za trficet minut se prida po kapkéach
triethylamin (2,10 ml, 15,1 mmol). Odstrani se chladici lazen
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a za 15 minut se pridad voda (10 ml). Smés se micha 10 minut,
vrstvy se rozdéli a vodni vrstva se extrahuje dichlormethanem.
Organické vrstvy se spoji a vysusi (MgSOs) a pak se
rozpouitédlo odstrani ve vakuu. Chromatografii na silikagelu
(hexany:ethylacetat 2:1) se ziska ¢isty produkt (0,44 g, 91
%). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 9,75 (lH), 4,10 (2H), 2,45 (2H),
2,30 (2H), 1,65 (4H), 1,24 (3H).

Stupen 2: Triethylsilan (0,89 ml, 5,57 mmol) a
triethylsilyltrifluormethansulfonat (63 ml, 0,28 mmol) se
rozpusti v bezvodém dichlormethanu (6 ml) pri 0 O0C a prida se
roztok S5-karboethoxypentanalu (0,44 g, 2,78 mmol) v
dichlormethanu (3 ml). Odstrani se chladici lazen a reakéni
smés se micha 80 minut pri teploté& mistnosti. Pak se
rozpousdtédlo odstrani ve vakuu a predisténim zbytku
chromatografii na silikagelu (hexany:ethylacetat 6:1) se ziskéa
produkt (0,31 g, 74 %). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 4,10 (4H),
3,37 (4H), 2,28 (4H), 1,60 (8H), 1,36 (4H), 1,24 (6H).

Stupenn 3: Di-S5-karboethoxypentylether (0,16 g, 0,53 mmol)
se rozpusti v methanolu (1 ml) a prfidad se 1IN hydroxid sodny
(1,05 ml, 1,05 mmol).Vznikly roztok se micha 3 hodiny pri
teploté mistnosti. Methanol se odstrani za sniZeného tlaku a
zbyly roztok se okyseli (koncentrovana HC1l) a extrahuje se
dvéma podily diethyletheru. Extrakty se spoji, vysu3i se
(MgS04) a zahusti se za sniZeného tlaku. Tento zbytek se znovu
dvakrat zahusti z acetonitrilu a zisk4d se produkt ve formé
bilé pevné latky (0,16 g, kvantitativné). 'H NMr (400 MHz,
CDCl3): 3,40 (4H), 2,36 (4H), 1,60 (8H), 1,42 (4H).

Stupen 4: Di-5-karboxypentylether (0,15 g, 0,53 mmol) a
DMF (1 kapka)se rozpusti v bezvodém dichlormethanu (2,5 ml) a
vznikly roztok se ochladi na 0 0C. Pomalu se prid4 roztok




oxalylchloridu (0,59 ml 2M v dichlormethanu, 1,18 mmol).
Reaké&ni smés se michad 5 minut pri 0 O0C, pak se chladici lazen
odstrani a v michadni se pokracduje 20 minut pri teploté
mistnosti. Roztok se pak ochladi na 0 ©C a pridad se roztok
ethylesteru 3-(2-methoxyfenyl)fenyloctové kyseliny (0,29 g,
1,07 mmol) v dichlormethanu (1 ml). Ve tfech davkach po
jednominutovych intervalech se pak prida chlorid hlinity

(0,17 g, 0,17 g, 0,08 g, celkem 3,15 mmol). Roztok se pak
michid pét minut, potom se vlije na led a extrahuje se dvéma
podily ethylacetatu. Organické vrstvy se spoji, promyji se
vodou, nasycenym roztokem hydrogenuhliéitanu sodného a
nasycenym roztokem chloridu sodného. Ziskany roztok se vysusi
(MgSO4) a zahusti se za sniZeného tlaku. Chromatografii na
silikagelu (gradient 4:1 aZ 1:1 hexany:ethylacetat) se ziska
produkt ve formé Zlutého oleje (0,34 g,85 %). 'H NMR (400 MHz,
CDCl13): 7,91 (4H), 7,41 (6H), 7,28 (2H), 6,99 (2H), 4,14 (4H),
3,86 (6H), 3,66 (4H), 3,40 (4H), 2,94 (4H), 2,16 (4H), 1,75
(4H), 1,59 (4H), 1,43 (4H), 1,26 (6H).

Stupen S: Di-6-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)-4-methoxy~-
fenyl]—-6-oxohexylether (0,34 g, 0,45 mmol) se rozpusti v
bezvodém dichlormethanu (2,5 ml) a vznikly roztok se ochladi
na O O0C. Prid4 se kyselina trifluoroctovad (0,23 ml, 3,0 mmol),
potom triethylsilan (0,29 ml, 1,8 mmol) a etherat trifluoridu
boru (0,33 ml, 2,7 mmol). Pak se odstrani chladici lazen a
reakéni smés se michd 1 hodinu prfi teploté mistnosti. Prid4a se
dichlormethan a ziskan4d smés se extrahuje nasycenym roztokem
hydrogenuhlid¢itanu sodného a vodou. Organicki vrstva se vysusi
(MgSO4) a zahusti se za sniZeného tlaku. Chromatografii na
silikagelu (Hexan:ethylacetat 6:1) se ziska produkt ve formé
¢irého oleje (0,23 g, 71 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,42
(4H), 7,35 (2H), 7,25 (2H), 7,09 (4H), 6,87 (2H), 4,16 (4H),
3,77 (6H), 3,65 (4H), 3,37 (4H), 2,57 (4H), 1,57 (10H), 1,35
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(8H), 1,25 (6H).

Stupen 6: Di—-6-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)-4-methoxy-
fenyl]lhexylether (0,23 g, 0,32 mmol) se rozpusti v suchém
dichlormethanu (1,6 ml) a roztok se ochladi na 0 ¢C. Po
kapkach se prida roztok tribromidu boru (IM v dichlormethanu,
1,40 mmol) a chladici lazen se odstrani. Po dvaceti minutach
se roztok opét ochladi na 0 O0C a po kapkach se prida absolutni
ethanol (1 ml). Reaké&ni smés se pak vlije na led a extrahuje
se ethylacetatem. Organicka vrstva se promyje nasycenym
roztokem chloridu sodného, vysusi se (MgS0Os) a pak se zahusti
za sniZeného tlaku. Chromatografii na silikagelu
(hexany:ethylacetat 2:1 az 1:1) se ziska produkt (0,11 g, 50
%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,42 (8H), 7,04 (4H), 6,88 (2H),
5,14 (2H), 4,16 (4H), 3,67 (4H), 3,38 (4H), 2,57 (4H), 1,85
(4H), 1,62 (6H), 1,40 (6H), 1,27 (6H).

Stupenn 7: 2,3,4,6-tetra-0-pivaloyl—-a-D-mannopyranosyl-
fluorid (0,52 g, 1,00 mmol) a di-6-[3-karboethoxymethylfenyl)-
—hydroxyfenyl]lhexylether (0,23 g, 0,33 mmol) se rozpusti v
suchém dichlormethanu (2 ml) a roztok se ochladi na 0 ©C.
Pomalu se pfid4d etherat trifluoridu boru (0,38 ml, 3,10 mmol)
a reakéni smés se michad 90 minut. Pak se reakéni smés zredi
ethylacetatem a promyje dvéma podily vody, potom IN NaOH,
vodou, a nasycenym roztokem chloridu sodného. Vysledny roztok
se vysusi (MgS0Os4) a zahusti se za sniZeného tlaku. Prec¢idténim
zbytku chromatografii na silikagelu (hexany:ethylacetat 15:1)
se zisk4d produkt (0,45 g, 82 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,45
(7H), 7,15 (7H), 5,32 (8H), 4,14 (4H), 3,86 (4H), 3,72 (4H),
3,54 (2H), 3,40 (4H), 2,59 (4H), 1,85 (4H), 1,62 (4H), 1,46
(4H), 1,36 (4H), 1,26 (24H), 1,15 (18H), 1,10 (36H).

Stupenn 8: Di—-6-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)-4-(2,3,4,6-
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tetra-0-pivaloyl—-a-D—mannopyranosyloxy)fenyllhexylether (0,45
g, 0,27 mmol) se rozpusti v bezvodém tetrahydrofuranu (0,9 ml)
a methanolu (1,8 ml). Prid4d se methoxid sodny (49 mg, 0,84
mmol) a reakéni smés se michad pfes noc pri teploté mistnosti.
Prid4d se dalsi podil methoxidu sodného (50 mg, 0,93 mmol) a po
¢tyrech hodinadch treti podil (112 mg, 2,07 mmol). Reakce se
nechad probihat dalsi &étyfi hodiny, potom se smés zfiltruje,
oddélend pevna l4atka se pak promyje smési tetrahydrofuranu a
methanolu v poméru 2:1. Pak se pevnd latka rozpusti ve vodé

(1 ml) a pridava se hydroxid sodny a? do dosaZeni hodnoty pH
14. Tento roztok se pak micha &tyfi hodiny a potom se
zneutralizuje predem promytou iontoménidovou pryskyrici Dowex
S0 (v H* formé). Pryskyrice se odfiltruje a filtrat se
lyofilizuje. Produkt se pak vysusi ve vakuu nad P20s5 a ziské
se di-6-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)—-4-(a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyllhexyletheru (0,21 g, 78 %). 1H NMR (400 MHz, CD3CN/
D20): 7,46 (2H), 7,34 (2H), 7,16 (10H), 5,31 (2H), 3,79 (2H),
3,66 (2H), 3,57 (4H), 3,42 (S5H), 3,28 (2H), 2,56 (4H), 1,80
(4H), 1,60 (4H), 1,36 (6H).

Priklad 6

S,S-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(a-D-mannopyranosyloxy)-
3-fenylprop-1-yl]-1,3-dithiopropan

Stupen 1: Cast A: Ethylester 3-(2-methoxyfenyl)fenyl-
octové kyseliny (5,04 g, 18,66 mmol) a 3-brompropionylchlorid
(1,88 ml, 18,66 mmol) se smisi s dichlorethanem (30 ml). Tato
smés se ochladi v lazni led-voda a zpracuje s chloridem
hlinitym (7,6 g, 57 mmol). Po |5 minutadch se reaké&ni smés
smisi s vodou s ledem (100 ml) a organické podily se oddéli.
Vodny podil se extrahuje dichlormethanem (3 x 5 ml), organické

podily se spoji, vysu3i se (MgSOs) a zahusti se za sniZeného
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tlaku. Zbytek se pouZije v dalsim stupni bez daliiho &isténi.

Cast B: Produkt ze stupné A (8,5 g, 19 mmol) se rozpusti
v dichlormethanu (40 ml) a ochladi se v lazni led-voda. Prida
se kyselina trifluoroctova (5,9 ml, 76 mmol), triethylsilan
(6,1 ml, 38 mmol) a potom etherat trifluoridu boru (9,4 ml, 76
mmol) a chladici ladzen se odstrani. Tato smés se michi pres
noc pfi teploté& mistnosti, pak se ochladi v ledové lazni a
prida se studena voda k ukonéeni reakce (100 ml). Organické
podily se oddéli, vodny podil se extrahuje dichlormethanem (3
x 10 ml), organické podily se spoji, promyji se nasycenym
roztokem chloridu sodného (50 ml), vysusi se (MgSO4) a
zahusténim za sniZeného tlaku se ziska ethylester 3-(2-
methoxyfenyl-5-(3-brompropyl)fenyloctové kyseliny (6,53 g, 90
%). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,41-7,45 (m, 2H), 7,36 (t, J=8
Hz, tH), 7,25-7,28 (m, 1H), 7,12-7,16 (m, 2H), 6,90 (d, J=8,6
Hz, 1H), 4,15 (g, J=7,0 Hz, 2H), 3,78 (s, 3H), 3,67 (s, 2H),
3,41 (t, J=6,6 Hz, 2H), 2,75 (t, J=7,0 Hz, 2H), 2,15 (m, 2H),
1,26 (t, J=7,3 Hz, 3H), IR (NaCl): 1736 cm-1.

Stupent 2: Roztok 1,3-propandithiolu (0,109 g, 0,94 mmol)
v THF (4,5 ml) se odplyni pod dusikem a ochladi se v lazni
led-voda. Prid4a se hydrid sodny (86,5 mg, 2,1 mmol) a smés se
michad 2 hodiny pfi teploté mistnosti. Pridd se roztok bromidu
ze stupnéd 1 (0,83 g, 2,12 mmol) v THF (1,0 ml) a smés se miché4
pres noc pri teploté zp&tného toku. Pak se reakéni smés
rozdéli mezi vodu a ethylacetat (20 ml v poméru 1:1),
organické podily se oddéli, promyji se nasycenym chloridem
sodnym (20 ml), vysu3i se (MgSOs) a pak se zahusti za
sniZeného tlaku. Zbytek prec¢isténim rychlou chromatografii
(Si02, gradientova eluce hexan aZ? hexan/ethylacetat 3:1)
poskytne S,S-bis-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)~4-(methoxy)-
3-fenylprop-1-yl]-1,3-dithiopropan (166,2 mg, 24 %). 1H NMR
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(400 MHz, c¢DCl3): 7,39-7,4S (m, 4H), 7,32-7,38 (m, 2H),
7,21-7,28 (m, 2H), 7,08-7,15 (m, 4H), 6,85-6,92 (m, 2H), 4,14
(q, J=7,0 Hz, 4H), 3,77 (s, 6H), 3,65 (s, 4H), 2,80-2,95 (m,
2H), 2,77 (t, J=7,3 Hz, 2H), 2,68 (t, J=8,0 Hz, 4H), 2,60 (t,
J=7,0 Hz, 2H), 2,52 (t, J=7,0 Hz, 2H), 2,04-2,16 (m, 2H),
1,81-1,93 (m, 4H), 1,25 (t, J=7,0 Hz, 6H). IR (NaCl): 1731
cm- 1,

Stupen 3: Roztok bis—thioetheru ze stupné 2 (70,7 mg, 0,1
mmol) v dichlormethanu se ochladi v lazni suchy led-aceton a
zpracuje se tribromidem boru (0,8 ml IM roztoku v
dichlormethanu, 0,8 mmol) a smés se nechad stat pfes noc pri
-10 OC. Pak se reakéni smés smisi s vodou (10 ml) a smésse
extrahuje dichlormethanem (3 x 2 ml). Organické podily se
spoji, vysu3i se (MgSOs) a zahusténim za sniZeného tlaku se
ziskad S,S-bis—-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)—-4~(hydroxy)-3-
fenylprop-1-yl1]-1,3~dithiopropan (68 mg, 100 %). INMR (400
MHz, CDCL3): 7,43 (t, J=7,7 Hz, 2H), 7,34-7,39 (m, 4H), 7,30
(br 4, J=7,3 Hz, 2H), 7,03-7,08 (m, 4H), 6,87 (br d, J=8,8 Hz,
2H), 4,96-5,30 (br s, 2H), 4,15 (q, J=7,0 Hz, 4H), 3,66 (s,
4H), 2,66 (t, J=7,3 Hz, 4H), 2,60 (t, J=7,0 Hz, 2H), 2,52 (t,
J=7,0 Hz, 4H), 1,80-1,92 (m, 6H), 1,26 (t, J=7,3 Hz, 6H),
1,21-1,27 (m, 2H). IR (NaCl): 3420, 1726 cm-1!.

Stupen 4: Fenol (0,47 g, 0,68 mmol) a pentaacetat a-D-
mannosy (0,8 g, 2,0 mmol) se smisi s dichlorethanem (8 ml) a
smés se zpracuje s etheratem trifluoridu boru (1,0 ml, 8,0
mmol). Reakéni smés se michd pfes noc pri teploté mistnosti a
pak se reakce ukonéi pridavkem vody (10 ml). Organické podily
se oddéli a vodna vrstva se extrahuje dichlormethanem (3 x 2
ml). Organické podily se spoji, vysu$i se (MgSOs) a pak se
zahusti za sniZeného tlaku. Precd¢isténim zbytku rychlou

chromatografii (Si0O2, gradientova eluce hexan/ethylacetat 3:1
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az 1:1) se ziska S,S-bis-[3-(3-karboethoxymethylfenyl)-4-
(2,3,4,6-tetra-0-acetyl—-a-D-mannopyranosyloxy)-3-fenylprop-
1-y1]-1,3-dithiopropan (0,331 g, 36 %) IR (NaCl): 1752 cm-t,

Stupen 5: Per-acetat (0,64 g, 0,47 mmol) se rozpusti v
acetonitrilu (5 ml) a zpracuje s roztokem hydroxidu sodného
(5,0 ml 2N roztoku, 10 mmol) a pak se micha pri teploté
mistnosti prfes noc. Smés se okyseli koncentrovanou HCl1 na pH
2 a teékavé latky se odstrani za sniZeného tlaku. Cast vodného
zbytku se predisti chromatografii na reverzni f4azi a ziska se
tak S,S-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(a-D-mannopyranosyl-
oxy)-3-fenylprop-1-yl]-1,3-dithiopropan jako bilad pevna latka
o t.t.: 96-100 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-de¢): 7,31-7,39 (m,
6H), 7,20-7,27 (m, 4H), 7,11-7,15 (m, 4H), 5,26 (s, 2H),
3,30-3,75 (m, 28H), 2,64 (t, J=7,7 Hz, 4H), 2,57 (t, J=7,0 Hz,
4H), 2,45-2,52 (m, 4H), 1,75-1,84 (m, 4H), 1,66-1,74 (m, 2H).
IR (KBr): 3430, 1711 cm-1.

Priklad 7

1,6-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)—-4-(a-D—-mannopyranosyloxy)-

fenyl]-1,6-bis—oxohexan.

Stupen 1: Ethylester 3-(2-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl—-a-D-
mannopyranosyloxy)fenyl)octové kyseliny (0,56 g, 0, 96 mmol) a
adipoylchlorid (0,068 ml, 0,47 mmol) se rozpusti v
dichlormethanu (Sml), ochladi se v lazni led-voda a zpracuji
se se chloridem hlinitym (2,56 g, 19,2 mmol). Po !,5 hodiné se
reakéni smés smisi s ledovou vodou (25 ml) a mich4d se 15
minut. Organické podily se vyizoluji a vodny podil se
extrahuje dichlormethanem (3 x 2 ml). Organické podily se
spoji, vysu3i se (MgSOs4) a pak se zahusti za sniZeného tlaku.

Prec¢isténim zbytku rychlou chromatografii (SiOz,
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hexan/ethylacetat 1:1) se ziskad 1,6-bis—-[3-(3-karboethoxy-
methylfenyl)-4-(2,3,4,6-tetra~-0-acetyl—-a-D-mannopyranosyloxy)-
fenyl]-1,6-bis—oxohexan (0,43 g, 35 %). 'H NMR (400 MHz,
CDCl13): 8,00 (d, J=2,2 Hz, 2H), 7,93 (dd, J=8,6, 2,2 Hz, 2H),
7,42-7,48 (m, 6H), 7,31-7,35 (m, 2H), 7,25-7,29 (m, 2H), 5,60
(d, J=0,2 Hz, 2H), 5,31-5,34 (m, 2H), 5,28 (d, J=9,1 Hz, 2H),
5,23-5,28 (m, 2H), 4,21 (dd, J=12,3, S,1 Hz, 2H), 4,15 (q,
J=7,4 Hz, 4H), 3,98 (dd, J=12,4, 2,2 Hz, 2H), 3,79-3,85 (m,
2H), 3,73 (s, 4H), 3,00-3,06 (m, 4H), 2,17 (s, 6H), 2,03
(s,6H), 2,01 (s, 6H), 1,98 (s, 6H), 1,81-1,85 (m, 4H), 1,26
(t, J=7,5 Hz, 6H). IR (NaCl): 1747, 1680 cm-t.

Stuperi 2: Per—acetat (0,43 g, 0,33 mmol) se rozpusti v
acetonitrilu (4 ml) a roztok se michad s 2N hydroxidem sodnym
(1,8 ml, 3,6 mmol). Po 18 hodindch pri teploté mistnosti se
reakéni smé&s zneutralizuje iontomé&nidovou pryskyfici Dowex SOW
v kyselé formé& a tékavé sloZky se odstrani za sniZeného tlaku.
Prec¢isténim c¢4sti zbytku HPLC na reverzni fazi se ziska
1,6-bis~[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(a-D-mannopyranosyloxy)-
fenyl]-1,6-bis—oxohexan ve formé& bilé pevné latky o t.t.:
127-129 0C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-de¢): 7,98 (d, J=8,8 Hz, 2H),
7,90 (s, 2H), 7,35-7,48 (m, 8H), 7,27 (d, J=8,6 Hz, 2H), 5,53
(s, 2H), 3,71 (s, 2H), 3,66 (s, 4H), 3,60 (d, J=11,4 Hz, 2H),
3,42-3,51 (m, 6H), 3,28-3,35 (m, 2H), 3,07-3,15 (m, 4H),
1,67-1,73 (m, 4H), IR (KBr): 3430, 1716, 1672 cm-1. Analyza:
vypoéteno pro Cse¢Hs0018.0,6 TFA: 59,10 % C, 5,32 % H.
Nalezeno: 58,92 % C, 5,68 % H.

Priklad 8

1,3,5-tris~[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-D~mannopyranosyl-
oxy)fenylmethyl]benzen.
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Stupen 1: 1,3,5-benzentrikarbonyltrichlorid (1,0 g, 3,8
mmol) se rozpusti v 1,2-dichlorethanu (20 ml). Prida se
chlorid hlinity (2,6 g, 18,8 mmol) a potom methylester
3-(2-methoxyfenyl)fenyloctové kyseliny (4,8 g, 18,8 mmol) a
smés se zahfiva pres noc pri 65 OC. Po ochlazeni v ledové
lazni se pomalu pridad ledova voda (20 ml). Organické podily se
vyizoluji a vodny podil se extrahuje methylenchloridem (3 x 5
ml). Organické podily se spoji, vysud3i se (MgSOs) a zahusti se
za sniZzeného tlaku. Prfec¢i3ténim zbytku rychlou chromatografii
(Si02, gradientova eluce hexan aZ hexan/ethylacetat 1:1) se
ziskad triketon 33 (f=1), (1,05 g, 30 %). !H NMR (400MHz,
cbCls): 8,38 (d, J=1,sHz, 3H), 7,93 (m, 3H), 7,80-7,83 (m,
3"H), 7,45 (m, 6H), 7,38 (t, J=7,3 Hz, 3H), 7,21-7,29 (m, 3H),
6,95 (dd, J=8,76, 1,44 Hz, 3H), 3,88 (s, 9H), 3,67 (s, 6H),
3,66 (s, 9H) ppm. IR (NaCl): 1734, 1654 cm-1.

Triketon 33 (3,13 g, 3,4 mmol) se rozpusti v
dichlormethanu (16 ml), ochladi se v ledové lazni a zpracuje
se s triethylsilanem (3,8 ml, 23,7 mmol), kyselinou
trifluoroctovou (2,6 ml, 33,8 mmol) a diethyletheratem
trifluoridu boru (4,3 ml, 33,8 mmol). Smés se micha pri
teploté mistnosti | hodinu a pak se smisi s vodou (25 ml).
Organické podily se vyizoluji a vodny podil se extrahuje
methylenchloridem (3 x S ml). Organické podily se spoji,
vysusi se (MgSOs4) a pak se zahusti za sniZeného tlaku. Rychlou
chromatografii zbytku na silikagelu s pouZitim
hexan:ethylacetat 3:1 a zahu3ténim se ziska 1,3,5-tris-[3-
(3-karbomethoxymethylfenyl)-4—(2-methoxy)fenylmethyl]benzen
(0,88 g, 28 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 7,38-7,43 (m, 6H),
7,33 (t, J=7,68 Hz, 3H), 7,23 (s, 3H), 7,14 (d, J=2,2 Hz, 3H),
7,08 (dd, J=8,08, 1,84 Hz, 3H), 6,90 (s, 3H), 6,85 (d, J=8,4
Hz, 3H), 3,89 (s, 6H), 3,76 (s, 9H),3,68 (s, 9H), 3,66 (s, 6H)
ppm. IR (NaCl): 1738 cm-1,
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Stupen 3: Cast A: 1,3,5-tris-[3-(3-karbomethoxymethyl-
fenyl)—-4-(2-methoxy)fenylmethyl]benzen (0,88 g, 1,0 mmol) se
rozpusti v dichlormethanu (S ml) a zchladi v lazni suchy
led/aceton. Potom se pomalu prida tribromid boru (0,7 ml, 7,0
mmol) a smés se michad 2 hodiny pfi 0 OC a pak se smicha s
vodou s ledem (10 ml). Organické podily se vyizoluji a vodny
podil se extrahuje methylenchloridem (3 x5 ml). Organické
podily se spoji , vysusi se (MgS0Os) a zahusténim ve vakuu se

ziska 0,82 g surového produktu.

Cast B: Zbytek ziskany v ¢4sti A se smisi s methanolem
(20 ml) a prfida se kyselina sirovd (1 ml). Tato smés se
zahitivid pri teplotd zpétného toku pres noc a pak se zahusti za
sniZeného tlaku. Zbytek se smisi s dichlormethanem (20 ml) a
nasycenym roztokem hydrogenuhliéitanu sodného (10 ml).
Organicka faze se oddé&li, vysusi se (MgSOs) a zahusti se za
sniZeného tlaku. Rychlou chromatografii zbytku pres silikagel
smési hexan:ethylacetat 1:1 a nadslednym zahusténim se ziskéa
1,3,5-tris-[3-(3~karbomethoxymethylfenyl)-4-(2-hydroxy)-
fenylmethyl]benzenu (0,63 g, 75 %). !H NMR (400 MHz, CDCl3):
7,20-7,50 (m, 12H), 7,0 (d, J=2,2 Hz, 2H), 6,98 (s, 2H), 6,95
(dd, J=8,08, 2,2 Hz, 2H), 6,83 (s, 3H), 6,77 (d, J=8,44, 3H),
3,85 (s, 6H), 3,69 (s, 9H), 3,66 (s, 6H) ppm. IR (NaCl): 3429,
1737 cm-1.

Stupen 4: Trifenol (0,62 g, 0,7 mmol) se rozpusti v
{,2-dichlorethanu (4 ml), pridad se pentaacetat a-D-mannosy
(1,4 g, 3,7 mmol) a potom se pomalu prida etherat trifluoridu
boru (1,6 ml, 13,3 mmol). Tato smés se micha pfes noc pri
teploté mistnosti a pak se smisi s vodou (10 ml). Organicky
podil se odd&li a vodny podil se extrahuje dichlormethanem (3

X 2 ml). Organické frakce se spoji, vysusi se (MgSOs) a




zahusti se za sniZeného tlaku. Pre&idténim zbytku rychlou
chromatografii (Si0O2, gradientovi eluce, hexan aZ 2:1
ethylacetat:hexan) se ziské
1,3,5-tris-[3-(3~karbomethoxymethylfenyl)-4-(2-(2,3,4,6-
tetra—-0O-acetyl)—-a-D-mannopyranosyloxy)fenylmethyl]benzenu (0,9
g, 67 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6,98-7,50 (m, 21H), 6,86
(s, 3H), 5,26 (m, 3H), 3,90-3,93 (m, 6H), 3,89 (s, 6H), 3,71
(s, 6H), 3,66 (s, S9H), 1,94-2,13 (m, 36H) ppm. IR (NaCl): 1745
cm- 1,

Stupeni 5: Per—acetat (0,88 g, 0,48 mmol) se rozpusti v
acetonitrilu (2 ml) a zpracuje se s monohydratem hydroxidu
lithného (0,4 g, 9,6 mmol) ve vodé (2 ml). Smés se micha pri
teploté mistnosti pres noc a potom se okyseli kyselinou
chlorovodikovou na pH 2. Tato smés se zahusti za sniZeného
tlaku a preéisténim zbytku HPLC (reverzni faze C-18,
gradientovid eluce 20-80% acetonitrilem ve vodé, detekce pri
254 nm) se ziskad 1,3,5-tris-[3-(3-karboxymethylfenyl)—-4-(2-a-
D-mannopyranosyloxy)fenylmethyl]benzenu (0,35 g, S7 %) ve
formé bilé pevné 1latky o t.t.: 155-158 OC. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de¢): 7,27-7,34 (m, 9H), 7,17-7,22 (m, 9H), 7,08-7,10 (dd,
J=8,44, 1,70 Hz, 3H), 7,0! (s, 3H), S,24 (s,3H), 3,85 (s, 6H),
3,33-3,64 (m, 24H) ppm. IR (KBr): 3431, 1710 cm-!. Analyza:
vypo&teno pro Ce9H72024.1,0 TFA: 60,94 % C, 5,26 % H.
Nalezeno: 60,85 % C, 5,23 % H.

Priklad 9

1,3,5-tris-[4-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(a—-D—-mannopyranosyl—
oxy)fenyl]-4~-oxo-2-thiobutyl]benzen.

Stupenn 1: Ethylester 3-(2-(2-,3,4,6~tetra-0~acetyl—-a-D-
mannopyranosyloxy)fenyl)fenyloctové kyseliny (0,32 g, 0,547
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mmol) a broacetylbromid (0,06 ml, 0,689 mmol) se rozpusti v
dichlorethanu (3 ml) a ochladi v lazni suchy led/aceton. Tato
smé&s se zpracuje chloridem hlinitym (1,45 g, 10,9 mmol) a
uvedend lazen se nahradi lazni led-voda. Po 15 minutach se
reakéni smés smisi s vodou (25 ml) a michd se 15 minut.
Oganické podily se oddéli a vodny podil se extrahuje
dichlormethanem (3 x 2 ml). Organické podily se spoji, vysusdi
se (MgS04) a pak se zahus$ténim za sniZeného tlaku ziska 0,387
g produktu, ktery se pouZije bez daliiho ¢isténi. INMR (400
MHz, CDC13): 8,03 (d, J=2,5 Hz, 1H), 7,95 (dd, J=8,8, 2,5 Hz,
tH), 7,41-7,47 (m, 3H), 7,35 (m, 1H), 7,31 (d, J=8,8 Hz, 1H),
5,62 (d, J=t,8 Hz, 1H), 5,21-5,34 (m, 3H), 4,42 (s, 2H),
4,10-4,25 (m, SH), 3,99 (dd, J=12,1, 2,2 Hz, 1H), 3,80-3,85
(m, 1H), 3,74 (s, 2H), 2,18 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,02 (s,
3H), 1,98 (s, 3H), 1,26 (t, J=8,0 Hz, 3H). IR (NaCl): 1746,
1220 cm-1.

Stupen 2: 1,3,5-tris—(merkaptomethyl)benzen (102 mg, 0,47
mmol) v THF (1 ml) se zpracuje s hydridem sodnym (59,8 mg,
1,49 mmol) a tato smés se micha 30 minut p#£i teploté
mistnosti. Pfid4d se roztok a-bromketonu ze stupné 1 (1,02 g,
1,44 mmol) v THF (2,0 ml) a smés se micha pri teploté
mistnosti pres noc. Reakéni smés se smisi s vodou (10 ml) a
extrahuje ethylacetatem (3 x 5 ml). Organické podily se spoji,
vysuii se (MgSO4) a zahusti se za sniZeného tlaku. Predéisténim
zbytku rychlou chromatografii (Si0O2, gradientova eluce,
hexan/ethylacetat 3:1 a2 1:1) se ziska 1,3,5-tris-[4-[3-(3-
karboethoxymethylfenyl)~4-(2,3,4,6-tetra~-0-acetyl-a-D-
mannopyranosyloxy)fenyll}l-4-oxo—-2-thiobutyllbenzenu (0,59 g, 60
%). 'H NMR (400 MHz, CDC13):7,98 (d, J=2,5 Hz, 3H), 7,89 (dd,
J=8,8, 2,5 Hz, 3H), 7,40-7,46 (m, 6H), 7,25-7,35 (m, 12H),
5,61 (s, 3H), 5,22-5,33 (m, 9H), 4,10-4,25 (m, 10H), 3,97 (dd,
J=12,1, 2,2 Hz, 3H), 3,78-3,84 (m, 3H), 3,72 (s,6H), 3,69 (s,
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3H), 3,64 (s, 3H), 2,16 (s, 9H), 2,02 (s, 9H), 2,01 (s, 9H),
1,97 (s, 9H), 1,25 (t, J=8,0 Hz, 9H). IR (NaCl): 1747, 1219

cm-1,

Stupen 3. Triester per—acetatu ze stupné 2 (0,59 g, 0,28
mmol) se zpracuje s roztokem derstvé pripraveného methoxidu
sodného (93 mg, 4,04 mmol ve 3 ml methanolu) a smés se micha
pri teplotd mistnosti pres noc. Vytvorenad sraZenina se oddéli
vakuovou filtraci a promyje se nékolikrat smési THF/methanol
2:1 a vysuSenim ve vakuu se ziskad 0,38 g bilé pevné latky.
Tato pevnd latka se rozpusti ve vodé (12 ml), k upravé pH na
14 se pridad kydroxid sodny 2N a smés se micha 4 hodiny pri
teploté mistnosti. Pak se reakéni smés okyseli iontoménidovou
pryskyrici v kyselé formé& Dowex S50W, zfiltruje se a tékavé
podily se odstrani za sniZeného tlaku. Podil vodného zbytku se
predisti chromatografii na reverzni f4zi a ziska se
1,3,5-tris—[4-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(a~D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]-4-oxo-2-thiobutyllbenzenu ve formé bilé pevné latky
o t.t.: 140-143 OC. !H NMR (400 MHz, DMSO-de¢): 7,95 (dd,
J=8,8, 2,5 Hz, 3H), 7,89 (d, J=2,2 Hz, 3H), 7,32-7,45 (m,
12y, 7,26 (d, J=7,3 Hz, 3H), 7,16-7,20 (m, 3H), 5,54 (s, 3H),
5,05 (br s, 3H), 4,85 (br s, 3H), 4,70 (br s, 3H), 4,50 (br s,
3H), 3,88-3,92 (m, 6H), 3,58-3,73 (m, 18H), 3,40-3,49 (m, 6H),
3,30-3,40 (m, 6H plus H20). IR (KBr): 3429, 1708, 1669 cm-1.
Analyza: vypoéteno pro C75H78027S3.1,8 TFA: 55,12 % C, 4,79 %
H. Nalezeno: 55,14 % C, 5,20 % H.

Pfiklad 10

Stanoveni vazby

Stanovi se schopnost inhibice vazby E-, P- a nebo
L-selektinu k sialyl-LewisX.
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E-selektinové stanoveni vazby zahrnuje hodnoceni bunék HL
60 které exprivuji sialyl-Lewisx a Lewis ve vztahu k &isténym
E-selektinovym, P-selektinovym a L-selektinovym rekombinantnim
proteinim (stanoveni bunka-protein). Podobné stanoveni vazby
které vyuziva ¢isténé glykolipidy a ¢istény L-selektinovy
rekombinantni protein (glykolipid-protein) se pouZije k

hodnoceni L-selektinové vazby.

Stanoveni bunka-protein

E-selektin, P-selektin a L-selektin se exprivuji v
rekombinantni rozpustné formé jako fusni proteiny majici
aminoterminadlni lektin, EGF, a "repeaty" (CR) podobné
"repeatum" regulujicim komplement 1 a 2 navazany na pantovy
region a konstantni regiony té&Zkych retézcti | a 2 mysich
IgG2acDNA. Viechny selektinové fasni kazety byly generovany
pomoci PCR z E-selektin c¢cDNA ziskané od R & D Systems
(Minneapolis, MN) a z P-selektin a L-selektin cDNA které
byly PCR klonovadny z celkové RNA extrahované z lidské
placenty. Mysi IgG cDNA se klonuje z PCR amplifikované cDNA
generované z RNA extrahované z hybridni bunéé&né linie 402C10.
Viechny fuasni kazety se exprivuji z bakulovirovych vektorau za
pouziti zpasobu BakPAK a SF21 bunék od Clonetech.

Rekombinantni fusni proteiny se purifikuji ze supernatantu
bakulovirem infikovanych kultur imunosrédZenim za pouziti
DynaluT™ | magnetickych perlidek, potaZenych kozim anti-my&im
IgG. Srovnavaci perlidky byly generovaAny ze supernatantu
kultur neinfikovanych SF21. Po imunosrdZeni, perlicky
inkubované s kulturami srovnavacich supernatantd nevazi bunky
HL60 které exprivuji sialyl-LewisX a jsou negativni kontrolou.

Perli¢ky inkubované ze supernatantt kultur E-, L- nebo P-




selektinu nevazi bunky HL6O.

HL60 bunky (107 bunsék) se fluorescen¢né oznaéi
kalceinem AMC-3099 (Molecular Probes) v RPMI 1640 s 10%
fetalniho teleciho sera (FCS). Magnetické perlicky (7 pl, 4 x
106 perlicek/ml) se inkubuji paralelné v jamkach flexibilni 96
jamkové mikrotitraé&ni plotny spoleéné se 7 pl sloudeniny o
ruznych koncentracich a 7 pl HL60 bunék znacdenych kalceinem.
Plotny se inkubuji deset minut prfi teploté mistnosti. Pak se
plotna umisti na magneticky seprdtor a inkubuje se jedté dvé
minuty. Pri umisténi ploten na separidtoru se nenavidzané buiky
HL60 odstrani a jamky se promyji dvakrat salinickym fosfatovym
pufrem (PBS) k odstranéni pripadné zbyvajicich nenavadzanych
bunék. Bunky zbyvajici na perli&kach se zhodnoti mikroskopicky
a pak se rozlozi pridavkem 50 ml 1% roztoku NP40 v PBS. Vazba
se pak kvantifikuje fluorimetricky za pouziti fluorimetru
Cytofluor 2350 Millipore. Stanovi se krivky davka-odezva a
koncentrace slouéeniny vyvolavajici 50% inhibici navazani
bunék (ICso).

Sloudeniny uvedené v nasledujici tabulce jsou ty
sloudeniny, které se ukazaly byt v tomto prikladé jako zvlaste

vyhodné.
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Tabulka vysledkd in vitro selektin—-stanoveni

Slou¢enina n = E-selektin P~selektin L-selektin
nebo ICs0 (mM) ICso0 (mM) ICs0 (mM)
m/p nebo % inhib./nebo % inhib. nebo % inhib./
sloué. (mM) (mM) (mM)
A-4 4 5.0 25 2.0
A-5 5 0.4 03 0.3
A-6 6 0.5 0.07 0.56
A-7 7 0.5 0.4 0.75
A-D 9 1.0 ’ 1.0 1.0
B-m m 071 0.22 3.0
| B-p p 2.0 2.0 3.0
| C 2.5 0.7 072
D 2972 0.5 5.0
E 3.27 0.54 T4
F 4 1.0 1.0 3.0
G 1.5 1.0 073
H 0.7 0.2 0.5
J 4.0 073 2.0
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucdenina vzorce :

OH OH

HO OH

(ID)

kde X je vybran ze skupiny, zahrnujici

~-CN, ~(CH2)aCO2H, —(

CH2) nCONHOH, -O(CH2)aCO2H,

—0-(CH2) nCONHOH, -(CH2)nCONHNH2, -(CH2)aCOZ, -(CH2)aZ,

—~CH(CO2H) (CH2) uCO2H,
-CH(0Z) (CO2H), -CH(Z
-NH(CH2)wCO2H, ~CONH
-0OH;

Pro divalentni
-CO(CH2) fCO-, —(CH2)

~(CH2)nO(CH2) nCO2H, -CONH(CH:2)aCO2H,
) (COz2H), —(CH2)aSO3H, —-(CH2)aPO3D1D2,
(CHR3)CO2H, (1-H-tetrazolyl-5-alkyl-) a

struktury je Y -(CH2) ¢—,
tO(CH2)t—, —-CO(CH2) tO(CH2) tCO-

~(CH2) tS(O)b(CH2) £S(0) b (CH2) g-,

-CO(CHz)¢S(O) b (CH2) ¢
-(CH2) tCOVCO(CH2) £—,

S(0)b(CH2)gCO-, —(CH2)¢V(CH2) -
—-CO(CH2) fCOVCO(CH2) £ CO-,
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—CO(CHz) fV(CH2) £tCO-, —-CONH(CH2) ¢NHCO-, -CO(CH2)tW(CH2) £CO-,
—((CH2) tWSW(CH2) £—,

= (CH2) tCONH(CH2) tNHCO(CH2) f—-, —(CH2) tCOW(CH2) tWCO(CH2) f nebo
~CH2 (CH2) tW(CH2) tCH2—, kde V je ~-N[(CH2)q]2N- a g je nezavisle
2 aZ 4 a W je aryl nebo heteroaryl;

Pro trivalentni struktury je Y

RZ'X

X7 | '
5/‘ 7 CH2) b~
Ry 1)

OH

a T je vybran ze skupiny, zahrnujici —(CH2)¢-. -CO(CH2)¢-,
-(CH2)gS(0O)b(CH2) t— a —-CO(CH2)gS(O)b(CH2)t~, kde karbonylova
skupina je umisténa ve styku s bifenylovou jednotkou;

R1 a Rz jsou nezavisle vybrany ze skupiny, zahrnujici
vodik, alkyl, halogen, -0Z, -NO2, —(CH2)aCO2H, -NH, a -NHZ;

R3 je vybran ze skupiny, zahrnujici vodik, alkyl,
aralkyl, hydroxyalkyl, aminoalkyl, alkylkarboxylovou kyselinu
a alkylkarboxamid:

f je 1l a2z 16, g je 0 az 6, n je 0 a2z 6, m je 1 az 6, p
je 0 az 6, b je 0 az 2, 7 je alkyl, aryl nebo aralkyl, D1 a D2

nezdvisle znamenaj{ vodik nebo alkyl, a jejich farmaceuticky
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prijatelné soli, estery, amidy a proléédiva.

2. Sloucéenina vzorce

X—QJ e
GF #zv

()

kde X je —COOH, —(CH:2)nCOOH nebo ~O(CH2)aCOOH a Y je
-(CH2) n-, -(CH2)aW(CH2)n-, —(CH2)aWOW(CH2)n~-
~(CH2)nS(CH2)nS(CH2)n—, -CO(CH2)nCO-, nebo
—(CH2) nCOW(CH2) nWCO(CH2) n— kde W je aryl nebo heteroaryl a n
0 az 6, a jejich farmaceuticky prijatelné soli, estery, amidy

a proléciva.

3. Sloudenina podle naroku 2 kde Y znamena -(CH:2)t- nebo
CHz2 (CH2) tW(CH2) sCH2-.

4. Sloucdenina podle naroku 2 kde X znamena 3-CH;CO2H a Y
znamend (CH2)f— nebo —-CH2 (CH:2) fW(CH2) fCH2.

S. Sloudéenina vybrana z:
1,7-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyllheptan,
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1,6-bis~[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl ]hexan,

1,5-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)—-4—(2~a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]pentan,

1,4-bis—[3-(3-karboxymethylfenyl)—-4-(2-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]butan,

N,N'-bis-[4-(3-(3-karboxymethylfenyl)-4—(a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]lbutan—-1-oyl]-4,4'-trimethylendipiperidin,

S,S'-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2—-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenylprop-1-yl1]-1,3-dithiopropan,

1,7-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2~a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]l-1,7-bis~oxoheptan,

1,6-bis—[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-D-mannopyranosyl-

oxy)fenyl]-1,6-bis~oxohexan,

1,5-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)—-4-(2-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]-1,5-bis-oxopentan,

1,4-bis-[3-(3-karboxymethylfenyl)—-4-(2-a-D-mannopyranosyl—
oxy)fenyl]—-1,4~-bis~oxobutan,

1,3,5-tris-[3-(3-karboxymethylfenyl)-4-(2-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenylmethyl )benzen, a

1,3,5-tris—-[4-[3-(3~-karboxymethylfenyl)-4~(a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]-4-oxo0-2-thiobutyl]benzen.
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6. 1,6-bis—[3-(3-karboxymethylfenyl)-4—-(2-a-D-mannopyranosyl-
oxy)fenyl]lhexan.

7. Farmaceuticki kompozice vy znacédujici se tim,
7e obsahuje sloucdeninu podle naroku 1 a farmaceuticky

prijatelny nosigd.

8. Zpusob inhibice vazby E-selektinu, P-selektinu nebo
L-selektinu k slLex nebo k sLea vy znac¢ugjici se t i
2e zahrnuje podani ué¢inného mnoZstvi sloucéeniny podle naroku 1

pacientovi.

9. Zpusob inhibice vazby E-selektinu, P-selektinu nebo
L-selektinu k sLex nebo k sle2 vy znac¢ugjici se t i
2e zahrnuje podani déinného mnoZstvi 1,6-bis-[3-(3-karboxy-
methylfenyl)-4-(2-a~D-mannopyranosyloxy)fenyl]hexanu

pacientovi. CONA




