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Anotace:

Disacharidovy synthon {benzyl-2-acetamido-2-deoxyB-D-
glukopyranosyl-(1 ->4)-2-acetamido-2-deoxy-3-0-[1-(R)-
karboxyethyl-a-D-glukopyranosid) vzorce I a Jjeho pouitf pti
syntéze muramylovych glykopeptidil zaloZenych na molekule
GMDP obecného vzoree [X. Litka vzorce | se pfipravi tak, e
jako glykosylakceptor se pfi jeji syntéze pouZije derivat
kyseliny muramové vzorce H, ktery se pfipravi z latky vzorce
IT1. Ta se 3-O-alkylact kyselinou 2-brompropionovou a
naslednou esterifikaci pfevede na litku vzorce [V, kterd se
pfevede oditépenim isopropylidenové skupiny na ltku vzorce
V, jejiZ parcidlni benzoylaci benzoylimidazolem se zisk4 latka
vzorce 11, Reakci latky O s 3,4 b-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-
ftalimido-3-D-glukopyrancsylbromide m se ptipravi disacharid
vzorce VI, ktery se pfevede postupnym odstranénim
alkalilabilnich chranicich skupin na latku vzorce VI, jejiz N-
acetylaci se ziskd latka vzorce I. Synthon vzorce | se reakei s
bis(pentatluorfenyl)karbondtem prevede na latku vzorce X,
kterd reakei s peptidovou komponentou poskytne latku
obecného vzorce X1, kde substituent X je peptidovy zbytek.
Od3tépenim chrinicich skupin latky obecného vzorce X1, za
podminek danych jejich charakterem, se ziskd miramyiovy
glykopeptid zalozeny na molekule GMDP obecného vzorce
EX, kde substituent X je peptidovy zbytek.
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Derivaty kyseliny glukesaminylmuramové

Oblast techniky

Vynilez se tyka derivatd kyseliny glukosaminylmuramové (kyseliny 2—-amino-2-deoxy—p—D-
glukopyranosyl—( 1 —4)-N-acetylmuramové) a zpiisobu jejich pipravy a pouziti pi syntéze glu-
kosaminylmuramylovych glykopeptidi, tj. disacharidovych analogii muramylovych glykopepti-
di.

Dosavadni stav techniky

Imunofarmaka predstavuji novou skupinu 16&iv, ktera ma jiz nezastupitelnou alohu v moderni
klinické praxi. Naru$eni obranyschopnosti organismu v disledku negativaich zmén Zivotniho
prostfedi, narist vyskytu patogennich mikroorganismd rezistentnich k antibiotikiim, a infek&nich
chorob poskozujicich imunitu (napf. AIDS), stejné jako Casté pouzivéni imunosuprimujicich
lé¢ebnych postupd, napi. pti radio— a chemoterapii nadorovych onemocnéni a po transplantacich,
pfedstavuji zdvazny medicinsky problém. Rovnéz soudasny trend prejit od Zzivych vakcin
k bezpeénéjdim semisyntetickym, rekombinantnim a syntetickym vakcindm vyzaduje nova
strukturné definované adjuvans. Proto je v posledni dob& vénovana znacné pozornost vyvoji latek
s imunostimulagni aktivitou, scilem ziskat: a) bezpe&n4, strukturng definovand adjuvans pro
proteinavé, peptidové a DNA-vakciny, b) stimulatory nespecifické antiinfek&ni a protinddorove
imunity, ¢) stimulatory krvetvorby (hemopoézy).

OH oH
EEAI IO
AcHN Q ¥y r OH

HyG-CH-CO-L-Ala-D-isoGin /nm n

Peptidoglykan n = 10 - 100, GMDP n = 1

Obr. 1 Peptidoglykan a jeho fragmenty

Vyznamnymi predstaviteli této skupiny latek jsou muramyloveé glykopeptidy, tj. latky odvozene
od fragmenti peptidoglykanu bunééné bakteridlni stény (Obr. 1). Jedna se predeviim o latky
odvozené od minimalni imunoadjuvantni jednotky, ,,muramyldipeptidu” (MDP) a zakladni opa-
kujici se disacharid-dipeptidové jednotky, ,.glukosaminyl-muramyl-dipeptidu™ (GMDP).

V uplynulych dvou desetileti bylo syntetizovino znaéné mnoZstvi analogi MDP a nékolik ana-
logh GMDP, s cilem zvysit strukturnimi zménami specificitu terapeutického a&inku a potladit
nezddouci vedlej$i projevy, zejména pyrogenitu. Toto dsili poskytlo nékolik latek, které s staly
predmétem zajmu farmaceutického primyslu (pro pfehled lit.' ™).

Z latek odvozenych od MDP je jako terapeutikum nejdale ve vyvoji preparat Romurtid” (MDP-
Lys-L-18) zalozeny na molekule MDP prodlouZené v peptidové &asti o lysin substituovany stea-
roylovym zbytkem. Romurtid™ je méné pyrogenni nez MDP a aspésné progel klinickymi zkous-
kami. Hlavnim smérem jeho praktické aplikace je stimulace krvetvorby poskozené u pacientd
podrobenych radioterapii nebo chemoterapii’. Urychleni normalizace poétu neutrofil v perifer-
ni krvi je dilezité z hlediska sniZeni rizika infekce u imunosuprimovanych pacientd®’. Romur-
tid" je rovnéz schoPen Zvyiit ptirozenou imunitu proti virovym® a bakterialnim™" infekeim a
nadorovému bujeni''.

GMDP ma ve srovnani s MDP vy33i imunoadjuvantni aktivitu a je méné pyrogenni. Proto se
latky odvozené od GMDP jevi perspektivnéjsi jako potencialni imunoterapeutika, neZ latky odvo-
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zené od MDP?. Na molekule GMDP zalozeny preparat Likopid™ je prvnim imunoterapeutikem
typu muramylovych glykopeptidii zavedenym do klinické praxe. Likopid ™ byl vyvinut a registro-
van ruskou firmou Peptek jako imunoterapeutikum s Sirokou aplika¢ni oblasti. Jedna se o posileni
imunity a prevenci infekci komP]ikujicich post-traumatické, post—operativni, post—chemo a
radioterapeutické obdobi pacienti’>. Dale je to lé&ba infekénich onemocnéni, jako jsou tuberkuld-
za, cervikalni lidsky papilomavirus, oftalmické herpetické infekce, psoriaza (nezidova i exsuda-
tivni forma) a lécba hnisavych a zan&tlivych procest. PFi 16¢b& infek&nich onemocnéni Likopid™
méZe byt pouzit samostatné nebo v kombinaci s antibiotiky a antiviralnimi latkami'’, Vediejsi
uéinky léku jsou u pacientil spojeny s pyrogenitou vazanou na jeho aktivni slozku GMDP.

Firma ImmunoTherapeutics, Inc., North Dakota, USA, vyviji lipofilni analogy GMDP, tj. . disa-
charidtripeptid—glyceroldipalmitat™ (DTP-GDP), modifikovany v karboxyterminaini ¢asti pepti-
doveého tetézce glycerol-dipalmitatovym zbytkem, a jemu strukturné blizku GMTP-N-DPG,
modifikovany v karboxytermindlni ¢asti peptidového fetézee dipalmitoylpropylamidovym zbyt-
kem. DTP-GDP byl navrzen jako potencialni imunoterapeutikum nadorovych onemocnéni'’.
Latka aplikovana v liposomech je (&inna pii terapii metastazujicich nadorti jater'>. DTP-GDP
prosel aspésné fazi 11 Klinickych zkousek, ale je silng pyrogenni’. Jeho hlavnimi vedlejsimi
ucinky jsou, vedle zvyiené teploty, tfesavka, nevolnost a hypotenze. GMTP-N-DPG se ukazuje
byt perspektivni jako adjuvants k navozeni buné¢né imunity pii konstrukci vakein nové generace
proti nékterym zavaznym infek&nim onemocnénim (napt. AIDS, tuberkuléze a malarii)'®".

Nekteré z vyse jmenovanych analogl jsou soudasti vyrabénych adjuvans. Jako priklady lze uvést
Gerbu Adjuvant™, jehoz souéasti je GMDP (CC Biotech Corporation, USA), InmTher ", obsa-
hujici DTP-GDP a Theramide™ obsahujici strukturné DTP-DPP (GMTP-N-DPG) (Immuno-
Therapeutics, USA), ref's,

Hlavnim problémem pfi syntéze muramylovych glykopeptidi odvozenych od GMDP je dostup-
nost jejich sacharidové slozky. Syntéza oligosacharidii pfedstavuje stale naroény dkol, zejména
pak u sekvenci obsahujicich jednotky odvozené od D—glukopyranosy spojené B(1—4) glykosi-
dickou vazbou, s ohledem na nizkou reaktivitu OH(4) skupiny”*'. Dosud zndmé syntetické pos-
tupy pro pfipravu disacharidové komponenty GMDP pfedstavuji naroény proces charakterizova-
ny znaénym poctem syntetickych stupfit a s tim spojenou nizkou efektivitou. Tyto syntézy lze
rozdélit, podle glykosylakceptoru pouzitého pii glykosylaéni reakei, kterd je kli¢ovym krokem
pii vystavbé disacharidové jednotky, do tfech skupin: (a) glykosylace s acyklickym prekurzorem
kyseliny muramové™?®, (b) glykosylace s cyklickym prekurzorem kyseliny muramové® ™, (c)
glykosylace s cyklickym derivatem kyseliny muramové™ . Proto se v oblasti syntézy GMDP a
od n&j odvozenych analogli uplatiiuje vedle syntézy de novo i semisynteticky pfistup. P¥iprava
cukerné sloZky je zaloZena na biotechnologickém procesu piipravy bakterialni masy fermentaci,
parcialni enzymatické hydrolyze bakterialnich stén a naro¢né izolaci disacharidové jednotky
pomoci chromatografickych technik. Takto ziskané sacharidova komponenta, tj. kyselina 2-acet-
amido—2—deoxy—p—D—glukopyranosyl-{ 1 >4)-N-acetylmuramova (B-D-GlcNAc—1->4)
MurNAc), je nasledné kondenzovana s peptidovou komponentou'™>**, Semisynteticky postup je
aplikovan jak ruskou firmou Peptek pii piipravé G¢inné slozky léciva Likopid " (GMDP), tak i
firmou ImmunoTherapeutics, Inc. z USA pfi ptipravé analogh GMDP (DTP-GDP) a GMTP-N-
DPG) vyvijenych jako imunoterapeutika, a modifikovanych v karboxyterminalni &asti peptidové-
ho fetézce lipofilnim zbytkem. Pfes zdanlivou jednoduchost semisyntetického postupu jsou jeho
nevyhodou 3patnd reprodukovatelnost a standardizace biotechnologického procesu produkce
disacharidové komponenty. Pritom reprodukovatelnost a standardizace vyrobnich procesa je
jednim z hlavnich kriterif pfi vyrobé [é8iv a jejich substanci.

Omezujicim faktorem pii zavadéni imunoterapeutik zalozenych na GMDP do praxe je kompliko-
vand dostupnost jejich disacharidové slozky, tj. kyseliny 2-acetamido—2-deoxy—p—D-gluko-
pyranosyl 1—>4)-N-acetylmuramové (B-D-GlcNAc—~1->4)-MurNAc), respektive jejich deri-
vath. Tento problém fe$i predmétny vynalez vypracovanim efektivni syntézy disacharidového
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synthonu umoziiujiciho raciondlni syntézu muramylovych glykopeptidi, zalozenych na molekule
GMDP.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu jsou:

a) Disacharidovy synthon vzorce I,

OH OH
O
"o 2 0o
ACHH-{ AcHN
3C OBn
COOH

I
a
b) ZpGsob ptipravy disacharidového synthonu vzorce L.

Pii syntéze disacharidového synthonu vzorce I byl jako glykosyldonor pouZit 3,4, 6-tri—O-acetyl—
2-deoxy—2—ftalimido—B—D—glukopyranosylbromid ziskany dvoustupiiovou syntézou podle lit'
7 komeréné dostupného hydrochloridu D-glukosaminu. Jako glykosylakceptor byl pouZit derivat
kyseliny muramove, tj. benzyl-2-acetamido—6-O-benzoyl-2—deoxy—3-O-[1(R)}-
(methoxykarbony!)ethyl]-a—D-glukopyranosid vzorce Ii,

BzO

HO O

0
AcHN
HaC ‘( OBn
COOCH,

1)
jehoz ptiprava je rovnéz predmétem vynilezu.

Syntéza glykosylackeptoru vzorce 11 vychazi z benzyl-2-acetamido—2—deoxy—4,6-O-isopropy-
liden—o—D—glukopyranosidu vzorce Ili,

(CHg),C—0

\
fo

0

AcHN

[ OBn
ziskaného ve dvou syntetickych krocich podle lit.” z komeréné dostupného N-acetyl-D-glukos-
aminu.

3-O-Alkylaci latky vzorce 111 racemickou kyselinou 2-brompropionovou nebo jejim (S)-stereo-
isomerem v polamim aprotickém rozpoustédle a v pritomnosti silné baze (s vyhedou v dioxanu
nebo tetrahydrofuranu za pfitomnosti hydridu sodného) a naslednou esterifikaci vzniklé kyseliny
reakei s diazomethanem nebo jeji soli reakei s methyljodidem se ziskd benzyl-2-acetamido—2~
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deoxy—4,6—O-isopropyliden-3-0-[ 1< R){ methoxykarbonyl)ethyl]|-a—D—glukopyranosid
vzorce [V,

{CH3),C—0
\
o 0
O
AcHN

H:ﬁ‘( OBn
COOCH,

v

Acetatova chranici skupina latky vzorce IV se odstrani kyselou solvolyzou, s vyhodou pasobe-
nim iontoméni&e Dowex 50 v H" cyklu v suchém methanolu nebo zahiivanim ve vodné kyseling
octové, za vzniku benzyl-2-acetamido-2—deoxy-3—-0O-[ 1R} methoxykarbonyl)ethyl]-a-D—
glukopyranosidu vzorce V.

OH

HO O

0
AcHN
H3C'( 0Bn
COOCH,

A

Parcialni benzoylaci latky V, s vyhodou reakci s benzoytimidazolem v dichlormethanu, se ziskd
glykosylakceptor vzorce 11.

BzO
O
HO
AcHN
HaC OBn
COOCH,8
n

Reakei 3,4,6-tri-O-acetyl-2—deoxy—2—ftalimido—p—D—glukopyranosylbromidu, jako glykosyl-
donoru, s glykosylakceptorem vzorce Il v aprotickém rozpoustédle, promotovanou solemi t&2-
kych kovii (s vyhodou v dichlormethanu za pfitomnosti trifluormethansulfonanu stiibmého jako
promotoru) se ziska benzyl-3,4,6—tri-O-acetyl-2—deoxy-2—ftalimido—p~D-glukopyranosyl—
(1-»d4)}-2—acetamido—-6—-O-benzoyl-2—deoxy—3-O-[ I-(R)(methoxykarbonyl)ethyl—a~D-glu-
kopyranosid vzorce VI.

AcO BzO
o
O%%M/O O
=N PhtN AcHN
Hac‘( OBn
COOCH,
V1

Postupnym odstranénim alkalilabilnich chranicich skupin (tj. acetylové, benzoylové, methyleste-
rové a ftalimidové), s vyhodou pisobenim methoxidu sodného v methanolu, hydroxidu sedného
ve vodé a n-butylaminu v methanolu, se ziska benzyl-2-amino—2—deoxy~f-D—glukopyranosyl-
(1-»4)}-2—acetamido—2—deoxy—3-O-[ 1-{R)-karboxyethyl|]—a—D—glukopyranosid vzorce VII.
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OH OH
0
N 2 AcHN
Hac-( OBn
COOH
vl

N-acetylaci latky vzorce VII pisobenim anhydridu kyseliny octové ve vodé se ziska disacharido-
vy synthon vzorce I.

¢) Poutziti disacharidové synthonu vzorce 1 pfi syntéze muramylovych glykopeptidii zaloZenych
na molekule GMDP obecného vzorce [X,

OH OH
0 Q
Hﬂmom OH
AcHN AcHN
HC

kde substituent X je peptidovy zbytek.

Reake! disacharidového synthonu vzorce 1 s bis(pentafluorfenyl)karbonatem v polamim aprotic-
kém rozpoustédle v piitomnosti baze, s vyhodou v N, N—-dimethylformamidu za pfitomnosti NV~
methylmorfolinu, se ziska benzyl-2-acetamido-2-deoxy—-D-glukopyranosyl—(1 -»4}-2-acet-
amid0—2—deoxy—3—()—[l—(R)—(pentaﬂuorfenoxykarbonyl)ethyl}—a—D—glukopyranosid vzorce X
(kde PfP = pentafluorfeny!).

OH OH
H?.Mo/oﬁ}
AcH m AcHN
3C ‘( OBn

« COOPfp

Reakci pentafluorfenylesteru X (kde PfP = pentafluorfenyl) s peptidovou kompenentou
v polarnim aprotickém rozpoustédle v pfitomnosti baze, s vvhodou v N, N-dimethylformamidu za
pritomnosti triethylaminu nebo N-methylmorfolinu, se zisk4 chranény glykopeptid obecného

vzorce XI,
OH OH
Q
AcH N-I _{ AcHN
1C OBn

CO-X
X1

kde substituent X je peptidovy zbytek. Napiiklad reakci s benzyl esterem L-alanyl-D—isogluta-
minu (dostupnym podle lit.*’) se ziskd benzyl ester N-{2-O-[benzyl-2-acetamido—2—deoxy—B—
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D-glukopyranosyl— 1 »4)-2-acetamido—2,3—dideoxy—o—D-glukopyranosid-3-yl]+(R)-lak-
toyl}—L-alanyl-D—isoglutaminu (XI, kde substituent X je L-Ala-D—iso-GIn~OBn).

Hydrogenolytickym odstépenim benzylové chranici skupiny z redukujiciho konce sacharidové
&asti a chrénicich skupin $tépitelnych za téchto podminek z peptidového Fetézce (benzylové nebo
benzyloxykarbonylove) glykopeptidu obecného vzorce XI (s vyhodou za pouziti paladiového
katalyzatorn na uhli v kyseling octové), se ziska glykopeptid obecného vzorce IX. Naptiklad
hydrogenolyzou benzylovych skupin benzyl esteru N-{2-O-[benzyi-2-acetamido—2-deoxy-[-
D—glukopyranosyl- 1 >4 )-2-acetamido-2,3—dideoxy—a-D—glukopyranosid—3-yl}(R)-lak-
toyl}—L-alanyl-D—isoglutaminu (XI, kde substituent X je L-Ala—D—iso-GIn—OBn) na paladio-
vém katalyzatoru na uhli v kyseliné octové se ziskd 2-acetamido-2-deoxy—P-~D-glukopyrano-
sy(1—4)-N-acetylmuramy|-L—-alanyl-D-isoglutamin (GMDP) (IX, kde substituent X je L—
Ala-D-iso~Gin-OH).

Pfedmétem vynalezu je nasledovné dolozen pfiklady provedeni, aniZ se tim jakkoliv omezuje.

Priklady provedeni vynilezu

Priklad |

K michanému roztoku benzyl-2-acetamido—2—deoxy~4,6-O-isopropyliden—a—-D-glukopyrano-
sidu vzorce 111 (24,6 g, 70 mmol) v suchém dioxanu (270 ml) se pfi teploté mistnosti pfida hydrid
sodny (9,0 g, 375 mmol) a smés se za michani zahtiva 2 h na 90 °C. Smés se ochladi na teplotu
mistnosti, pfida se kyselina 2-brompropionové (9,0 ml, 100 mmol) a smés se michani zahfiva 6 h
na 65 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti, se pfebyteény hydrid rozlozi vodou; ke smési se za
michani pfida pevny oxid uhli¢ity a voda (20 ml). Smés se za vakua odpafi. Odparek se rozpusti
ve vodé (450 ml) a roztok se za michani a chlazeni ledem zneutralizuje 5% vodnym roztokem
hydrogensiranu sodného. Vylougeny produkt se extrahuje octanem ethylnatym (3 x 200 ml),
extrakt se vysusi bezvodym siranem hofeCnatym a za vakua odpaii na objem cca 100 ml.
K odparku se za michani a chlazeni ledem prida roztok diazomethanu v diethyletheru do trvale
Zlutého zbarveni. Po 30 min se pfebyteény diazomethan rozloZi kyselinou octovou, smés se za
vakua odpaii a odparek se chromatografuje na sloupci sitikagelu v soustavé octan ethylnaty —
toluen (2 ; 1).

Homogenni frakce o vy$si Ry hodnoté se za vakua odpafi a ziskany krystalicky odparek 19,6 g
(64,0 %) benzyl-2-acetamido-2-deoxy—4,6-O-isopropyliden—3—O—[ 1+(R)~(methoxykarbony)-
ethyl]—o—D—glukopyranosidu vzorce 1V se bez dalii purifikace deisopropylidenuje (viz prikiady
3 a 4). Krystalizaci odparku ze smési toluen — diethylether — petrolether se pfipravi analyticky
vzorek latky vzorce IV ve vytézku 76,5 %; t.t. 123 °C, [a]p +139 (c 0,5, chloroform). Pro
C12H35NOg vypoéteno: refativni molekulova hmotnost 437,5, monoisotopickd hmotnost 437,2.
FAB MS, m/z; 438,4 [M + H]', 460,3 [M + Na]". Pro C»»HyNO; (437,5) vypocteno: 60,40 % C;
7,14 % H; 3,20 % N; nalezeno: 60,23 % C, 7,28 % H, 3,27 % N.

Odpafenim homogenni frakce o niZii Ry hodnoté se ziska 9,0 g (29,4 %) sirupovitého odparku
benzyl-2-acetamido-2—deoxy-4,6-O-isopropyliden—-3—-0-[ 1« S }{methoxykarbonyl)ethyl]—o—
D-glukopyranosidu ktery stanim prokrystaluje; t.t. 83 °C; [a]p +77 (¢ 0.5, chloroform). Pro
CpHyNOg vypolteno: relativni molekulova hmotnost 437,5, monoisotopicka hmotnost 437,2.
FAB MS, m/z 438,3 [M + HY", 460,3 [M + Na]". Pro C5,H;NOjg (437,5) vypoiteno: 60,40 % C;
7,14 % H; 3,20 % N; nalezeno: 60,51 % C, 7,23 % H, 3,18 % N.
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Piiklad 2

Hydrid sodny suspendovany v minerdlnim oleji (60%; 1,2 g, 30 mmol) se pod argonem promyje
suchym hexanem (3 x 5 ml) a suspenduje se v suchém tetrahydrofuranu (10 ml). K michané sus-
pensi pfi teploté mistnosti pfida roztok benzyl-2-acetamido~2—deoxy—4,6—O-isopropyliden—o—
D—glukopyranosidu vzorce III (3,5 g, 10 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (20 ml) a smés se za
michéni zah¥iva 2,5 h na 50 °C. Ke smési se béhem 2 h pfida roztok kyseliny (S)-2-brompropio-
nové (1,1 ml, 12 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (10 mi) a smés se za michani zahfiva dalsich
8 h na 50 °C. Smés se ochladi na teplotu mistnosti a za michani se pfida methyljodid (1,0 ml,
16 mmol) a smés se micha pti teplotd mistnosti 24 h. Pfebyte€ny hydrid se rozlozi suchym
methanolem (2,0 mi) a pevnym oxidem uhliditym a smés se za vakua odpafi. Odparek se vezme
mezi octan ethylnaty (60 mi) a vodu (20 ml), organicka vrstva se oddéli, promyje vodou (2 x
20 ml), vysusi bezvodym siranem hofednatym a za vakua odpafi. Odparek se zfiltruje pies slou-
pec silikagelu v soustavé octan ethylnaty —toluen (2 : 1) a filtrdt se za vakua odpafi. Krystalizaci
produktu ze smési toluen — diethylether — petrolether se ziska 3,3 g (75,4 %) benzyl-2—-acet-
amido-2—deoxy—4,6-O-isopropyliden-3-0-{ 1—(R){(methoxykarbony}jethyl}-a—D-glukopyra-
nosidu vzorce IV shodného s latkou vzorce IV, ktera se pFipravi postupem podle piikladu 1.

Priklad 3

K roztoku benzyl-2-acetamido-2—deoxy—4,6—O-isopropyliden-3—O-{ I{(R)~methoxykarbo-
nyl)-ethyl]-a—D—glukopyranosidu vzorce IV (87,5 g, 200 mmol) v suchém methanolu (500 mi)
se prida iontoméni& Dowex 50 v H' cyklu (35 g) a sm&s se micha 2 h pi teploté mistnosti. Pri-
béh reakce se monitoruje pomoci TLC v soustavé chloroform — methanol (10 : 1). lontoméni¢ se
odfiltruje, promyje methanolem (2 x 400 ml) a filtrat se za vakua odpafi. Vytézek 78,7 g (99,0 %)
krystalického benzyl-2-acetamido—2—deoxy-3-0~[ 1{R)~{methoxykarbonyl)-ethyl}-o—~D—glu-
kopyranosidu vzorce V, ktery se bez dalsi purifikace benzoyluje (viz pfiklad 5). Krystalizaci pro-
duktu ze smési octan ethylnaty — diethylether se pfipravi analyticky vzorek latky vzorce V; t.t.
134 a7 138 °C, [a]p +152 (c 0,5, chloroformy; lit.* t.t. 130 az 132 °C, [afp +145 (¢ 1,0, chloro-
form); 1it*? t. 120 a2 122°C, [a)p + 137 (¢, 0,9, chloroform); Iit.*” [a)p +127 (¢ 1,0, chloro-
form). Pro C,yH»NQjs vypoéteno: relativni molekulovéd hmotnost 397.4, monoisotopicka hmot-
nost 397,2. ESI MS, m/z: 420,3 [M + Na]". Pro CgH»NOg (397,4) vypocteno: 57,42 % C, 6,85
% H, 3,52 % N; nalezeno: 57,17 % C, 6,88 % H, 3,49 % N.

Piiklad 4

BenzyI—2—acetamido—2—deoxy—4,6—0—isopropy1iden—3——0—[l—(R)—(methoxykarbonyl)ethy!]—-a—
D—glukopyranosid vzorce IV (8,8 g, 20 mmol) se zahfiva za michani ve stnési kyselina octova —
voda (1 : 1, 80 ml) 30 min na 90 °C. Smés se za vakua odpati a odparek se zkrystalizuje smési
octan ethylnaty — diethylether. Vytézek 6,2 g (78,0 %) benzyl-2-acetamido—2—deoxy-3-0O-[ 1~
(R)~(methoxykarbonyl)ethyl]-a~D-glukopyranosidu vzorce V, shodného s latkou vzorce v,
ktera se ptipravi postupem podle pfikladu 3.

Ptiklad 5

K michané suspensi benzyl-2-acetamido—2—deoxy-3—O-[ 1{(R){methoxykarbonyl)ethyl]-o—
D-glukopyranosidu vzorce V (79,5 g, 200 mmol) v suchém dichlormethanu (500 ml) se pfi 0°C
pfida roztok benzoylimidazolu (37,9 g, 220 mmol) v suchém dichlormethanu (150 ml). Smés se
mich4 30 min p#i 0 °C a ponech4 stat nejmén€ 24 h pfi teploté mistnosti. Prabéeh reakce se moni-
toruje pomoci TLC v soustavé chloroform — methanol (10 : 1) a v soustavé toluen — octan ethyl-
naty (1 : 1). Smés se ziedi chloroformem (1000 ml) a ziskany roztok se promyje 5% vodnym
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roztokem hydrogensiranu sodného (700 ml), vodou (1000 ml) a nasycenym vodnym roztokem
chloridu sodného (1000 ml), vysusi bezvodym siranem hofeénatym a za vakua odpaii. Vytézek
993g (99,0%) krystalického benzyl-2-acetamido—6—O-benzoyl-2—deoxy-3-O-[1-{R)~
(methoxykarbonyl)ethyl-o—D—glukopyranosidu vzorce I, ktery lze bez dal3i purifikace pouZit
jako glykosylakceptor k syntéze disacharidu (viz piiklad 6). Krystalizaci produktu ze smési
toluen — heptan se pfipravi analyticky vzorek latky vzorce 1I ve vytézku 90,0 %; t.t. 133 az
135 °C, [a)p +85 (c 0,3, chloroform). Lit." t.t. 98 az 100 °C, [a]p +81 (¢ 1,0, chloroform) Pro
CyHyNOy vypoéteno: relativni molekulova hmotnost 501,5, monoisotopickd hmotnost 501,2.
FAB MS, m/z: 502,1 [M + H]", 524,3 [M + Na]". Pro CyH; NOy (501,5) vypoéteno: 62,27 % C,
6.23 % H, 2,79 % N; nalezeno: 62,58 % C, 6,45 % H, 2,66 % N.

Ptiklad 6

Smés benzyl-2-acetamido—6—-O-benzoyl-2-deoxy—3—O—[ 1| R} methoxykarbonyl)ethyl-a-D—
glukopyranosidu vzorce 1l (50,2 g, 100 mmol) a trifluormethansulfonanu stfibrného (46,3 g,
180 mmol) se susi 6 h pii teploté mistnosti a tlaku 1,32 Pa. Pod argonem se pfida suchy dichlor-
methan (300 ml). Smés se ochladi na -30 °C a za michani se béhem 1 h pfida roztok 3,4,6-tri-O-
acetyl-2—deoxy-2-ftalimido—B-D-glukopyranosylbromidu  (89,7g, 180 mmol) v suchém
dichiormethanu (300 ml). Smés se micha 1 h p¥i —30 °C a 2 h p¥i —20 °C. Ke smési se za michani
pfi 20 °C pfida pyridin (50 ml) a po vystoupeni teploty na teplotu mistnosti se smés zfedi chlo-
roformem (1000 ml) a zfiltruje. Filtrat se promyje ochlazenym (+4 °C) nasycenym vodnym roz-
tokem hydrogenuhli¢itanu sodného (1000 ml), vodou (1000 ml) a nasycenym vodnym roztokem
chloridu sodného (1000 ml), vysudi se bezvodym siranem hofe¢natym, za vakua odpafi a za
vakua kodestiluje stoluenem (2 x 500 ml). Chromatografii odparku na sloupci silikagelu
v soustavé octan ethytnaty — toluen (2 : 1) se ziska 78,1 g (85,0 %) benzyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-
deoxy-2-ftalimidu—p—D—glukopyranosyl—{ 1 +4)-2-acetamido—6—-0-benzoyl-2—deoxy-3-0-
[1«(R)«{methoxykarbonyl)ethyl-o—D—glukopyranosidu vzorce VI ve formé pevné pény; [a]p
+37 (¢ 0,1, chloroform). Pro C4HsN;O:s vypoéteno: relativni molekulova hmotnost 9189,
monoisotopicka hmotnost 918,3. ESI MS, m/z: 941,5 [M + Na]". Pro CyHseN;Op (918,9)
vypoéteno: 60,13 % C, 5,48 % H, 3,05 % N; nalezeno: 60,33 % C, 5,45 % H, 2,86 % N.

Ptiklad 7

Roztok benzyl-3.4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy—2—ftalimidu—-D-glukopyranosyl— | —-4)-2-acet-
amido—6—-0O-benzoyl-2—deoxy—3—(O 1{ R}« methoxykarbonyl)ethyl-o—D—glukopyranosidu
vzorce VI (18,4 g, 20 mmol) v 0,01 M roztoku methoxidu sodného v suchém methanolu (500 ml)
se nechd stat 48 h pfi laboratorni teplot¢ a smés se zneutralizuje pridanim iontomeénice
Dowexu 50 v pyridinovém cyklu. lontoméni¢ se odfiltruje, promyje methanolem (200 ml) a filt-
rat se za vakua odpafi. Odparek se za michani zahfiva v 0,25 M vodném roztoku hydroxidu sod-
ného (550 ml) na 60 °C 3,5 h. Po ochlazeni na teplotu mistnosti je smés zneutralizovana ionto-
méniCem Dowex 50 v pyridinovém cyklu. lontoméni¢ se odfiltruje, promyje methanolem
(200 ml) a filirat se za vakua odpati. Odparek se za michani zahfiva v 0,25 M vodném roztoku
hydroxidu sodného (550 ml) na 60 °C 3,5 h. Po ochlazeni na teplotu mistnosti je smés zneutrali-
zovana iontoménicem Dowex 50 v pyridinovém cyklu. Iontoméni¢ se odfiltruje, promyje vodou
(100 ml), eluat se za vakua odpafi a odparek se za vakua kodestiluje se suchym methanolem (3 x
80 ml). Odparek se rozpusti ve smési methanolu a n-butylaminu (4 : 1, 300 ml) a roztok se zahti-
va v takové nadobé 11 h na 85 — 90 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se smés za vakua odpa-
fi a odparek se extrahuje diethyletherem (3 x 150 ml). Nerozpustny zbytek se rozpusti ve vodé
{250 ml), pH roztoku se kyselinou mravenci upravi na pH 4 a roztok se nalije na sloupec ionto-
ménice Dowex 50 v amoniovém cyklu (800 ml). Sloupec iontoménite se promyje vodou
(1500 ml} a produkt se z iontoménice uvolni promytim 5% vodnym amoniakem (1000 ml). Eluat
se za vakua odpafi. Ziskany benzyl-2-amino—2-deoxy—{3—D-glukopyranosyl—(1—4)-2-acet-



25

30

35

40

45

50

CZ 301451 B6

amido—2~deoxy—3-O-[ 1<{R)—karboxyethyl-a—~D-glukopyranosid vzorce VII se bez dalsi purifi-
kace N-acetyluje (viz piklad 8). Analyticky vzorek latky vzorce VII se pfipravi krystalizaci
z ethanolu; t.t. 183 az 185 °C; [a]p +109 (c 0,2, voda). Pro CyH3N:O12 vypolteno: relativni
molekulova hmotnost 544,6, monoisotopickd hmotnost 544,2. ESI MS, m/z: 545,0 [M + HJ',
5673 [M +Naj".

Piiklad 8

K michanému roztoku benzyl-2-amino-2-deoxy—-D-glukopyranosy (1 —+4)-2-acetamido-2-
deoxy—3—O-] I-(R)—karboxyethyl-0—D—glukopyranosidu vzorce V1i (ziskaného v ptiklade 7) ve
vodé (160 ml) se pii teplot& mistnosti postupn& béhem 15 min pfida anhydrid kyseliny octové
(20 ml). Po 30 min se pfida dal§i podil anhydridu kyseliny octove (20 ml) a v michani se pokra-
Euje po dobu 2 h. Roztok se za vakua odpafi, odparek se rozpusti ve vodé a roztok se nalije na
sloupec iontoméniée Dowex 50 v pyridiniovém cyklu (300 ml). lontoméni¢ se promyje vodou
(700 ml) a eludt se za vakua odpafi a odparek se lyofilizuje z vody. Vytezek 7.1 g {60,5 %) ben-
zyl-2-amino—2—deoxy—f3—-D-glukopyranosyl(1 —»4)-2-acetamido-2—-deoxy—-3—O-[1{R)-kar-
boxyethyl-c—D—giukopyranosidu vzorce I, vzhledem k mnoZstvi latky vzorce Vi, falo +70 (¢
0.2, voda). Pro CyHigN;Oy3 vypotteno: relativni molekulova hmotnost 586.6, monoisotopicka
hmotnost 586,2. ESI MS, m/z: 609,4 [M + Na]". Pro CssH3sN20y3 (586.6) vypolteno: 53,24 % C,
6,53 % H, 4,78 % N; nalezeno: 53,05 % C, 6,82 % H, 4,55 % N.

Ptiklad 9

K michanému roztoku benzyl—2—amino—-2-deoxy—B-D-glukopyranosyl—( 1 -»4)-2~acetamido—2~
deoxy—3—O-[ 1<{R)-karboxyethyl-a—D—glukopyranosidu vzorce 1 (587 mg, | mmol) v N,N-
dimethylformamidu (4 ml) se pti teploté mistnosti piida bis(pentafluorfenyl)karbonat (434 meg,
1,1 mmol) a 4-methylmorfolin (0,11 ml, } mmol) a smés se micha jednu hodinu. Pribéh reakce
se monitoruje pomoci TLC v ethanolu. Pfida se dioxan (20 ml) a smés se lyofilizuje. Opakova-
nou lyofilizaci produktu z dioxanu se ziska 723 mg (96,0 %) benzyl-2-acetamido-2—deoxy-p-
D—glukopyranosyl—1—>4)-2-acetamido—2—deoxy—3-0-[ 1<R)(pentafluorfenoxykarbonyl)-
ethyl-a—D—glukopyranosidu vzorce X, ktery se bez dalsi purifikace kondenzuje s peptidovou
komponentou (viz pfiklad 10). Pro (CsHs;FsN>Oys3) vypocteno: refativni molekulova hmotnost
752,6, monoisotopickd hmotnost 752,2. ESI MS, m/z: 775,6 [M + Na'.

Priklad 10

K michanému roztoku benzyl-2-amino—2-deoxy-B-D-glukopyranosyl—~(1—»4)-2-acetamido—2-
deoxy-3—-O-[ 1-(R)(pentafluorfenoxykarbony|Jethyl-a—D—glukopyranosidu vzorce X (753 mg,
1 mmol) se pi 0 °C pFidé roztok [.~Ala—D-iso-GIn-OBn (615 mg, 2mmol) a N-methylmorfoli-
nu (0,30 ml, 2,73 mmol) v pyridinu (6 mi) a v michdni se pokracuje 20 h pfi +5 °C. Smés se za
vakua odpaFi a odparek se za vakua kodestiluje s kyselinou octovou (10 ml) a chromatografuje na
koloné silikagelu C18 v soustavé voda — methanol (linearni gradient: 0—30 %, 60 min). Lyofili-
zaci odparku homogenni frakce z vody se ziska 744 mg (85,0 %) benzyl esteru N-{2-O-[benzyl-
2—acetamido—2—deoxy—p-D—glukopyranosyl~ 1 —»4)-2-acetamido-2,3~dideoxy—u~D—gluko-
pyranosid—3-yl]R)-laktoyl }~L-alanyl-D-isoglutaminu obecného vzorce XI (kde substituent X
je L-Ala-D-iso-GIn-OBn); [a]p +50 (c 0,4, 50% methanol ve vodg). Pro (C41HsNsO ) vypol-
teno: relativni molekulova hmotnost 875,9, monoisotopickd hmotnost 875,4. ESI MS, m/z: 398.4
[M + Na]". Pro CyHs;:NsOy (875,9) vypotteno: 56,22 % C, 6,56 % H, 8,00 % N: naiezeno:
55,81 % C, 6,60 % H, 7.90 % N.
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Prtklad i1

Benzylester N-{2-O-[benzyl-2-acetamido—2—deoxy-p-D-glukopyranosyl 1 »4)-2-acet-
amido-2,3-dideoxy—o—D—glukopyranosid—3—yl]«(R)-laktoyt}—L—alanyl-D-isoglutaminu obec-
ného vzorce XI (kde substituent X je L-Ala-D-iso--GIn~OBn) (876 mg, | mmol} se hydrogeno-
lyzuje vodikem na 5% paladiovém katalyzatoru na uhli (300 mg) v kyseliné octové (14 ml) pfi
teploté mistnosti 48 h. Po proplachnuti aparatury argonem se katalyzator odfiltruje, promyje 50%
kyselinou octovou (30) a filtrat za vakua odpafi. Odparek se chromatografuje na koloné silika-
gelu C18 v soustavé voda — methanol (linearni gradient: 0(—20 %, 60 min). Lyofilizaci odparku
homogenni frakce z vody se ziskd 612 mg (88,0 %) 2-acetamido-2-deoxy—3—D-glukopyrano-
syl-{ 1 >4)~N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminu obecného vzorce 1X (kde substituent X
je L-Ala-D—iso~GIn-OH); [alp -3 (c 0,3, voda); Iit.”" [a]p 2 (¢ 1.0, voda). Pro (C1HasNsO))
vypoéteno: relativni molekulovd hmotnost 695,7, monoisotopicka hmotnost 695,3. ESI MS, m/z:
718,5 [M + NaJ'. Pro Cy;HasNsOys (695,7) vypoiteno: 46,62 % C, 6,52 % H, 10,07 % N; naleze-
no: 46,21 % C, 6,85 % H, 9,96 % N.

Struktura vy3e jmenovanych létek byla dale jednoznatng prokazana jejich 'H a °C NMR spektry.

Prumyslova vyuZitelnost

Latky podle vynalezu lze vyuzit v zakladnim vyzkumu, farmaceutickém primyslu a v humannim
a veterinarnim lékatstvi.
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PATENTOVE NAROKY

1. Disacharidovy synthon vzorce |

HO
ACth-l AcHN

i COOH

2, Zpisob pripravy latky vzorce | podle ndroku I, vyznadéujici se tim, Ze jako gly-
kosylakceptor se pfi jeji syntéze pouzije derivat kyseliny muramové vzorce Il

BzO

HO

0
AcHN
H30‘< OBn
COOCH,

|
ktery se pfipravi z latky vzorce ill

cna)zc o)

ﬂ

pii¢emz latka vzorce Il se 3—O-alkylaci kyselinou 2-brompropionovou a naslednou esterifikact
pfevede na latku vzorce IV

(CH3)2C _O

g 0

0
AcHN
H3C—( OBn
COOCHS

v

k)

ktera se pfevede odstépenim isopropylidenové skupiny na latku vzorce V
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ta se parcialni benzoylaci benzoylimidazolem pievede na glykosylakceptor vzorce Il
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s ktery reakci s 3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy—2—ftalimido-B-D-glukopyranosylbromidem, jako
glykosyldonorem, poskytne disacharid vzorce V1
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10 ten se pfevede postupnym odstranénim alkalilabilnich chranicich skupin, tj. acetylové, benzoy-
lové, methylesterové a ftalimidové, na latku vzorce VI
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15 ktera N-acetylaci poskytne disacharidovy synthon vzorce I.

3, Pouziti disacharidového synthonu vzorce I podle naroku 1 pfi syntéze muramylovych glyko-
peptidi zaloZenych na molekule GMDP obecného vzorce [X
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kde substituent X je peptidovy zbytek,
ptitemz se disacharidovy synthon vzorce | reakei s bis(pentafluorfenyl)karbonatem pfevede na
latku vzorce X, kde PP = pentafluortenyl,
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ktera se reakci s peptidovou komponentou pievede na latku obecného vzorce XI

ACHhh AcH N
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kde substituent X je peptidovy zbytek, ta od$tépenim chréanicich skupin za podminek danych
Jejich charakterem poskytne latku obecného vzorce 1X

Ach ACHN

XI

kde substituent X je peptidovy zbytek.
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