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Karbaanalogy muramylovych glykopeptidi obecného vzorce
I, které obsahuji v molekule strukturni jednotku typu derivatu
kyseliny 3-(2-acetamido-2,3-dideoxy-o-D-glukopyranosa-3-
yl)-propionové, kde R, = H nebo sacharidovy zbytek; R, =H
nebo lipofilni acylovy zbytek C,-C,,, ktery miZe byt lineamni,
vétveny, cyklicky nebo polycyklicky a X= peptidovy fetézec
typu peptidové podjednotky peptidoglykanu. Derivéty
karbaanalogu kyseliny N-acetyl-normuramové [kyselina 3-(2-
acetamido-2,3-dideoxy-a-D-glukopyranosa-3-yl)-propionova)
obecného vzorce 11, kde X je karboxylova, nitrilova nebo
alkoxykarbonylova skupina, R, =na C(1) arylem
substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-
nenasyceny alkyl; R, a Ry = H, na C(1) arylem substituovany
alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl a nebo
R, + R, = acetétova skupina, napt. isopropyliden, benziliden,
cyklohexyliden. Latky obecného vzorce I se pfipravi tak, Ze
latka obecného vzorce 111, ktera se prevede basicky
katalysovanou reakci se sirouhlikem nebo
aryloxythiokarbonylhalogenidy na latku obecného vzorce IV,
ta se reakci s derivaty kyseliny akrylové v pritomnosti

tributylcihydridu pfevede na latku obecného vzorce II.
Zmydelnénim jejich estert se ziska kyselina obecného vzorce
I, ktera se kondenzuje s peptidovou komponentou za vzniku
chranéného glykopeptidu obecného vzorce VI. Odstépenim
jeho chranicich skupin R, - R, za podminek danych jejich
charakterem, piipadné v kombinaci se zavedenim objemného
acylového zbytku na primarni OH skupinu resp. elongaci
sacharidového fetézce se ziska cilovy karbaanalog
muramylového glykopeptidu obecného vzorce 1.



Karbaanalogy muramylovych glykopeptidii, a zptsob jejich pFipravy W

Oblast techniky

Vynélez se tyka synthesy derivati karbaanalogu kyseliny N-acetyl-normuramové (kyseliny 3-
(2-acetamido-2,3-dideoxy-a-D-glukopyranosa-3-yl)-propionové) a jejich vyuziti pfi piipravé
karbaanalogii muramylovych glykopeptidi resistentnich vi¢i B-eliminaCnimu odst€peni
postranniho fetézce.

Dosavadni stav techniky
V souvislosti se sou¢asnym naristem patologickych stavi charakterisovanych nedostatecnou
imunitou a potfebou bezpeénych a strukturné definovanych adjuvans pro konstrukei
semisynthetickych a synthetickych vakcin, je vénovéna znatnd pozornost vyvoji latek
s imunostimulaéni aktivitou. Vyznamnymi pfedstaviteli této skupiny latek jsou muramylové
glykopeptidy, tj. latky odvozené od fragmentld peptidoglykanu bakteridlni stény.
Muramyldipeptid (MDP, MurNAc-L-Ala-D-isoGln) je jeho minimélni imunoadjuvantni
jednotkou a glukosaminylmuramyldipeptid (GMDP, 3-D-GlcNAc-(1—-4)-MurNAc-L-Ala-D-
isoGln) je jeho zakladni opakujici se jednotkou (Obr. 1).

«OH

CH3 CHCO-L-Ala-D-isoGIn

L —1n

Peptidoglykan n = 10 - 100; GMDP n =1
Obr.1

Bylo synthetisovano zna¢né mnoZstvi analogii MDP a né€kolik analogii GMDP s cilem zvysit
strukturnimi zménami specifitu jejich u€inku ve zvoleném sméru a potladit nezédouci vedlejsi
(¢inky, zejména pyrogenitu (pro pfehled: Baschang G.: Tetrahedron 1989, 45, 6331). N&které
z t&chto latek jsou v pokroéilém stadiu vyvoje jako imunotherapeutika. Z analogi MDP jsou to
zejména Romurtid [MDP-L-Lys(stearoyl)] vyvinuty koncernem Daiichi Pharmaceutical Co.,
Ltd. v Japonsku a  "muramyltripeptid-fosfatidylethanolamin” (MTP-PE; MDP-L-Ala-
fosfatidylethanolamin) vyvijeny §vycarskym koncernem Ciba-Geigy (Obr. 2). Hlavnim smérem
praktické aplikace Romurtidu je potenciace pfirozené imunity pii kombinované therapii
nadorovych onemocnéni, t.j. stimulace nespecifické resistence proti bakteridlnim, parazitdrnim
a virovym infekcim u pacientt s nddorem, podrobenych radioterapii nebo chemotherapii [Otani
T., Une T., Osada Y. : Arzneim.Forsch./ Drug Res. 1988, 38 (1), 969; Akasaki M.: ibid., str.
976, Akasaki M., Masayasu H., Tsukada W., Takegoshi T.: ibid., str. 978]. MTP-PE je vyvijen
jako potencionalni imunotherapeutikum pro oblast nadorovych a zavaZznych virovych
onemocnéni [Kleinerman E.S., Meyers P.A., Raymond A.K., Gano J.B., Jia S.-F., Jaffe N..: J.
Immunotherapy 1995, /7, 181; Kleinerman E.S., Jia S.-F., Griffin J., Seibel N.L., Benjamin
R.S. Jaffe N.: J. Clin. Oncology 1992, /0, 1310]. Z analogli odvozenych od GMDP je to
,disacharidtripeptid-glyceroldipalmitat“ (DTP-GDP) vyvijeny v USA firmou Immuno
Therapeutics, Inc. jako potencidlni therapeutikum nékterych nadorovych a virovych
onemocnéni [Vosika G.J., Cornelius D.A., Bennek J.A., Sadlik J.R., Gilbert C. W.: Mol.
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Biother. 1990, 2, 50; Vosika G.J. Cornelius D.A., Gilbert C. W. Sadlik JR., Bennek J.A., Doyle
A., Hertsgaard D.: J. Immunother. 1991, /0, 256]. Tyto latky nejsou optimélnimi therapeutiky,
nebot’ vykazuji stale ptili§ vysokou pyrogenitu. V tomto kontextu se jako velice perspektivni
imunotherapeutika  jevi ndmi vyvijené litky odvozené od norAbu-MDP a norAbu-
GMDP, t.j. v sacharidové a v peptidové &sti modifikovand analogy MDP resp. GMDP (Obr.
3). Zaménou kyseliny muramové kyselinou normuramovou a L-alaninu kyselinou L-a-
aminomaselnou se podatilo v pfipadé norAbu-MDP potlagit a v pfipadé¢ norAbu-GMDP
zcela eliminovat pyrogenitu a soudasné potenciovat imunostimulaéni aktivitu. Zavedenim
objemnych lipofilnich zbytkd do jejich  molekul lze ndsledng profilovat jejich
imunomodulaéni aktivitu p¥ zachovani pfiznivych imunofarmakologickych parametrii
matecnych struktur. Napf. zavedenim objemného acylového zbytku na NH, skupinu
glukosaminové podjednotky norAbu-GMDP (Ri = objemny acylovy zbytek, napf. stearoyl)
doslo k potenciaci haemopoietické aktivity. Zavedenim objemného acylového zbytku na
primarni OH skupinu norAbu-MDP dojde ke zvyraznéni imunoadjuvantn{ aktivity (R =
objemny acylovy zbytek, napt. stearoyl nebo tetradecylhexadekanoyl). [Pro prehled: Farkas J .
Ledvina M., Brokes J., JeZek ., Zajicek J., Zaoral M.: Carbohydr. Res. 1987, 163, 63; Ledvina
M., Farkas J., Zajicek J., Jezek J., Zaoral M.: Collect. Czech. Chem. Commun. 1989, 54, 2784;
Ledvina M., Saman D., Jezek J.: Collect. Czech. Chem. Commun. 1992, 57, 579; Ledvina M.,
Jezek J., Saman D., Vaisar D., Hiibalova V.: Carbohydr. Res. 1994, 251, 269; Farka$ J., Ledvina
M., Zaoral M., Rotta J., Ryc M.: Czech. 250284 (1989); Ledvina M. JeZek J. Saman D.,
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Obr. 3
Hiibalova V.: Collect. Czech. Chem. Commun. 1998, 63, 590; Ledvina M., Jezek J., Hifbalova
V., Turanek J.: PV 1303-98,. Turanek J., Zaluska D., Hofer M., Vacek A., Ledvina M., JeZzek J.:
Int. J. Immunopharm. 1998,/9, 611; Ledvina M., Zyka D., Jezek J ., Trka T., Saman D.: Collect.
Czech. Chem. Commun. 1998, 63, 577].

Podstata vyndlezu

Vedle zminénych nezadoucich vedlejsich uginki je dalsim omezujicim faktorem pii vyuziti
muramylovych glykopeptidd jako therapeutik jejich relativné nizk stabilita. Tyto latky lehce
podléhaji  B-eliminatnimu  od3t&peni laktoylpeptidového resp. glykoloylpeptidového
postranniho fetézce piipojeného v poloze C(3) etherovou vazbou na sacharidovy zbytek
s volnym redukujicim koncem [Klai¢ B.: Carbohydr. Res. 1985, 738, 65]. Tento problém fesi
pfedmétny vyndlez ndhradou kyseliny muramové, resp. normuramové v molekuldch
muramylovych glykopeptidd jejich karbaanalogem, ve kterém je postranni fetézec vazan na
sacharid v poloze C(3) stabilni C-C vazbou.

Predmétem vynélezu jsou:

a) Karbaanalogy muramylovych glykopeptidii obecného vzorce I,
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které obsahuji v molekule strukturni jednotku typu derivatu kyseliny 3-(2-acetamido-2,3-
dideoxy-a-D-glukopyranosa-3-yl)-propionové, kde Ry = H nebo sacharidovy zbytek; R, =
H nebo lipofilni acylovy zbytek (podet atomd uhliku C4 — Cyg), ktery miiZe byt linearn,
vétveny, cyklicky nebo polycyklicky, napf. palmitoyl, stearoyl, 2-tetradecylhexadekanoyl,
adamantylkarbonyl atd.; X = peptidovy fetézec typu peptidové podjednotky peptidoglykanu.

b) Derivaty karba analogu kyseliny N-acetyl-normuramové (kyseliny 3-(2-acetamido-2,3-
dideoxy-a-D-glukopyranosa-3-yl)-propionové) obecného vzorce 11,
R3O0
O

éCHg
Fbj/ OR;

NHAG
CH,-X
I

kde R — R3 jsou chranici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetilového typu a X je
karboxylova, nitrilova nebo alkoxykarbonylova skupina [R; = na C(1) arylem substituovany
alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napi. benzyl, terc.butyl, allyl, atd.;
R, a R; = H, na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-
nenasyceny alkyl, napf. benzyl, terc.butyl, allyl, atd., a nebo Ry+Rj3 = acetdlovd skupina,
napt. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden atd.; X = COOH, CN nebo COOR, kde R =
linedrni, vétveny, nenasyceny, cyklicky alkyl, arylem substituovany alkyl nebo aryl, napt.
methyl, ethyl, terc.butyl, neopentyl, cyklohexyl, allyl, benzyl, phenyl atd.].

¢) Zpusob ptipravy latek obecného vzorce I a I

Pii synthese karbaanalogu kyseliny normuramové je pro formovéani klicové C-C vazby
v poloze C(3) mezi sacharidovym zbytkem a postrannim fetézcem s vyhodou aplikovéana
,,cinhydridova methoda* tvorby C-C vazby [Giese B.: Angew. Chem., Int. Ed. 1989, 28, 969.].
Ta je zaloZena na adici volného radikélu, generovaného z vhodného donoru (halogenderivétu,
thiokarbonylderivétu a arylselenylderivatu) pisobenim tributylcinhydridu, na elektrondeficitni
alkeny. V pfedmétném vyndlezu se jako radikdldonory svyhodou pouZivaji 3-O-
methylthiothiokarbonyl a 3-O-phenoxythiokarbonyl derivaty N-acetyl-D-glukosaminu a jako
radikalakceptory se pouZivaji derivaty kyseliny akrylové (4. jeji nitril a estery).

Synthesa radikaldonord vychazi z O(1), O(4) a O(6) alkalistabilné¢ chranénych 2-
acetamido-2-deoxy-a-D-glukopyranosidii obecného vzorce 111,

R30
O
OH
Rzo OR1
NHACc
1]

kde R — R3 jsou chrénici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetdlového typu [R = na
C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napt.
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alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf. benzyl, terc.butyl, allyl, atd., a nebo Ry+R3 = acetdlova
skupina, napf. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden atd.]. S vyhodou lze pouZzit dobfe
dostupnych benzyl-2—acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopr0pyliden-, 4,6-O-benzyliden- a 4,6-di-O-
benzyl-a-D-glukopyranosidi obecného vzorce III, kde R; = benzyl, Ry+R;= isopropyliden nebo
benzyliden, nebo R;=R,=R;= benzyl [Ledvina M., Farka$ J., Zajicek I., Jezek J., Zaoral M.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 1989, 54, 2784; Ledvina M., Jezek J ., Saman D., Vaisar D.,
Hiibalova V.: Carbohydr. Res. 1994, 251, 269; Udodong U.E., Srinivas C., Fraser-Reid B.:
Tetrahedron 1992, 48, 4713.].

Reakef létek obecného vzorce III se sirouhlikem v polarnim aprotickém rozpoust&dle
v pfitomnosti silné base (s vyhodou v dimethylformamidu za p#itomnosti hydridu sodného),
nebo ve smési s vodou misitelného aprotického rozpoustédla a vodného roztoku silné base,
(s vyhodou ve smési dimethylsulfoxidu a vodného roztoku NaOH) a nebo jejich N,N-
dimethylaminopyridinem katalysovanou reakef s aryloxythiokarbonylhalogenidy v aprotickém
organickém rozpoustédle (s vyhodou s fenoxythiokarbonylchloridem v dichlormethanu) se
ziskaji v polohdch O(1), O(4) a O(6) pislusng chranéné 3-O-thiokarbonylderivaty 2-acetamido2-
deoxy-a-D-glukopyranosidd obecného vzorce IV,

R;0
0

NHAc

kde R| — R; jsou chranici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetalového typu [R| = na
C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napt.
benzyl, terc.butyl, allyl, atd.; R, a R; = na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny
alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napt. benzyl, terc.butyl, allyl, atd., a nebo Ry+R3 = acetdlova
skupina, napf. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden atd.; X = CH;S nebo aryloxyskupina,
napf. fenyloxyskupina].

Kli¢ové derivaty karbaanalogu kyseliny N-acetyl-normuramové (kyseliny 3-(2-
acetamido-2,3-dideoxy-oc-D-glukopyranosa-3-yl)-propionové) obecného vzorce II, kde R, —
R3 jsou chrénici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetalového typu a X je nitrilova
nebo alkoxykarbonylova skupina [R; = na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny
alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf. benzyl, terc.butyl, allyl, atd.; R, a R; = na C(1) arylem
substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf. benzyl, terc.butyl,
allyl, atd., a nebo R,+Rj; = acetilova skupina, napt. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden
atd.; X = CN nebo COOR, kde R = linedrni, vétveny, nenasyceny, cyklicky alkyl, arylem
substituovany alkyl nebo aryl, napt. methyl, ethyl, terc.butyl, neopentyl, cyklohexyl, allyl,
benzyl, phenyl atd.] se ziskaji reakci volného radikalu, generovaného in  situ
z thiokarbonylderivétd obecného vzorce IV piisobenim tributylcinhydridu, s funkénimi derivaty
kyseliny akrylové (j. nitrilem a estery, s vyhodou methylesterem a ethylesterem) v organickém
rozpoustédle (s vyhodou v toluenu) za zvysené teploty. Vedlej$im produktem této rekce je
produkt deoxygenace obecného vzorce V,

R20
0

R,0 OR;
NHAC
Vv




kde R; — Rj jsou chranici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetilového typu [R; = na
C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf.
benzyl, terc.butyl, allyl, atd.; R, a R3 = na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny
alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf. benzyl, terc.butyl, allyl, atd., a nebo Ry+Rj3 = acetélova
skupina, napf. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden atd.]. Piftomnost inicidtoru
radikédlovych reakei (napf. azabisisobutyronitrilu — AIBN) mé negativni vliv na prabsh této
reakce. Dojde ke zvySeni polymerace radikalakceptoru (derivétu kyseliny akrylové) a sniZeni
vytézku vyse jmenovaného produktu adiéni reakce II.

Zmydeln€nim esterti obecného vzorce II, kde R; — Rj jsou chranici skupiny
alkylového, arylalkylového nebo acetalového typu a X je alkoxykarbonylové skupina [R; = na
C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf. .
benzyl, terc.butyl, allyl, atd.; Ry a R3 = na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny
alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napt. benzyl, terc.butyl, allyl, atd., a nebo R,+Rj; = acetalova
skupina, napt. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden atd.; X = COOR, kde R = linearni,
vétveny, nenasyceny, cyklicky alkyl, arylem substituovany alkyl nebo aryl, napt. methyl, ethyl,
terc.butyl, neopentyl, cyklohexyl, allyl, benzyl, phenyl atd.] se zisk4 kyselina obecného vzorce
II, kde R — R jsou chrénici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetélového typu a X je
karboxylova skupina [R; = na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-
nenasyceny alkyl, napt. benzyl, terc.butyl, allyl, atd.; R, a R; = na C(1) arylem substituovany
alkyl, na C(1) v€tveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf. benzyl, terc.butyl, allyl, atd., a
nebo R;+Rj; = acetélova skupina, napf. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden atd].

Kondensaci v ptedchozim kroku ziskané kyseliny II s peptidovou komponentou
promotovanou s vyhodou N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem (DCC) a 1-hydroxybenztriazolem
(HOBT) se pripravi chranény glykopeptid obecného vzorce VI,

R30
O
Ro0 '—20&
NHAc
CH,CO-X
Vi

kde R — Rs jsou chranici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetalového typu [R; = na
C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napt.
benzyl, terc.butyl, allyl, atd.; R; a R3 = na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny
alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl, napf. benzyl, terc.butyl, allyl, atd., a nebo R,+Rj3 = acetdlova
skupina, napf. isopropyliden, benzyliden, cyklohexyliden atd.; X = peptidovy fetézec typu
peptidové podjednotky peptidoglykanu]. Napfiklad DCC a HOBT promotovanou kondensaci
kyseliny 3-(benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-O-isopropyliden-a-D-glukopyranosid-3-yl)-
propionové (II, kde Ry = benzyl, Ry+R3 = isopropyliden a X = COOH) s benzylesterem L-oi-
aminobutanoyl-D-isoglutaminu se ziskd benzylester 3-(benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-O-
isopropyliden-o-D-glukopyranosid-3-yl)-propionyl-L-ci-aminobutanoyl-D-isoglutaminu ~ (VI,
kde Ry = benzyl, Ry+R; = isopropyliden a X = L-Abu-D-isoGIn(OBn)).

Odst€penim chranicich skupin R; — R; z glykopeptidu obecného vzorce VI, za
podminek danych jejich charakterem, pifpadné vkombinaci se zavedenim objemného
acylového zbytku na primarni OH skupinu resp. elongaci sacharidového Fetézce, se ziska cilovy
karbaanalog muramylového glykopeptidu obecného vzorce 1. Naptiklad kysele katalysovanym
odstépenim isopropylidenové skupiny z benzylesteru 3-(benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-O-
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isopropyliden-oc-D-glukopyranosid-3-yl)-propionyl-L-oc-aminobutanoyl-D-isoglutaminu (VI,
kde R; = benzyl, Ry+R; = isopropyliden a X = L-Abu-D-isoGIn(OBn)) a néslednou
hydrogenolysou benzylovych skupin se zisk4 3-(2-acetamido-2,3-dideoxy-D-glukopyranosa-3-
yl)—propionyl-L—oc-aminobutanoyl-D-isoglutamin (I, kde Ry a R, = H).

PFiklady provedeni vynslezu
Predmét vynalezu je nasledné dolozen piiklady provedeni, aniZ se tim jakkoli omezuje.
Priklad 1

K roztoku benzyl-Z-acetamido-z-deoxy-4,6-0-isopropyliden-oc-D-glukopyranosidu (III, kde R,
= benzyl a R, + R; = isopropyliden; 3 g, 32 mmol) v dimethylsulfoxiduy (9.8 ml) se za stalého
michani pfi teploté mistnosti piida roztok SM-NaOH (9.8 ml) a sirouhlik (6.8 ml, 145 mmol). Po
rozpusténi vzniklé suspenze a nasledném ochlazeni smési na 0°C se p¥idd methyljodid (6.8 ml,
109 mmol) a smés se mich4d 35 min. za uvedené teploty, ziedi se ledovou vodou (200 ml) a
extrahuje se toluenem (3 x 400 ml). Spojené organické podily se vysusi bezvodym siranem
hofe¢natym a vakuové se zahusti. Odparek se chromatografuje na sloupci silikagelu (200 g) v
soustavé toluen - octan ethylnaty (5: 1) a ziskany produkt se lyofilizuje z benzenu. Vytézek 6.48 g
(46%) benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-3-O-(methylthio)thiokarbonyl-oc—D-
glukopyranosidu (IV, kde Ry =benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = CH;S); t.t. 53-58°C, [a]p
+51.5% (¢ 0.2, chloroform). Pro CyH,7NOgS, vypocteno: relativni molekulova hmotnost 441.6,
monoisotopickd hmotnost 441.1. FAB-MS, m/z: 4422 [M + HJ". Pro CooH7NOS, (441.6)
vypocteno: 54.40% C, 6.16% H, 3.17% N, 14.52% S, nalezeno: 54.89% C, 6.31% H, 2.98% N,
14.28% S.

Priklad 2

K michanému roztoku benzyl—2-aceta.mido-2-deoxy—4,6-O-isopropyliden-oc—D—glukopyranosidu
(IIL, kde R; = benzyl a R, + R; = isopropyliden; 1.76 g, 5 mmol) a N,N-dimethylaminopyridinu
(122 mg, 1 mmol) v suchém dichlormethanu (20 ml) pod argonem v aparature opatiené
septovym uzdvérem se pres septum pfidd pyridin (3 ml) a fenoxythiokarbonylchlorid (830 ml, 6
mmol) a smés se micha 8 h. Poté se smes ziedi chloroformem (100 ml) a extrahuje se vodou (3
X 30 ml). Organicka vrstva se vysusi bezvodym siranem hofe¢natym a odpari. Chromatografii
surového produktu na sloupci silikagelu v soustavé toluen - octan ethylnaty (3:1) a naslednou
krystalizaci ziskaného odparku homogenni frakce ze smési toluen - petrolether se ziskaji 2 g
(82%) benzyl-2-acetamido-2-deoxy—3-O-fenoxythiokarbonyl-4,6-O-isopropyliden-oc-D-
glukopyranosidu (IV, kde R, = benzyl, Ry + Ry = isopropyliden a X = fenoxy); t.t. 158-162°C,
[a]p +31.06° (c 0.4, chloroform). Pro (CasHa9NO5S) vypodteno: relativni molekulova hmotnost
487.6, monoisotopickd hmotnost 487.2. FAB-MS, m/z: 488.3 [M +HJ". Pro CasHpNO-S (487.6)
vypocteno: 61.59% C, 6.00% H, 2.87% N, 6.58% S; nalezeno: 61.43% C, 592%H, 2.72% N,
6.49% S.

Priklad 3

Benzyl-2-acetamido-4,6-0-benzyliden-2-deoxy-a-D-glukopyranosid (I, kde R, = benzyl a
Ry + R3 = benzyliden; 31.0 g, 75 mmol) se micha v pfitomnosti hydridu sodného (60%
suspense v minerdlnim oleji; 9.0 g, 225 mmol) v suchém dimethylformamidu (300 ml) 30
min. pi teploté mistnosti. Ke smési se prida sirouhlik (90 ml, 1.5 mol) a smés se mich4
dalSich 30 min. Po ochlazeni na 0°C se pridd methyljodid (75 ml, 1.2 mol) a smés se micha 1
h pti 0°C a 1 h pii teplotd mistnosti. Ke smési se piida pevny CO, a piebytecny hydrid se
rozlozi vodou (20 ml). Smés se vezme mezi chloroform (1000 ml) a vodu (100 ml), oganicks
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vrstva se oddéli, promyje vodou (2x100 ml), vysusi bezvodym siranem hote¢natym a odpari.
Odparek se susi 2 h pfi 40°C a tlaku 1.32 Pa. Po pfidani diethyletheru se ziska 12 g (32%)
krystalického benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-benzyliden-3-O-(methylthio)thiokarbonyl-oc-
D-glukopyranosidu (IV, kde R; = benzyl, R, + R; = benzyliden a X = CH3S); t. t. 184-185°C.
Chromatografii odparku mate&nych louhii na sloupci silikagelu v soustavé toluen - octan
ethylnaty (5:1) a naslednou krystalizaci odparku homogenni frakce ze smési toluen - petrolether
se obdrzi dalsich 11 g (29%) latky IV. [a]p +28° (¢ 0.4, chloroform). Pro (CaH2INOgS,)
vypocteno: relativni molekulovd hmotnost 489.6, monoisotopickd hmotnost 489.1. FAB-MS,
m/z: 490.0 [M + H]". Pro CyH7NO4S, (489.6) vypocteno: 58.88% C, 5.56% H, 2.86% N,
13.10% S; nalezeno: 58.69% C, 5.63% H, 2.72% N, 12.90% .

Priklad 4

Postup A: Roztok benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden—3-O-
(methylthio)thiokarbonyl-a-D-glukopyranosidu (IV, kde R; = benzyl, R, + Ry =
isopropyliden a X = CH,S; 883 mg, 2 mmol), akrylonitrilu (1.32 ml, 20 mmol) a
tributylcinhydridu (1.08 ml, 4 mmol) v toluenu (20 ml) se zahiivé k varu pod argonem 8-20 h;
priib¢h reakce se sleduje pomoci TLC v soustavé toluen - octan ethylnaty (1:1). Smés se
potom odpafi za sniZeného tlaku. Chromatografii odparku na sloupci silikagelu (40 g) ve vyse
uvedené soustavé se ziskd 272 mg (35%) tuhého odparku poZadovaného 3-(benzyl-2-
acetamido-2,3-dideoxy-4,6-O-isopropyliden-a-D-glukopyranosid-3-yl)-propionitrilu (II, kde
R = benzyl, Ry + R; = isopropyliden a X = CN) a 302 mg (45%) tuhého odparku produktu
deoxygenace, tj. benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-O-isopropyliden-oc-D-ribo-
hexopyranosidu (V, kde R; = benzyl a R, + R3 = isopropyliden).

Postup B: K michanému vroucimu roztoku tributylcinhydridu (1.08 ml, 4 mmol) v toluenu
(12 ml) pod argonem v aparatufe opatfené septovym uzdvérem se pres septum bshem 2 h
postupné pfikape roztok latky IV (kde R; = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = CH;S; 883
mg, 2 mmol) a akrylonitrilu (1.32 ml, 20 mmol) v suchém toluenu (8 ml) a smé&s se zahi{va k
varu 8 h. Reakéni smés se zpracuje analogicky s postupem A. Ziska se 334 mg (43%)
poZadované latky II (kde R, = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = CN) a 242 mg (36%)
produktu deoxygenace V (kde R; = benzyl a R, + R; = isopropyliden).

Postup C: K michanému vroucimu roztoku latky IV (kde R| =benzyl, R, + R; = isopropyliden

a X = CH;S; 883 mg, 2 mmol), akrylonitrilu (1.32 ml, 20 mmol) a tributylcinhydridu (1.08
ml, 4 mmol) v toluenu (20 ml) pod argonem v aparatufe opatfené septovym uzévérem se pies
septum piida 0.25M roztok AIBN v toluenu (4 ml, 1 mmol) a smés se zahfiva k varu 3 h.
Reakéni smés se zpracuje analogicky s postupem A. Ziskd se 350 mg (45%) poZadované latky
IT (kde R| = benzyl, Ry + R; = isopropyliden a X = CN) a 221 mg (33%) produktu
deoxygenace V (kde R; = benzyl a R, + Ry = isopropyliden).

Latka II (kde R, = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = CN): [alp +90.25 (¢ 0.24,
chloroform). Pro  CyHasN,0s vypoCteno: relativni molekulovd hmotnost 388.5,
monoizotopickd hmotnost 388.2. FAB-MS, m/z: 389.1 [M + H]". Pro Ca1HasN2O5 (388.5)
vypocteno: 64.92% C, 7.27% H, 7.21% N; nalezeno: 64,75% C, 7.09% H, 6.95% N.

Léatka V (kde R; = benzyl a R, + R; = isopropyliden): [a]p + 42° (¢ 0,3; chloroform). Pro
CisH2sNOs vypo&teno: relativni molekulova hmotnost 335,4, monoizotopickd hmotnost
335.2. FAB-MS, m/z: 336.2 M + H]+. Pro C,;gH,sNO:s (335,4) vypodteno: 64,46% C,
7,51% H, 4,18% N; nalezeno: 64.17% C, 7.73% H, 4.47% N.

Piiklad 5

Postup A: Roztok benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-3—0-
(methylthio)thiokarbonyl-a.-D-glukopyranosidu (IV, kde R; = benzyl, R, + R; =
isopropyliden a X = CH;S; 883 mg, 2 mmol), akrylanu methylnatého (1.80 ml, 20 mmol) a




e (A AR .
L] LR
* *0e

9 veee sen’ se  se LX)

tributylcinhydridu (1.08 ml, 4 mmol) v toluenu (20 ml) se zah#ivé k varu pod argonem 8-20 h;
pribéh reakce se sleduje pomoci TLC v soustavé toluen - octan ethylnaty (1:1). Reakéni smés
se zpracuje analogicky s prikladem 4 (postup A). Ziska se 336 mg (28%) tuhého odparku
poZadovaného 3-(benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-O-isopropyliden—oc-D-glukopyranosid-
3-yl)-propionétu methylnatého (II, kde R, = benzyl, Ry + R3 = isopropyliden a X = COOCHj;)
a 329mg (49%) produktu deoxygenace V (kde R, = benzylaR, + R; = isopropyliden).

Postup B: K michanému vroucimu roztoku tributylcinhydridu (1.08 ml, 4 mmol) v toluenu
(12 ml) pod argonem v aparatufe opattené septovym uzavérem se pres septum bshem 2 h
postupné pfikape roztok latky IV (kde R, = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = CH;S; 883
mg, 2 mmol) a akrylanu methylnatého (1.80 ml, 20 mmol) v suchém toluenu (8 ml) a smés se
zahiiva k varu 8 h. Reak¢ni smés se zpracuje analogicky s postupem A. Ziskd se 278 mg
(33%) pozadované latky I (kde R; = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = COOCHj3) a.309
mg (46%) produktu deoxygenace V (kde R, = benzyl a R, + R3 = isopropyliden).

Postup C: K michanému vroucimu roztoku latky IV (kde R; = benzyl, R, + R; = isopropyliden
a X = CH;S; 883 mg, 2 mmol), akrylanu methylnatého (1.80 ml, 20 mmol) a
tributylcinhydridu (1.08 ml, 4 mmol) v toluenu (20 ml) pod argonem v aparatufe opatiené
septovym uzdvérem se pies septum piida 0.25M roztok AIBN v toluenu (4 ml, 1 mmol) a smés
se zahf{vd k varu 3 h. Reakéni smés se zpracuje analogicky s postupem A. Ziska se 160 mg
(19%) pozadované latky II (kde R; = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = COOCHj3) a 382
mg (57%) produktu deoxygenace V (kde R; = benzyl a R, + R; = isopropyliden).

Latka II (kde R; = benzyl, Ry + R; = isopropyliden a X = COOCHj3): Pro CpHj3NO;,
vypocteno: relativni molekulovd hmotnost 421.5, monoizotopicka hmotnost 421.2. FAB-MS,
m/z: 422.2 [M + HJ". Pro CypH;NO, (421.5) vypodteno: 62.69% C, 7.41% H, 3.32% N,
nalezeno: 62.37% C, 7.18% H, 3.38% N.

Priklad 6

Postup A: Roztok benzy1-2-acetamido-2-deoxy-4,6—0-isopropyliden-S-O-
(methylthio)thiokarbonyl-o-D-glukopyranosidu (V, kde R, = benzyl, R, + R; =
isopropyliden a X = CH;S; 883 mg, 2 mmol), akrylanu ethynatého (2.17 ml, 20 mmol) a
tributylcinhydridu (1.08 ml, 4 mmol) v toluenu (20 ml) se zahfiva k varu pod argonem 8-20 h;
priibéh reakce se sleduje pomoci TLC v soustavé toluen - octan ethylnaty (1:1). Reakéni smés
se zpracuje analogicky s piikladem 4 (postup A). Zisk4 se 436 mg (50%) tuhého odparku
poZadovaného 3-(benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-0-isopropyliden-oc-D-glukopyranosid-
3-yl)-propionétu ethylnatého (II, kde R, = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X =
COOCH,CH3) a 188 mg (28%) produktu deoxygenace V (kde R, = benzyl a R, + R; =
isopropyliden).

Postup B: K michanému vroucimu roztoku tributylcinhydridu (1.08 ml, 4 mmol) v toluenu
(12 ml) pod argonem v aparatufe opatiené septovym uzdvérem se pres septum behem 2 h
postupné prikape roztok latky IV (kde R; = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = CH;S: 883
mg, 2 mmol) a akrylanu ethynatého (2.17 ml, 20 mmol) v suchém toluenu (8 ml) a smés se
zahfiva k varu 8 h; pribsh reakce se sleduje pomoci TLC v soustavé toluen - octan ethylnaty
(1:1). Reakéni smés se zpracuje analogicky s postupem A. Ziskid se 488 mg (56%)
poZadované latky II (kde R; = benzyl, R, + Ry = isopropyliden a X = COOCH,CH;) a 168 mg
(25%) produktu deoxygenace V (kde R = benzyl a R, + R3 = isopropyliden).

Postup C: K michanému vroucimu roztoku latky IV (kde R, = benzyl, R, + R; = isopropyliden
a X = CH3S; 883 mg, 2 mmol), akrylanu ethynatého (2.17 ml, 20 mmol) a tributylcinhydridu
(1.08 ml, 4 mmol) v toluenu (20 ml) pod argonem v aparatufe opatfené septovym uzavérem se
pfes septum piida 0.25M roztok AIBN v toluenu (4 ml, 1 mmol) a smés se zahiiva k varu 3 h.
Reakeni smés se zpracuje analogicky s postupem A. Ziskd se 200 mg (23%) poZzadované latky
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II (kde R; = benzyl, R, + R; = isopropyliden a X = COOCH,CH3) a 369 mg (55%) produktu
deoxygenace V (kde R; = benzyl a R, + Ry = isopropyliden).

Latka IT (kde R; = benzyl, Ry + R; = isopropyliden a X = COOCH,CHa): [a]p +89° (¢ 0.22,
chloroform). Pro C3H33NO7 vypodteno: relativni molekulova hmotnost 435.5 monoizotopicka
hmotnost 435.2. FAB-MS, m/z: 436.2 [M + H]+. Pro Cy3H33NO; (435.5) vypocteno: 63.43% C,
7.64% H, 3.22% N, nalezeno: 63.11% C, 7.77% H, 2.98% N.

Priklad 7

K michanému roztoku ethylesteru II (kde R, = benzyl, R; + R; = isopropyliden a X =
COOCH,CHj3; 871 mg, 2.0 mmol) v methanolu (15 ml), se piidd IM-NaOH (5 ml, 5 mmol) a
po 4 h michéni za laboratorni teploty se smés zneutralizuje iontoméni¢em Dowex 50 (v
pyridinovém cyklu v methanolu). Iontomé&nié se odfiltruje, promyje methanolem (3 x 20 ml) a
filtrat se za sniZeného tlaku zahusti. Zbytek se kodestiluje s benzenem (3 x 20 ml) a lyofilizuje
z benzenu. VytéZzek 802 mg (98%) 3-(benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-O-isopropy1iden—
o-D-glukopyranosid-3-yl)-propionové kyseliny II (kde R, = benzyl, R, + R3 = isopropyliden
a X =COOH; [a]p +129° (c 0.4; methanol). Pro C21H20NO;7 vypoéteno: relativni molekulova
hmotnost 407,5, monoizotopicka hmotnost 407.2. FAB-MS, m/z: 408.1 [M + H]", 430 [M +
Na]". Pro C21H9NO; (407.5) vypoéteno: 61.90% C, 7.17% H, 3.44% N; nalezeno: 62.15% C,
7.05% H, 3.52% N.

Priklad 8

Roztok benzylesteru terc-butyloxykarbonyl-L-oc-aminobutanoyl-D-isoglutaminu (467 mg,
1.1 mmol) ve smési dichlormethan ~ trifluoroctova kyselina (1 : 1, 20 ml) se ponechd
reagovat pfi laboratorni teploté 30 min. a smés se za snieného tlaku zahusti. Odparek se
kodestiluje s dichlormethanem (3 x 15 ml) a susi se za laboratorni teploty a tlaku 1.32 Pa 2 h.
Ziskany sirup se rozpusti v N,N-dimethylformamidu (5 ml) a vznikly roztok benzylesteru
trifluoracetatu H-L-ai-aminobutanoyl-D-isoglutaminu se pouZije ihned pro kondenzaci s
kyselinou II (kde R, = benzyl, R, + R3 = isopropyliden a X = COOH).

K michanému roztoku kyseliny II (kde R, = benzyl, R; + R; = isopropyliden a X =
COOH; 407 mg, 1.0 mmol) a monohydrétu I-hydroxybenztriazolu (168 mg, 1.1 mmol) ve
smési dichlormethan - N,N-dimethylformamid (9 : 1; 9 ml) se pfi 0°C piidd 1M roztok N,N -
dicyklohexylkarbodiimidu v dichlormethanu (1.1 ml, 1.1 mmol) a smés se micha 1 h pii 0°C.
Vyloucena N,N’-dicyklohexylmo&ovina se odfiltruje (180 mg, 73%). K ziskanému filtratu se
za michani pfi 0°C pfidd shora uvedeny roztok benzylesteru trifluoracetdtu H-L-o-
aminobutanoyl-D-isoglutaminu a N,N-diisopropylethylamin (366 ul, 2.14 mmol) a smés se
micha pti 0°C 1 h a pfes noc pii laboratorni teploté. Potom se pfid4 chloroform (100 ml) a
smes se extrahuje nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (2 x 20 ml) a 5%
roztokem chloridu sodného (3 x 20 ml), vysusi se nad bezvodym siranem hoteénatym a odpari
za sniZeného tlaku. Chromatografii odparku na kolon& silikagelu C18 v soustavé voda —
methanol (linedrni gradient: 50 — 100%/60 min.) se ziskd 355 mg (50%, po&itano na 1 mmol
vychozi kyseliny II) pevného odparku benzylesteru 3-(benzyl-2-acetamido-2,3-dideoxy-4,6-
O-isopropyliden-a-D-glukopyranosid-3-yl)-propionyl-L-a-aminobutanoyl-D-isoglutaminu
(VL kde R; = benzyl, R, + R; = isopropyliden, X = L-Abu-D-isoGIn(OBn)); [a]p + 60° (¢
0,2, chloroform). Pro C37HsoN4Oqq vypodéteno: relativni molekulovd hmotnost 710.8,
monoizotopickd hmotnost 710.4. FAB MS, m/z: 711.6 [M + H]" a 603.5 [M-OBn+H]" . Pro
C37Hs50N4O10 (710.8) vypodteno: 62.52% C, 7.09% H, 7.88% N: nalezeno: 62.30% C, 7.18%
H, 7.65% N.
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Priklad 9

Plné chranény glykopeptid VI (kde R; = benzyl, R; + R3 = isopropyliden a X = L-Abu-D-
isoGIn(OBn); 213 mg, 0,3 mmol) se za michani zahiiva v 80% vodné kyseling octové (5 ml) na
50°C 1 h a potom se rozpoustddla odpai{ za sniZeného tlaku. Ziskany odparek pruduktu
deisopropylidenace se nasledn& hydrogenolysuje v kyseliné octové (50 ml) za pfitonosti 5%
Pd/C (200 mg) pti laboratorni teploté 24 h. Aparatura se propldchne argonem. Katalysator se
odfiltruje, promyje kyselinou octovou a filtrat se lyofilizuje. Produkt se chromatografuje na
koloné silikagelu C18 v soustavé methanol - voda (1 : 19). Homogenni frakce odpovidajici - a
B-anomertim se vakuové zahusti a zbytek se lyofilizuje z vody. Vytézek 109 mg (74%) 3-(2-
acetamido-2,3-dideoxy-D-glukopyranosa-3-yl)-propionyl-L-o-aminobutanoyl-D-
isoglutaminu (I, kde R; a R; = H a X = L-Abu-D-isoGln). Pro CyH34sN4O1 vypoclteno:
relativni molekulova hmotnost 490.5, monoizotopickd hmotnost 490.2. FAB-MS, m/z: 513.2 [M
+Na]", 535.1 [M +2Na]". Pro Cy0H34N4O10 (490.5) vypodteno: 48.97% C, 6.99% H, 11.42% N,
nalezeno: 48.78% C, 7.13% H, 11.29% N Aminokyselinova analyza: kyselina glutamova 1,0,
kyselina ai-aminobutanova 0,98.

Struktura vyS$e jmenovanych latek byla jednoznacné prokdzéana jejich 'H a *C NMR spektry.
Primyslova vyuzitelnost

Latky podle vynalezu lze vyuzit v zdkladnim vyzkumu, ve farmaceutickém primyslu a v
huméannim i veterindrnim lékafstvi.
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1. Karbaanalogy muramylovych glykopeptidii obecného vzorce I,
R,O
O
CH, OH

RO ‘_/‘
NHAc

CH,CO-X

|
které obsahuji v molekule strukturni jednotku typu derivatu kyseliny 3-(2-acetamido-2,3-
dideoxy-oc-D-glukopyranosa-3-yl)—propionové, kde:
R; = H nebo sacharidovy zbytek;
R2=H nebo lipofilni acylovy zbytek (poget atomt uhliku Cy — Cyy), ktery mtZe byt linedrni,
vétveny, cyklicky nebo polycyklicky;
X = peptidovy fetézec typu peptidové podjednotky peptidoglykanu

2. Derivaty karbaanalogu kyseliny N-acetyl-normuramové [kyselina 3-(2-amino-2,3-dideoxy-
-D-glukopyranosa-3-yl)—propionové] obecného vzorce II,

R3O0
0
CH,
RO OR;

NHAc

CH,-X
]

kde:
R;=na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-nenasyceny alkyl;
Ry a R3 = H, na C(1) arylem substituovany alkyl, na C(1) vétveny alkyl nebo 2,3-
nenasyceny alkyl;
X = COOH, CN nebo COOR, kde R = linedrni, v&tveny, nenasyceny, cyklicky alkyl,
arylem substituovany alkyl nebo aryl.

(U8

Zptisob piipravy latek obecného vzorce I a Il podle ndrokii 1 a 2, vyznadujici se tim, Ze jako
vychozi létka se pouZije latka obecného vzorce III
R3O0
O
OH

RQO OR1
NHAc

(kde R; — R3 jsou chrénici skupiny alkylového, arylalkylového nebo acetalového typu),
kterd se  prevede basicky  katalysovanou reake{ se sirouhlikem  nebo
aryloxythiokarbonylhalogcnidy na latku obecného vzorce IV
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