~ (19)

CESKA A SLOVENSKA ZVEQEJNENA PF’“HLAéKA

FEDERATIVNI

REPUBLIKA VYNALEZU a2)

(22) 27.03.90

(32) 27.03.89

FED

PRO VYNALEZY

(31) 89/62
(33) YU
ERALNIi URAD (40) 13.08.91

(21) 01490-90.Q

(13) a3

5(51) ¢ 13 K 7/00

(71)

(72)

PLIVA FARMACEUTSKA, KEMIJSKA, PREHRAMBENA I KOZMETICKA., Zagreb, YU

Suskovié Bozidar, Zagreb, YU
Naumski Radmila, Zagreb, YU
Gomereic¢ Vera, Zagreb, YU
Mubrin Zdenko, Zagreb, vu

(54)

(57)

Zptsob pripravy N-acyl-derivita monomeru peptidoglykanu

Zpasob pripravy N-acyl-derivat® monomeru pepti-
doglykanu obecného vzorce I, v né€mz R znamen&
acylovou skupinu alkylkarboxylové kyseliny s
Primym Fetézcem se 2 az 18 atomy uhlfku, alkyl-
karboxylové kyseliny s vétvenym Fet&zcem s

5 az 18 atomy uhliku, henasycené alkenylkarboxy-
lové kyseliny s 12 az 18 atomy uhliku nebo
aromatické karboxylové kyseliny se 7 az 12 atomy
uhlfku, a jejich farmaceuticky pfijatelnych
solf, vyznacujici ge tim, ze monomer peptido-
glykanu (PGM) se acyluje za pritomnosti bize
reakcf s kyselinou obecného vzorce III, v némz R
znanend jako v obecném vzorci I, pFi Gemz
kyselina je v aktivované formé. Nové slougeniny
(obecného vzorce I) a jejich farmaceutlcky
Pfijatelné soli jsou zv1aste uzite&né pro
pEipravu imunomoduldtory a imunoadjuvanta pro
lidi a zvirata.



Tento vynédlez se tyka zpusobu pripravy novych N-acyl-
derivatd monomeru peptidoglykanu (PGM) a jeho farmaceuticky
prijatelnych soli, které jsou pouZitelné zvlasté jako imuno-

stimuldtory a imunoadjuvanty.

Je znémo, Ze monomer peptidoglykanu obecného vzorce II

CH20H CHeoﬁ

3

CH3CHCONHCHCONHCH—CONH2

; CH. O©H
?HE A
CONECHCONECHCONHCHCGOH

-—O—
4
o

CHA

| 2 (II)
s ~
H--HN-—CH-’-'-CONH2
[Carbohydr. Res. 110, 320 gZ 325 (1982) ] vykazuae iminomo~
dulacnl [Z, Immun., Forsch. _22, 312 az 328 (1979) ] a také
antimetastasovou %8innost [Bur. Je Cancer o col. 19, 681 az
686 (1983), Cancer Immunol. Immunother. 15, 84 az 86 (1983),
Cancer Immunol. Immunother. 18, 4S aZ 53 (198#) l. Je to

latka netoxickd a apyrogenni. Jz Gob¥e T zpu stnd ve vodé,



ale neni rozpustna v organickych rozpoustédlech. Jdeji vysoce

hydrofilni a lipofobni charakter ji neumoziuje pronikat li-
pofilnimi membranami v organismu. Rozsah lipofilniho a hy-—
drofobniho charakteru tekovych sloudenin by mohl vjznamné

ovliviovat jejich aktivitu.

Predmétem tohoto vynalezu Jje priprava novych N—acyl-

derivatd monomeru peptidoglykanu obecného vzorce 1

Cﬁ20ﬂ CHZOH

O o 1
KHCOCH, ITHOCCE

CE_CECCHECHCONHCHE~CCHH,,
2 | s
CHA CH H
IHZ | 3 % 5
CONH?HCONHCHCONHCHCCOH

| 2 1,

R—NH—CH~CONH2

- ) - alkyl )
v némz R znamena acylovou skupinu‘&arboxylové kyseliny s
primym Fetézcem se 2 aZz 18 stomy uhliku, alkylkarboxylové

5 18 stomy uhlixu,
3
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nenasycené alkenylkarboxylové kyseliny se 12 aZ 18 atomy u-
hliku nebo aromatické karboxylové kysellny se 7 az 12 atomy
uhliku, a jejich farmaceutlcky prijetelnych SOll.

Prikledy skupiny R v obecném vzorci I, pokud znamena
acylovou skupinu alkylkarboxylové kyseliny s primym Yet&zcem
se 2 az 18 atomy uhliku, jsou acetylova, kapryloylova, kapri-

noylova, lauroylova, palmié&lové a stearoylovad skupina,

Vyhodnym prikladem skupiny R v obecném vzorci I, pokud
znamend acylovou skupinu alkylkarboxylové kyseliny s roz-
vétvenym retézcem s 5 aZ 18 atomy uhliku, je pivaloylova

skupina.

Vyhodnym prikladem skupiny R v obecném vzorci I, pokud
znamena acylovou sxupinu nenazsycené alkenylkarboxylové Xyse-

liny se 12 2% 18 atomy uhliku, je oléylova skupina.

V¥hodnym prikladem skupiny R v obecném vzorci I, pokud
znamené acylovou skupinu aromatické karboxylové kyseliny se

7 az 12 atomy uhliku, je benzoylova skupina.

Mezi farmaceuticky pfijatelné soli novjch N-acyl-deri-—
vatl monomeru peptidoglykanu (PGN) patri také soli téchto
derivatd s eqybﬂe ckimi nebo orgenicimi btédzemi, jako jsou

napriklad soli slkelickich kovk {(napiiklad sodné suli, dre

(U




selné soli), soli kovil alkalickych zemin (napfiklad vépenate

soli), amonné soli, soli organickych bazi (napfiklad soli
s ethanolzminem & soli s triethanolaminem) a jiné fysiolo-

gicky tolerovatelné soli.

P7i pripravé novych N-acyl-derivati PGM obecného vzorce
I byly pouZity zndmé zpUsoby acylace pGM obecného vzorce 1T

reakci s odpovidajici kyselinou obecného vzorce III

R - COOH (1I1),

v ndm? R znamend jak shora uvedeno v obecném vzorci I,

p¥i dem? kyselina existuje v aktivované formé&, napriklad
jako anhydrid, zvlastd jeko aktivni ester, jako nep¥iklad
ester, ktery se vytvori reakci kyseliny s N-hydroxysukcin-—
imidem, N-~hydroxybenzotriazolem, N-hydroxyftelimidem a po-
dobnymi alkoholy. Priprava ektivnich esterd se provadi ze
pritomnosti dehydratedénich &inidel, jakymi jsou napriklad
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) nebo jiné konvencni karbodi-
imidy popsané v literatufe, N,N-karbonyldiimidazol, p—to-
luensulfondt a jiné znamé sulfondty. Reakdni podminky pro
pouziti takovych &inidel Jsou ﬁbsény v literatufe. Vyhodné
jsou reakce s karbodiimidy. Reakce se provad&ji pii’teploté
20 a2z 25 °C a davaji vysoké vytéiky. Acylace PGM, nap¥iklad
énhydridém kyseliny octové, se provédi za pFitomnosti bazi,
jeko Je napiiklad hydrogenuhliditsn sodny, acylace odpovi-

dajicim ektivnim esterem xyseliny se provédi v inertnim



rozpoustédle, jako je nap¥iklad dimethylformemid (DMF), za
pPitomnosti organické baze jako katalyzatoru. PGM.é éktivni
ester se pouZivaji v poméru 1 ¢ 1,3 az 1 s 2 (mol/mol), po-
mér PGM k rozpoustédlu se pohybuje”v rOZmezi 6d 1 : 30 do

1 : 100 (hmotnostni dily k objemovym dilém). Organické baze
je ve formé aminu, jeko je napPiklad triethylemin (TEA).
Tato baze se pridavé k PN v pomSru od 1 : 2 do 1 : 5 (mol
na mol). Reakce se provadi 24 hodin p¥i tepioté 20 az é5 °c.
Prib&h reakce se sleduje chfématografii na tenké”vrstvé
(TIC) silikagelu, jako adsorbentu, a v takovém rozpoustédloven
éyétému, ktery je vhodny pro d&leni produkti reakce od vy-
chozich reakinich &inidel, jako je napfiklad rozpoustédlovy
systém propanol - voda v pom&ru 7 : 3 (objemové dily k

objemovym dilim) (systém 4).

P¥idénim organického rozpoustédla, v némZ se produkt
nerozpoudti, jeko je nap¥iklad ethylacetdt (EtOAc), se ziskd
produkt. Produkt se pek vyCisti konvenénimi\zp&soby, jako je
nap¥iklad chrometografie na koloné na rGznych adsorbentech,
nap?. na silikagelu, eluce shora uvedenym rozpoustédlovym

systémem A, nebo na Sephadexu, eluce vodou.

Dal¥im predm&tem tohoto vynadlezu je ziskdni zpUsobu pri-
/ T o . s o, VeV
pravy farmaceutickych prost¥edkid obsahujicich ucinnou a Jjeste

fysiologicky tolerovatelnou c¢évku nového N-acylderivatu




monomeru peptidoglykanu obecného vzorce I nebo jeho farmaceufic-

ky prijatelnych soli, které se oznacuji jako imunomoduladni
nebo imunoadjuventni 1é3ivé prostiedky. Udinné slouleniny se
mohou formulovat v kombinaci s f@gQaceuticky pfijatelnym

nosidem., Tyto farmaceutické prost¥edky se s vyhodou podavaji

parenteralng,

Biologicka G&innost sloudenin, které jsou uvedeny v
bodech predmétu &ynélezu, byla testovéna na mysich samcich
CBA, starych 2 a% 2,5 mé&sice. Zvifata byla slaptovéna na
laboratorni poamlnky prlzpusobovanlm alespon jeden tyden pred
kaZdym testovénim, ﬁ01nnost N-acyl-derivatu PGM byla srovné-
vana s vysledky z1s&anym1 s kontrolni skupinou mys$i, Jjimz
byl podavan fysiologicky roztok (negativni kontrola) & ori-
ginalni PGM (positivni kontrola); Viechny testovené slouCe—
niny byly DOdéVarV do orgenismu intreverosni (iv.)cestou v
v Jediné dévce 2CO /ug/myé, resp. 10 mg/z. Pfi taeshovani
imunofarmek ologlo Ucinnosti by lw zalstovany nasledujici
uc;nky hmotnost sle21ny, podet. lymfocytl a polet PFC (pla-
ky tvoricich bundk) mpisobem podle Jerneho ["Cell Bound
Antibodies'", Whister Institute Press, Philadelphia, str.

109 (1963):];'Hmotnost sleziny byla vyjad¥ovana v mg. Po-

v

et lymfocytl sleziny byl vyjed¥ovéan jako absolutni c¢islo

v 1 ml, zatimco podet PFC byl vyjadTovan jako celkové Cislo

’

~
. v o @] . .
a jeko U¢innost v 10° lymfocytech sleziny. Testované skupiny

v/



a odpovidajici kontrolni skupiny obsahovaly po 5 aZ 7 my$ich.
U&innost ka¥dého N-acyl-derivatu PGM byla zjié%événa‘alespoﬁ
%iikrét v rlznych obdobich. Statisticka analysg Byla prove-h
dena s parametry Studentova t-testu podle pUvodniho programu
pro poditad Stat Works. Vyznamnost rozdild byla zjisfovana
oboustrannym testem p¥i hlsdin& pfijatelnésti rovné ﬁebo men-

1 nez 5 %. Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.
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Statisticky vyznamné zvySeni hmotnosti sleziny bylo
zjisténo po aplikaci sodné soli N-stearoyl-PGM a sodné soli
N-oleoyl-PGM (13 % a 21 % ve srovnani s kontrolnimi hodnota—
mi). Relativni év&éeni hmotnosti sleziny bylo zjiéténo také
po pouziti sodné soli N-benzoyl-PGM, sodné soli N-lauroyl-
PGM a sodné soli K-piveloyl-PGM; i kdy% rozdily vzhledem ke
kontrolnim hodnotdm nebyly vyznamné zvySeny, byla zde zTetel-
n& tendence zlepSené Udinnosti uvedenych derivatid. Zmény v
podtech lymfocytd sleéiny (ebsolutni polet v 1 ml) byly razné
pro kezdy derivat. U skupihy mysi, jimZ byla podéna sodna
sul N-lauroyl-PGM, bylo zjiSténo statisticky vyznamné sniZeni
0 20 % ve srovnani s kontrolnimi hodnotami. U myS$i, na néz
byio plisobeno sodnou soli N—kaprgbl-PGM, bylo ziskéno statis—
ticky vyznamné zvySeni podtu lymfocytl sleziny (19 %). Po
podéni pivaloyl~ a acetyl-derivdtd bylo u myéi<zjiéténo
sniZeni podtu lymfocytlh sleziny o 4 aZ 6 %, nsproti tomu.
~ pri aplikaci oleoyl—, kaprinoyl- a.palmitoyl~derivétﬁ PGM
bylo nalezeno zvySeni o 3 aZz 9 %. I kdyZ byla zfejmad jista
tendence téchto ziskanych zméh, nemély tyto zmény Zadnou
statistickou vyznamnost. Sodné soli stearoyl- a benzoyl-de-
rivatli PGM nemély na podet lymfocytd sleziny %adny vliv.
Prakticky v8echny testované slouleniny vykazovaly zvySené
PFC., Toto zvyS3eni se pohybovalo v rozmezi od 10 do 66 %,
vzhledem ke kontrolnim hodnotém. Statisticky vyznamﬁj rozdil

byl vsek nelezen pouze pro sodné soli N-benzoyl—, N-lauroyl—




a N-palmitoyl-derivatl PGM. VSechny pouZzité sloudeniny zvy-

govaly aktivitu PFC, jak je zPejmé z podtu lymfocyth slezi-
ny. Tato hodnota se pohybovala v rozmezi od 9 % do 75 %

ve srovnédni s hodnotaml nelezenymi u kontrolﬁi‘skupihy-myéi;
statisticky vyznamny rozdil byl zjistén u lauroyl-derivatid
PGM. ZYetelné vyJja&drend tendence zvysSeni byla nalezena u
benzoyl- a acetyl-derivatl PGli, kdy rozdily ve srovnani s
kontrolnimi hodnotami prakticky dosahly statisticky vyznamné

hodnoty (0,5 mens$i neZ p mengi nez O,1).

Na z4Kad& ziskanych vysledkl lze uzaviit, Ze vsSechny
studované N-acyl-derivaty monomeru peptidoglykanu vykazuji
jistou imunostimuladni ddinost, i kdy? se Jjednotlivé deri-
vaty 1isi svoji efektivitou. Jedna z moznych interpretsci

7
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otnosti sleziny by mohla spolivat v
d8inku PGM z jeho N-scyl-derivatd, uvedenjch v bodech
bfedmétu vyndlezu, na bunéény imunitai systém. Jinym
moZnym divodem by mohla byt skutelnost, Ze se pddobaji v
mechanismu Udinku, ale 1i8i se svoji vnit¥ni d&inosti;

v1liv na humérélni . imunitu je zTejmy ze zméﬁ v aktivité
PFC a v jistém rozsahu se 1i% od vlivu ns polet lymfocytl
Sieziny. Vyznamny vl1iv na celkovou PFC aktivitu byl nalezen

u benzoyl-, lauroyl- g palmitoyl—derivét& PGM, které v pod-

stats nendni n
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Strukturni modifikace molekuly PGM vedou k nové a ni-
koliv ziejmé biologické ddinnosti N-acyl-derivati PGM, uve-
denych v bodech pfedmétu.vynélezu, demonstrovanych dv&ma
ruznymi sméry: vyznamny v1liv na imunitni odpove& bunky, cha-
rakteristicky pro benzoyl— a kspryloyl-derivaty PGM; na dru-
hé strané benzoyl-, lauroyl— a palmitoyl-derivity byly vy~
znamnéji zahrnuty v humordlni imunité. Ziskané visledky u~-
kazuji ns nejlepdi ddinnost lauroyl-derivatu PGM vzhleden
k jeho vlivu na bunéénou a humoralni imunitu. Vedle toho
vykazuje lep$i Udinnost ve srovnani s pivodnim PGM, jest—

liZe Je podévan ve stejné koncentraci.
Tento vynalez je Lgﬁatrovén nasledujicimi priklady.

Priklad 1
PYipreva sodné soli N-acetyl-PGli

K roztoku PGM (500 mg, 0,495 mmolu) ve vodd (7 ml) se
pridéd nasyceny vodn&kroztok hydrégenuhliéitanu soaného
(NaHCOB, 2 75 ml) a smés se v ledové lazni ochladl na 5 °c.
Do ochlazene smési se prikape anhydrld kyseliny octové
(2 75 ml, 29 mmpld) g smés se michad 24 hodin p¥i 20 °c.
Smes se zahustl odpatenim za snlzeneho tlaku. leka se ole-
jovita sraZenina (O 95 g), kterd se rozpusti ve vodé (2 5 ml)
a rozdé&li na kolone naplnene 150 ml nosicem "Sephadex i

G-25 fine", eluce vodou. Frakce, kters obsahuji produkty,




se spoji a lyofilizuji. Vytézek 490 mg (92 %). Teplota tani

196 a% 198 °C. UF spelktrunm (H,0, mex): 202 nm. I8 spektrum
(KBr): 3400 a3 3240, 1660, 1550 a 1410 om-t. lH NMR spektrum
(D O, ppm) 1 90 s, 5H (CH CONH—Azpm), 1, 96 s, 3H (CH co.
.NH-Glc), 2 03 S, 3H (CH CONH—Mur) Vyznam zkratek Je ‘né-
sledu31c1. Aepm znamend diaminopimelylovou skupinu, Mur
znamend muramnoylovou skupinu a Glc znamena glukosaminylovou

skupinu.

Priklad 2
Prlprava N—stearoyl-PGM

K roztoku PGM (l 546 mg, 1,53 mmolu) v dimethylformami-
du (DMF 26,6 ml) se prlda sukclnlmldostearat (800 mg, 2 09
mmolu) a trlethylamln (TEA) (0,4 ml, 2,18 mmolu) Smés se
miché dvacet hodin pIri teploté 20 az 25 Oc. zZisk4 se Zelati-
nova suspense, do kbtere se za michéni‘pfikape ethylacetat
(180 ml). Sp&s se michd dalsich pét hodin. SraZenina se od-
filtruje a vysudi. VytéZek 2 g. Produkt se vyéisti chromato-
grafii na koloné& silikagelu”(25 g), eluce rozpuustédlovym
systémem A. Frakce, ktereé obé;huji produkt, se spoji a
zghusti odpafenim rozpoustédla za sniZeného tlaku. Vytézek
1,44 g (57 %). Teplota téni: 217 aZ 220 00; UF spektrum
(max, H,0): 204 nm, IC spektrum (KBr): 3280, 2910, 2350,

1635 2 1530 cm r.
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Priklad 3
Pfipravadanivaloyl*PGM

K roztoku PGM (500 mg, 0,495 mmolu) v dimethylfyPmami-
du (10 ml) se pfidé‘éukcinimidé;bivalét (137 mg, 0,688 mmolu)
a tfiethylamin (TE4) (0,13 ml, 0,7 mmoluj;”Smés se micha
24 hodin pri 25‘00 Db éifého roztoku se prikape ethylace-

tat (50 ml) a vysledna srazenina se micha dvé hodiny.
Srazenlna se odfiltruje, promyje se ethylacetdtem (dvakrat
P8ti ml) a vysudi. VytéZek 550 mg. Frodukt se vyéisti chroma—
tografii na koloné silikageiu, eluce rozpoustédlovym systé—
mem A., Frakce, které obsahuji produkt, se spoji a zahusti se
odpatenim rozpoustédla za sniZeného tlaku. Vytézek 270 mg
(49,8 %). Teplota téni: 202 ai 204 °C. UF spelktrum (max, H,0):
201 nm. I8 spektrum (KBr) 5400 3300 3080 5050 2980

1650 a 1;40 co~t.

Prikled 4
Pfiprava”N~oleoyl-PGM
K roztoku PGM (500 mg, 0,495 mmolu) v dimethyl-
formamidu (9 ml) se-pfidé sukciﬁimido-oleét (258 mg,
0 679 mmolu) a triethylamin (TEA) (O 13 ml, O 7 mmolu)
Smes se michd 24 hodin za teploty 25 C Potom se prikape '
ethylacetat (50 ml) a vyslednd sraéenina se micha t¥i ho-

diny. SraZenina se odfiltruje a vysudi. Vyté&Zek 630 mg.

n

re

L7

“enina se vylisti chrometogrsfii ne koloné silikagelu,



eluce rozpoudtédlovym systémem A, Frakce, které obsahuji

produkt, se spoji a zahusti odpéfeﬁim rogpoustédla za sni-
Yeného tlaku. VytéZek: O 545 g (54,6 %). Teplota téani
204 a% 206 °C. UF soektrum (mah, ‘20) 198 nm. IG spektrum

(KBr) 5300 2050 2875, 1b40 2 1555 cn -1,

Priklad 5
Priprava N-benzoyl-PGM

K roztoku PGM (1,346 mg, 1,33 mmolu) v dimethylform-
amiduv(25 3 ml) se bfidé sukninimido-bepzoét (400 ng, 1,825
mmolu) a trlethylamln (T“A) (O 35 ml). Smés se mlcha 24 ho~
din za teploty 25 °c. Prwkape se 160 ml ethylacetatu a vvsled—
né suspense se miché 5 hodin. Sraienina se odfiltruje, promy-
je se dvakrat 10 ml efhylacetétu a vysusi. VytéZek 1,45 g.
Produkt se vylisti chromatografii na koloné silikagelﬁ;
eluce rozpousdtédlovym systémem A. Frzkce, které ooszhuji
produkt, se spoji a zazhusti odpafenim rozpoustédla za sniZe-
ného tlaku. Vytézek 1,04 g (69 1 %). Teplota tani 173 az
175 °C. UF spelkbrum (mai, H,0): 203 a 224 (sh) nn. Ic spek—
trum (KBr) 5260, 1680 a 1515 on -,
Priklady 6 az 9

Podobnym épﬁsobem jako je popséno v prikladech 2 aZ 5
byly ziskany nasledujici derivaty: kapryloylovy-PGM,”kapri—
noyl-PGk, lauroyl-PGM = pzlmitoyl-PGl., ZaZklsdni fyzikalni

konstanty uvedenych derivasa Jjsou v tsbulce 2.



Tabulka 2
Zékladni”fyzikélni konstanty N—§gryloyl~, N—kaprlnoyl—
N-lauroyl- a N-palm1toyl~der1vatu PGM

N-acyl-PGM tot. (°C) UF-spektrum IC-spektrum
‘ (max H20, nm) (KBr, cm—1)
kaprioyl 1G4 a% 195 203 3280, 2950, 1655,
. - L 1638, 1545
kaprinoyl 196 a¥ 197 203 2950, 1610, 1580,
. o L 1050 ,
lauroyl 203 a3z 205 204 3280, 2920, 2850,
L . L 1655, 1543
palmitoyl 205 gz 208 203 3280 2920 2845,
‘ - — 1655, 1520"
Priklad 10

P¥iprava N—stearoyl-PGM

K roztoku kyseliny stearové (284,5 mg, 1 mmol) ve smési
rozpoustédel ethylacetét — tetrah&dréfuran (L ¢ 1, objemové
dily k objemovym diltm, 25 ml) se prid4 N-hydroxy-benzobhi-
azol (HOBt) (162,2 mg, 1,2 mmolu) a DCC (247 mg, 1,2 mmolu).
Smés éé miché ié ﬁodin pfi 20 az 25 °c. Ziékany proéukt se
odfiltruje a prémyje se na filtruuéthylacetétem (2 x 3 ml).
MateCné louhy a extrakty se spoji a za sniéeného.élakﬁ se
odpa¥i dosucha. Surovy produkt (470 mg) se vydisti chroma-
tografii na koloné silikagelu (E.g), eluce rozpoudtddlovym

systémem chloroform - methanol (100 : 1, v objem. dilech).




Ziskid se 350 mg vylisténého N-bengztriazol-stearatu,

ktery se rozpuéﬁi v dimethylformamidu (20 ml). K tomuto
roztoku se p¥ida PGM (511 mg, 0,499 mméiu) a triethylamin
(TEA) (0,13 ml) a smds se michd 16 hodin p¥i teplotd 20
éi 25 bC Ziské se zelatinosni srééenina, ke které se”
fida ethylacetat (88 ml). Smés se micha dalsi hodinu.
SrzZenina se odfiltruje, resuspenduje se v ethylacetatu
(45 ml), mich& se jednu hodinu a Jesteé aednou se odfiltruje
a vysusi. VitéZek 621 mg. Produkt se vylisti chromatografii
na koloné silikagelu (8 g), eluce rozpousdtédlovym systémem
A, Frakce, které obsaﬁuji produkt, se spoji, rozpoustédlo
se 6dpafi za sniZeného tlaku a produkt se vysudi. VytéZek
542,5 ng (85 %). Produkt byl identicky s produktem z pri-
kladu 2.

Prikled 11
Priprava sodné soli N-stearoyl-PGM

Do vody (20 ml), v niZ bylo rozpusSténo ekvimoldrni mnoZ-—
stvi hydroxidﬁ“sodného se pridd N-stearoyl-PGM z pfikladu 2
(1 276,5 mg, 1 mmol). Clry roztok se michéd jednu hodinu a ‘

lyoflllzuae se. Vytééek 1 281 Lg.

Priklad 12
Priprava sodné soli N-stearoyl-PGH

Postupem podle pIrikladu 2 se surovy produkt, ktery byl



ziskdn vysriZenim ethylacetatem, suspenduje ve vods, zneﬁtra-
lizuje se pFidénim hydroxidu sodného na pH 7. Ciry roztok

se nanese na kolonu s nosiCem Sephadex G-éS'fiﬁe, ktera se
eluuje vodou. Frzkce, které obsahuji prodﬁkt identicky s

produktem ziskénym podle prikladu 11, se spoji a lyofilizuji.

Podobnym zplsobem jako v prikladech 11 & 12 byly ziskény

dalsi farmaceuticky prijetelné soli.
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PATENTOVE NAROEK.Y

1., Zpusob pTripravy N—éCyl-derivatu wontweru peptido-
glykanu obecného vzorce I

CHEOE ' CHZOH

CH

OH ‘(I)s

CHBCHCONHBHCONH?H-CONHZ
CH Ct
CIJHZ ) 2 rﬂf

CONH?HCONHCHCONHCHCCQH
c,
.
CH5

' =
R—NH—CHLCONH2
v ném? R znamend acylovou skupinu alkylkarboxylové kyseliny
s primym Petdzcem se 2 a% 18 atomy uhliku, alkylkarboxylové
kyseliny s vétvenym Fetézcem s 5 a%Z 18 atomy uhliku, nena-
sycené alkenylkarboxylové kyseliny s 12 g% 18 atomy uhliku

nebo aromatické karboxylové kyseliny se 7 aé.12 atomy uhliku,

a jejich farmaceuticky prijatelnyc; nyl;?'VthocualCl €g~m“-f
tim, Ze PGM obecného vzorce Il r'c;<:c oy 2 £
cﬂ*~z! - = - 5>£

- £ L

; '_\‘ i [8e2 = :

] i e i
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NHEOCCH

g é 3 : D,
CHBCHCONH HCONHC!,‘H--CONH2

i

CHA CH CH

' 2 l 3 3

CONHCHCONHCHCONHCHCCOH

H—HN—CH—‘-CONH2
se acyluje regkci s kyselinou obecného vzorce III

R - COOH (III1),

v némZ R znamend jako v obecném vzorci I,

za pritomnosti baze, pPi CemZ kyselina Jje v aktivované formé.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze kyselina

obecného vzorce IITI je ve formé mnhydridu nebo esteru,.
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