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Derivaty kyseliny glukosaminylmuramové

Oblast techniky

Vynalez se tyka derivatd kyseliny glukosaminylmuramové (kyseliny 2-amino-2-deoxy-p-D-glu-
kopyranosyl-(1—4)-N-acetylmuramové) a zplsobu jejich piipravy a vyuZiti pfi syntéze
glukosaminylmuramylovych glykopeptidd, tj. disacharidovych analogii muramylovych glyko-
peptidda.

Dosavadni stav techniky

Imunofarmaka pfedstavuji novou skupinu 16&iv, kterd mé jiZ nezastupitelnou ulohu v moderni
klinické praxi. Naruseni obranyschopnosti organismu v diisledku negativnich zmén Zivotniho
prostiedi, néardst vyskytu patogennich mikroorganismu rezistentnich k antibiotikim, a
infekénich chorob poskozujicich imunitu (napf. AIDS), stejn€ jako Casté pouZivéani
imunosuprimujicich 1éebnych postupli, napt. pfi radio- a chemoterapii nadorovych
onemocnéni a po transplantacich, predstavuji zavazny medicinsky problém. Rovnéz soucasny
semisyntetickym, rekombinantnim a syntetickym
vakcindm vyZaduje nova strukturné definovana
adjuvans. Proto je vposledni dob& vé&novéna
zna¢na pozornost vyvoji latek s imunostimulacni
aktivitou, s cilem ziskat: a) bezpe¢na, strukturné
definovana adjuvans pro proteinové, peptidove a
DNA-vakciny, b) stimulatory nespecifické
antiinfekéni a protinadorové imunity, c) stimulatory krvetvorby (hemopoézy).

Vyznamnymi predstaviteli této skupiny latek jsou muramylove glykopeptidy, tj. latky
odvozené od fragmentdi peptidoglykanu bunéiné bakterialni stény (Obr. 1). Jedna se
predevsim o latky odvozené od minimélni imunoadjuvantni jednotky, ,,muramyldipeptidu‘
(MDP) a zékladni opakujici se disacharid-dipeptidové jednotky, ,,glukosaminyl-muramyl-
dipeptidu“ (GMDP).

V uplynulych dvou desetileti bylo syntetizovano znatné mnoZstvi analog MDP a
nékolik analogli GMDP, s cilem zvysit strukturnimi zm&nami specificitu terapeutického ucinku
a potlagit nezadouci vedlej¥i projevy, zejména pyrogenitu. Toto usili poskytlo n€kolik latek,
které se staly pfedmétem z4jmu farmaceutického primyslu (pro piehled lit.").

7 latek odvozenych od MDP je jako terapeutikum nejdile ve vyvoji preparat
Romurtid™ (MDP-Lys-L-18) zaloZeny na molekule MDP prodlouZené v peptidové ¢asti o
lysin substituovany stearoylovym zbytkem. Romurtid™ je méné pyrogenni neZ MDP a
lisp&$né progel klinickymi zkouskami. Hlavnim smérem jeho praktické aplikace je stimulace
krvetvorby poskozené u pacienti podrobenych radioterapii nebo chemoterapii>”. Urychleni
normalizace po&tu neutrofilii v periferni krvi je dileZité z hlediska sniZeni rizika infekce u
imunosuprimovanych pacientﬁ6’7. Romurtid™ je rovnéZ schopen zvysit pfirozenou imunitu
proti Virov;'/m8 a bakterialnim”'? infekcim a nddorovému buj eni'’.

H3C'CH-CO-L-A|3-D-iSOG|n MDP|n

Peptidoglykan n = 10 - 100; GMDP n =1

Obr. 1 Peptidoglykan a jeho fragmenty
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GMDP mé ve srovnani s MDP vys§i imunoadjuvantni aktivitu a je méné pyrogenni.
Proto se latky odvozené od GMDP jevi perspektivngjsi jako potencialni imunoterapeutika, neZ
latky odvozené od MDP?. Na molekule GMDP zaloZeny preparat Likopid™ je prvnim
imunoterapeutikem typu muramylovych glykopeptidii zavedenym do klinické praxe. Likopid™
byl vyvinut a registrovan ruskou firmou Peptek jako imunoterapeutikum s Sirokou aplika¢ni
oblasti. Jedna se o posileni imunity a prevenci infekei komplikujicich post-traumaticke, post-
operativni, post-chemo a radioterapeutické obdobi pacientd'”. Dale je to 1écba infekénich

onemocnéni, jako jsou tuberkuléza, cervikalni lidsky papilomavirus, oftalmické herpeticke




infekce, psoriaza (neZidova i exsudativni forma) a lécba hnisavych a zan&tlivych procesi. Pfi
16¢b& infekénich onemocnéni Likopid™ muZe byt pouzit samostatné nebo v kombinaci
s antibiotiky a antiviralnimi latkami’. Vedlej$i uginky léku jsou u pacientd spojeny
s pyrogenitou vazanou na jeho aktivni slozku GMDP.

Firma ImmunoTherapeutics, Inc., North Dakota, USA, vyviji lipofilni analogy GMDP,
tj. "disacharidtripeptid-glyceroldipalmitat" (DTP-GDP), modifikovany v karboxyterminalni
&asti peptidového Fetézce glycerol-dipalmititovym zbytkem, a jemu strukturné blizky GMTP-
N-DPG, modifikovany v karboxytermindlni Casti peptidového fetézce dipalmitoylpropyl-
amidovym zbytkem. DTP-GDP byl navrZen jako potencialni imunoterapeutikum nadorovych
onemocnéni'®. Latka aplikovana v liposomech je ¢innd pH terapii metastazujicich nadord
jater'”. DTP-GDP prosel tisp&sné fazi I klinickych zkouSek, ale je silné pyrogenni”, Jeho
hlavnimi vedlej$imi u&nky jsou, vedle zvySené teploty, tfesavka, nevolnost a hypotenze.
GMTP-N-DPG se ukazuje byt perspektivni jako adjuvants k navozeni bun&né imunity pfi
konstrukci vakcin nové generace proti nékterym zdvaznym infekénim onemocnénim (napf.
AIDS, tuberkuléze a malarii)'®'".

Nekteré zvyse jmenovanych analogii jsou sou¢asti vyrdbénych adjuvans. J ako
piiklady l1ze uvést Gerbu Adjuvant™, jehoZ soucasti je GMDP (CC Biotech Corporation,
USA), ImmTher™, obsahujici DTP-GDP a Theramide™ obsahujici strukturné DTP-DPP
(GMTP-N-DPG) (ImmunoTherapeutics, USA); ref.'®.

Hlavnim problémem pfi syntéze muramylovych glykopeptidd odvozenych od GMDP
je dostupnost jejich sacharidové slozky. Syntéza oligosacharidi piedstavuje stale naroCny
tikol, zejména pak u sekvenci obsahujicich jednotky odvozené od D-glukopyranos spojené
B(1—4) glykosidickou vazbou, s ohledem na nizkou reaktivitu OH(4) skupiny 193 Dosud
zndmé syntetické postupy pro piipravu disacharidové komponenty GMDP predstavuji
naroény proces charakterizovany znatnym poétem syntetickych stupiid a s tim spojenou
nizkou efektivitou. Tyto syntézy lze rozdélit, podle glykosylakceptoru pouZitého pii
glykosylaéni reakei, kterd je kliovym krokem pfi vystavbé diacharidove jednotky, do tfech
skupin: (a) glykosylace s acyklickym prekurzorem kyseliny muramové®*®, (b) glykosylace
cyklickym prekurzorem kyseliny muramové®®?®, (c) glykosylace s cyklickym derivatem
kyseliny muramové?>®. Proto se v oblasti syntézy GMDP a od n&j odvozenych analogi
uplatiiuje vedle syntézy de novo i semisynteticky ptistup. Ptiprava cukerné slozky je zaloZena
na biotechnologickém procesu ptipravy bakteridlni masy fermentaci, parcidlni enzymaticke
hydrolyze bakteridlnich stén a narotné izolaci disacharidové jednotky pomoci chroma-
tografickych technik. Takto ziskané sacharidova komponenta, tj. kyselina 2-acetamido-2-
deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-N-acetylmuramova -D-GlcNAc-(1—4)-MurNAc), je
nasledné kondenzovana s peptidovou komponentou' 3436 Semisynteticky postup je
aplikovén jak ruskou firmou Peptek pfi pfipravé G¢inné slozky 1é¢iva Likopid™ (GMDP), tak
i firmou ImmunoTherapeutics, Inc. z USA pfi ptipravé analogi GMDP (DTP-GDP a GMTP-
N-DPG) vyvijenych jako imunoterapeutika, a modifikovanych v karboxyterminalni Casti
peptidového Fetdzce lipofilnim zbytkem. Pfes zdanlivou jednoduchost semisyntetického
postupu jsou jeho nevyhodou 3patna reprodukovatelnost a standardizace biotechnologického
procesu produkce disacharidové komponenty. Pfitom reprodukovatelnost a standardizace
vyrobnich procesi je jednim z hlavnich kriterii pfi vyrob& 1é€iv a jejich substanci.

Omezujicim faktorem pti zavadéni imunoterapeutik zaloZenych na GMDP do praxe je
komplikovana dostupnost jejich disacharidové slozky, tj. kyseliny 2-acetamido-2-deoxy-B-D-
glukopyranosyl-(1—4)-N-acetylmuramové (B-D-GlcNAc-(1—4)-MurNAc), respektive jejich
derivatd. Tento problém fesi ptedmétny vynalez vypracovanim efektivni syntézy disacha-
ridového synthonu umoZiujiciho racionélni syntézu muramylovych glykopeptidii, zaloZenych
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na molekule GMDP, jakoZ i samotné kyseliny 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-
(1—4)-N-acetylmuramove.

Podstata vynalezu

Piedmétem vynalezu jsou:

a) Disacharidovy synthon vzorce I,

COOH

a
b) Zptsob ptipravy disacharidového synthonu vzorce L

PHi syntéze disacharidového synthonu vzorce I byl jako glykosyldonor pouZit 3,4,6-tri-O-
acetyl-2-deoxy-2-ftalimido-B-D-glukopyranosyl-bromid = ziskany dvoustupiiovou syntézou
podle lit. 3738 komerén& dostupného hydrochloridu D-glukosaminu. Jako glykosylakceptor
byl pouZit derivat kyseliny muramové, tj. benzyl-2-acetamido-6- O-benzoyl-2-deoxy-3-0O-[1-
(R)-(methoxykarbonyl)ethyl]-o.-D-glukopyranosid vzorce II,
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jeho? piiprava je rovnéz ptedmétem vynalezu.

Syntéza glykosylakceptoru vzorce II vychazi z benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-
isopropyliden-a-D-glukopyranosidu vzorce III,
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ziskaného ve dvou syntetickych krocich podle lit.*° zkomeréné dostupného N-acetyl-D-
glukosaminu.

3-O-Alkylaci latky vzorce I racemickou kyselinou 2-brompropionovou nebo jejim
(S)-stereoisomerem v polarnim aprotickém rozpoustédle a v pfitomnosti silné baze
(s vyhodou v dioxanu nebo tetrahydrofuranu za pfitomnosti hydridu sodného) a naslednou




esterifikaci vzniklé kyseliny reakci s diazomethanem nebo jeji soli reakei s methyljodidem se
ziska benzyl 2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-3-O-[1-(R)-(methoxykarbonyl)ethyl]-
o-D-glukopyranosid vzorce IV.

(CH3)2C_O

Acetalova chrénici skupina latky vzorce IV se odstrani kyselou hydrolyzou, s vyhodou
pisobenim iontoméni¢e Dowex 50 v H' cyklu v suchém methanolu nebo zahfivanim ve vod-
n¢ kyseliné octové, za vzniku benzyl-2-acetamido-2-deoxy-3-O-[1-(R)-(methoxykarbonyl)-
ethyl]-o-D-glukopyranosidu vzorce V.
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Parcidlni benzoylaci latky V, svyhodou reakci s benzoylimidazolem v dichlor-
methanu, se ziské glykosylakceptor vzorce II.
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Reakei  3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-ftalimido-B-D-glukopyranosyl bromidu, jako
glykosyldonoru, s glykosylakceptorem vzorce II v aprotickém rozpoustédle promotovanou
solemi té€Zkych kovil (s vyhodou v dichlormethanu za piitomnosti trifluormethansulfonanu
stfibrného  jako promotoru) se ziskd benzyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-ftalimido-B-D-
glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-6-O-benzoyl-2-deoxy-3-O-[1-(R)-
(methoxykarbonyl)ethyl-o-D-glukopyranosid vzorce VI.




Postupnym odstranénim alkalilabilnich chréanicich skupin (tj. acetylové, benzoylové,
methylesterové a ftalimidové), svyhodou plsobenim methoxidu sodného v methanolu,
hydroxidu sodného ve vod€ a n-butylaminu v methanolu, se zisk4 benzyl-2-amino-2-deoxy-p-
D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-3-O-[1-(R)-karboxyethyl]-a.-D-glukopyrano-

sid vzorce VII.
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N-acetylaci latky vzorce VII plisobenim anhydridu kyseliny octové ve vodé se ziska
disacharidovy synthon vzorce I.

¢) Vyuziti disacharidového synthonu vzorce I pfi syntéze kyseliny 2-acetamido-2-deoxy-p-D-
glukopyranosyl-(1—4)-N-acetylmuramové vzorce VIII,
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Kyselina 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-N-acetylmuramova vzorce
VIII se piipravi z disacharidového synthonu vzorce I hydrogenolytickym od3tépenim
benzylové chranici skupiny, s vyhodou za pouZiti paladiového katalyzatoru na uhli v kyseling
octoveé.

d) VyuZiti disacharidového synthonu vzorce I pfi syntéze muramylovych glykopeptidi
zaloZenych na molekule GMDP obecného vzorce IX,

OH OH

kde substituent X je peptidovy zbytek.

Reakei disacharidového synthonu vzorce I s bis(pentafluorfenyl)karbonatem v polér-
nim aprotickém rozpoustédle v pfitomnosti baze, s vyhodou v N,N-dimethylformamidu za
pfitomnosti N-methylmorfolinu, se ziska benzyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D- -glukopyranosyl-
(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-3-O-[1-(R)-(pentafluorfenoxykarbonyl)ethyl]-o.-D- glukopyrano-
sid vzorce X.
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Reakci pentafluorfenylesteru X s peptidovou komponentou v polarnim aprotickém
rozpoustédle v pfitomnosti baze, s vyhodou v N,N-dimethylformamidu za p¥itomnosti tri-
thylaminu nebo N-methylmorfolinu, se ziska chranény glykopeptid obecného vzorce XI,

OH OH

0] _-0
H
ﬂmo 0
ACHN—I AcHN
3 “( OBn
CO-X
I

C
X

kde substituent X je peptidovy zbytek. Naptiklad reakci sbenzyl esterem L-alanyl-D-
isoglutaminu (dostupnym podle 1it.** ) se ziska benzyl ester N-{2-O-[benzyl-2-acetamido-2-
deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—»4)—2-acetamido-2,3-dideoxy—a-D-glukopyranosid-3-yI]-(R)-
laktoyl}-L-alanyl-D-isoglutaminu (XI, kde substuent X je L-Ala-D-iso-GIn-OBn).

Hydrogenolytickym odStépenim benzylové chrénici skupiny z redukujiciho konce
sacharidové €asti a chréanicich skupin $t&pitelnych za t&hto podminek z peptidového fetézce
(benzylové nebo benzyloxykarbonylové) glykopeptidu obecného vzorce XI (s vyhodou za
poufZiti paladiového katalyzatoru na uhli v kyseling octové), se ziska glykopeptid obecného
vzorce IX. Napfiklad hydrogenolyzou benzylovych skupin benzyl esteru N-{2-O-[benzyl-2-
acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2,3-dideoxy-a-D-glukopyrano-
sid-3-yl]-(R)-laktoyl} -L-alanyl-D-isoglutaminu (XI, kde substituent X je L-Ala-D-iso-Gln-
OBn) na paladiovém katalyzatoru na uhli v kyseling octové se zisk 2-acetamido-2-deoxy-p-
D-glukopyranosyl-(1—4)-N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamin (GMDP) (IX, kde sub-
stituent X je L-Ala-D-iso-Gln-OH).

Pfedmét vynalezu je nasledovné doloZen piiklady proveden, aniZ se tim jakkoliv omezuje.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

K michanému roztoku benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-a.-D-glukopyrano-
sidu vzorce III (24,6 g, 70 mmol) v suchém dioxanu (270 ml) se pfi teplots mistnosti piida
hydrid sodny (9,0 g, 375 mmol) a smés se za michani zah#iva 2 h na 90 °C. Smés se ochladi
na teplotu mistnosti, pfidd se kyselina 2-brompropionova (9,0 ml, 100 mmol) a smés se
michani zahfiva 6 h na 65 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti, se piebytetny hydrid rozlozi
vodou; ke smési se za michéani pfida pevny oxid uhligity a voda (20 ml). Smés se za vakua
odpafi. Odparek se rozpusti ve vod& (450 ml) a roztok se za michani a chlazeni ledem
zneutralizuje 5% vodnym roztokem hydrogensiranu sodného. Vylou¢eny produkt se extrauje
octanem ethylnatym (3 x 200 ml), extrakt se vysusi bezvodym siranem hofe¢natym a za
vakua odpafi na objem cca 100 ml. K odparku se za michani a chlazeni ledem ptida roztok
diazomethanu v diethyletheru do trvale Zlutého zabarveni. Po 30 min se prebytecny
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diazomethan rozloZi kyselinou octovou, smés se za vakua odpafi a odparek se
chromatografuje na sloupci silikagelu v soustavé octan ethylnaty — toluen (2 : 1).

Homogenni frakce o vy$3i Rr 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)-(methoxykar-
bonyl)ethyl]-a-D-glukopyranosidu vzorce IV se bez dalsi purifikace deisopropylidenuje (viz
ptiklady 3 a 4). Krystalizaci odparku ze smési toluen — diethylether - petrolether se piipravi
analyticky vzorek latky vzorce IV ve vytézku 76,5 %; t.t. 123 °C, [a]p + 139 (c 0,5,
chloroform). Pro C;H3;NOs vypodteno: relativni molekulova hmotnost 437,5, monoisotopické
hmotnost 437,2. FAB MS, m/z: 438,4 [M + H]', 460,3 [M + Na]". Pro Cp,H3NOs (437,5)
vypoclteno: 60,40 % C; 7,14 % H; 3,20 % N; nalezeno: 60,23 % C, 7,28 % H, 3,27 % N.

Odpafenim homogenni frakce o niZ§i Ry hodnoté se ziska 9,0 g (29,4 %) sirupovitého
odparku  benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-3-O-[1-(S)-(methoxykarbonyl)e-
thyl]-a.-D-glukopyranosidu ktery stanim prokrystaluje; t.t. 83 °C ; [a]p + 77 (¢ 0,5, chlo-
roform). Pro C»H3NOs vypoéteno: relativni molekulovda hmotnost 437,85, monoisotopicka
hmotnost 437,2. FAB MS, m/z: 4383 [M + HJ', 460,3 [M + Na]". Pro Cx,H3;NOs (437,5)
vypocteno: 60,40 % C; 7,14 % H; 3,20 % N; nalezeno: 60,51 % C, 7,23 % H, 3,18 % N.

Piiklad 2

Hydrid sodny suspendovany v mineralnim 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 michan¢ suspensi pfi teplot¢ mistnosti pfida roztok benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-
isopropyliden-o.-D-glukopyranosidu vzorce I (3,5 g, 10 mmol) v suchém tetrahydrofuranu
(20 ml) a smés se za michani zahfiva 2,5 h na 50 °C. Ke smési se b&hem 2 h p¥ida roztok
kyseliny (S)-2-brompropionové (1,1 ml, 12 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (10 ml) a smés
se za michani zahtivé dal$ich 8 h na 50 °C. Smés se ochladi na teplotu mistnosti a za michani
se pfidd methyljodid (1,0 ml, 16 mmol) a smé&s se mich4 pfi teploté mistnosti 24 h.
Piebytetny hydrid se rozloZi suchym methanolem (2,0 ml) a pevnym oxidem uhliitym a
smes se za vakua odpafi. Odparek se vezme mezi octan ethylnaty (60 ml) a vodu (20 ml),
organickd vrstva se oddéli, promyje vodou (2 x 20 ml), vysusi bezvodym siranem
hofeCnatym a za vakua odpati. Odparek se zfiltruje ptes sloupec silikagelu v soustavé octan
ethylnaty — toluen (2 : 1) a filtrat se za vakua odpafi. Krystalizaci produktu ze smési toluen —
diethylether - petrolether se ziska 3,3 g (75,4 %) benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopro-
pyliden-3-O-[1-(R)-(methoxykarbonyl)ethyl]-a-D-glukopyranosidu  vzorce IV  shodného
s latkou vzorce IV, ktera se pfipravi postupem podle piikladu 1.

Priklad 3

Kroztoku benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-3-0O-[1-(R)-(methoxykarbonyl)-
ethyl]-o-D-glukopyranosidu vzorce IV (87,5 g, 200 mmol) v suchém methanolu (500 ml) se
pfida iontoméni¢ Dowex 50 v H' cyklu (35 g) a smés se micha 2 h pii teploté mistnosti.
Prabeh reakce se monitoruje pomoci TLC v soustavé chloroform - methanol (10 : 1). Ionto-
méni¢ se odfiltruje, promyje methanolem (2 x 400 ml) a filtrat se za vakua odpati. Vyt&zek
78,7 g (99 %) krystalického benzyl-2-acetamido-2-deoxy-3-O-[1-(R)-(methoxykarbonyl)-
ethyl]-o-D-glukopyranosidu vzorce V, ktery se bez dalsi purifikace benzoyluje (viz piiklad 5).
Krystalizaci produktu ze smési octan ethylnaty - diethylether se ptipravi analyticky vzorek
latky vzorce V; t.t. 134 - 138 °C, [a]p + 152 (c 0,5, chloroform); lit.*! t.t. 130 - 132 °C, [a]p
+ 145 (c 1,0, chloroform); lit.*? t..120 - 122 °C, [a]p + 137 (¢ 0,9, chloroform); lit.* [a]p +
127 (c 1,0, chloroform). Pro C;9H»;NOg vypoéteno: relativni molekulova hmotnost 397,4,
monoisotopickd hmotnost 397,2. ESI MS, m/z: 4203 [M + Na]+. Pro Ci9H27NOg (397,4)
vypocteno: 57,42 % C, 6,85 %H, 3,52 % N; nalezeno: 57,17 % C, 6,88 % H, 3,49 % N.




Priklad 4

Benzyl-2-acetamido-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-3-O-[ 1-(R)-(methoxykarbonyl)ethyl]-o-
D-glukopyranosid vzorce IV (8,8 g, 20 mmol) se zahfivad za michani ve smé&si kyselina
octova - voda (1 : 1, 80 ml) 30 min na 90 °C. Smés se za vakua odpati a odparek se zkry-
stalizuje smési octan ethylnaty - diethylether. Vyt&zek 6,2 g (78,0 %) benzyl-2-acetamido-2-
deoxy-3-0-[1-(R)-(methoxykarbonyl)ethyl]-a-D-glukopyranosidu vzorce V, shodného s lat-
kou vzorce V, ktera se ptipravi postupem podle piikladu 3.

Priklad 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 pii 0 °C
pfida roztok benzoylimidazolu (37,9 g, 220 mmol) v suchém dichlormethanu (150 ml). Smés se
micha 30 min pfi 0 °C a ponecha stat nejmén& 24 h pfi teploté mistnosti. Priibéh reakce se
monitoruje pomoci TLC v soustavé chloroform - methanol (10 : 1) a v soustavé toluen - octan
cthylnaty (1 : 1). Smés se ziedi chloroformem (1000 ml) a ziskany roztok se promyje 5%
vodnym roztokem hydrogensiranu sodného (700 ml), vodou (1000 ml) a nasycenym vodnym
roztokem chloridu sodného (1000 ml), vysusi bezvodym siranem hofe¢natym a za vakua
odpati. Vytézek 99,3 g (99 %) krystalického benzyl-2-acetamido-6-O-benzoyl-2-deoxy-3-0O-
[1-(R)-(methoxykarbonyl)ethyl-a-D-glukopyranosidu vzorce II, ktery Ize bez dalsi purifikace
pouZit jako glykosylakceptor k syntéze disacharidu (viz piiklad 6). Krystalizaci produktu ze
smési toluen - heptan se pfipravi analyticky vzorek latky vzorce II ve vytézku 90 %; t.t. 133 -
135 °C, [a]p + 85 (c 0,3, chloroform). Lit.* t.t. 98 - 100 °C, [a]p + 81 (c 1,0, chloroform)
Pro CyH31NOy vypocteno: relativni molekulova hmotnost 501,5, monoisotopickd hmotnost
501,2. FAB MS, m/z: 502,1 [M + HJ', 524,3 [M + Na]". Pro C,sH3;NOy (501,5) vypoéteno:
62,27 % C, 6,23 % H, 2,79 % N; nalezeno: 62,58 % C, 6,45 % H, 2,66 % N.

Priklad 6

Smés benzyl-2-acetamido-6-0-benzoyl-2-deoxy-3-0O-[1 -(R)-(methoxykarbonyl)ethyl-o.-D-
glukopyranosidu vzorce II (50,2 g, 100 mmol) a trifluormethansulfonanu stfibrného (46,3 g,
180 mmol) se susi 6 h pfi teplotd mistnosti a tlaku 1,32 Pa. Pod argonem se ptida suchy
dichlormethan (300 ml). Smé&s se ochladi na -30 °C a za michéni se béhem 1 h pfida roztok
3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-ftalimido-B-D-glukopyranosyl bromidu (89,7 g, 180 mmol)
v suchém dichlormethanu (300 ml). Smé&s se micha 1 h pti -30 °C a 2 h pf#i -20 °C. Ke smési
se za michani pfi -20 °C pfid4 pyridin (50 ml) a po vystoupeni teploty na teplotu mistnosti se
smés se zfedi chloroformem (1000 ml) a zfiltruje. Filtrdt se promyje chlazenym (+4 °C)
nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (1000 ml), vodou (1000 ml) a
nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného (1000 ml), vysu$i se bezvodym siranem
hofe¢natym, za vakua odpati a za vakua kodestiluje s toluenem (2 x 500 ml). Chromatografii
odparku na sloupci silikagelu v soustavé octan ethylnaty - toluen (2 : 1) se zisk4 78,1 g2 (85,0
%) benzyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-ftalimido-B-D-glukopyranosyl-(1 —4)-2-acetamido-6-0-
benzoyl-2-deoxy-3-0-[1-(R)-(methoxykarbonyl)ethyl-a-D-glukopyranosidu  vzorce VI ve
formé& pevné pény; [a]p +37 (c 0,1, chloroform). Pro C4HsoN,O15 vypodteno: relativni
molekulova hmotnost 918,9, monoisotopicka hmotnost 918,3. ESI MS, m/z: 941,5 [M + Na]+.
Pro C4HsoN2015 (918,9) vypoiteno: 60,13 % C, 5,48 % H, 3,05 % N; nalezeno: 60,33 % C,
5,45 % H, 2,86 % N.

Priklad 7

Roztok benzyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-ftalimido-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
6-0-benzoyl-2-deoxy-3-0-[1-(R)-(methoxykarbonyl)ethyl-a-D-glukopyranosidu  vzorce VI
(18,4 g, 20 mmol) v 0,01 M roztoku methoxidu sodného v suchém methanolu (500 ml) se necha
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stat 48 h pfi laboratorni teplot¢ a sm&s se zneutralizuje pfidanim iontoméni¢e Dowexu 50
v pyridiniovém cyklu. Iontoméni¢ se odfiltruje, promyje methanolem (200 ml) a filtrat 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 zneutralizovéna iontomé&nidem
Dowex 50 v pyridinovém cyklu. Jontoméni¢ se odfiltruje, promyje vodou (100 ml), eluét 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 zahfiva v tlakové nadobg
11 h na 85 - 90 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se smés za vakua odpati a odparek se
extrahuje diethyletherem (3 x 150 ml). Nerozpustny zbytek se rozpusti ve vod& (250 ml), pH
roztoku se kyselinou mravenéi upravi na pH 4 a roztok se nalije na sloupec iontoménite Dowex
50 v amoniovém cyklu (800 ml). Sloupec iontom&nide se promyje vodou (1500 ml) a produkt se
z iontoménice uvolni promytim 5% vodnym amoniakem (1000 ml). Eluét se za vakua odpari.
Ziskany enzyl-2-amino-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-3-O-[1 -(R)-
karboxyethyl-a-D-glukopyranosid vzorce VII se bez dalsi purifikace N-acetyluje (viz ptiklad
8). Analyticky vzorek latky vzorce VII se pfipravi krystalizaci z ethanolu; t.t. 183 - 185 °C; [a]p
+109 (¢ 0,2, voda). Pro C4H3¢N,O;; vypodteno: relativni molekulovd hmotnost 544.6,
monoisotopickd hmotnost 544,2. ESI MS, m/z: 545,0 [M + H]", 567,3 [M + NaJ".

Priklad 8

K michanému roztoku benzyl-2-amino-2-deoxy-p-D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-
deoxy-3-0-[1-(R)-karboxyethyl-o.-D-glukopyranosidu vzorce VII (ziskaného v pfikladé 7) ve
vode (160 ml) se pfi teploté mistnosti postupné b&hem 15 min ptida anhydrid kyseliny octové
(20 ml). Po 30 min se ptida dal8i podil anhydridu kyseliny octové (20 ml) a v michani se
pokracuje po dobu 2 h. Roztok se za vakua odpafi, odparek se rozpusti ve vodé a roztok se
nalije na sloupec iontoméni¢e Dowex 50 v pyridiniovem cyklu (300 ml). Iontom&ni¢ se
promyje vodou (700 ml) a eluat se za vakua odpaii a odparek se lyofilizuje z vody. Vytézek
7.1 g (60,5 %) benzy1-2-acetamido—2-deoxy—B-D-glukopyranosyl—(l—>4)-2-acetamido-2-deoxy—
3-O-[1-(R)-karboxyethyl-a-D-glukopyranosidu vzorce I, vzhledem k mnoZstvi latky vzorce
VL [a]p + 70 (¢ 0,2, voda). Pro CyH3sN,0y3 vypoéteno: relativni molekulova hmotnost
586,6, monoisotopickd hmotnost 586,2. ESI MS, m/z: 609,4 M + Na]+. Pro Cy¢H3sN,03
(586,6) vypocteno: 53,24 % C, 6,53 %H, 4,78 % N; nalezeno: 53,05 % C, 6,82 % H, 4,55 %
N.

Priklad 9

K michanému roztoku benzyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
2-deoxy-3-0-[1-(R)-karboxyethyl-o-D-glukopyranosidu I (587 mg, 1 mmol) v N,N-dime-
thylformamidu (4 ml) se pfi teplot& mistnosti ptida bis(pentafluorfenyl)karbonat (434 mg, 1,1
mmol) a 4-methylmorfolin (0,11 ml, 1 mmol) a smés se micha jednu hodinu. Prib&h reakce
se monitoruje pomoci TLC v ethanolu. Pfid4 se dioxan (20 ml) a smés se lyofilizuje. Opako-
vanou lyofilizaci produktu z dioxanu se zisk4 723 mg (96 %) benzyl-2-acetamido-2-deoxy-B-
D-glukopyranosyl-(1-—4)-2-acetamido-2-deoxy-3-O-[ 1 -(R)-(pentafluorfenoxykarbonyl)ethyl-
a-D-glukopyranosidu vzorce X, ktery se bez dal$i purifikace kondenzuje s peptidovou kompo-
nentou (viz piiklad 10). Pro (C3;Hz37FsN,0,3) vypoéteno: relativni molekulova hmotnost 752,6,
monoisotopickd hmotnost 752,2. ESIMS, m/z: 775,6 [M+ Na]+.

Priklad 10

K michanému roztoku benzyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
2-deoxy-3-0-[1-(R)-(pentafluorfenoxykarbonyl)ethyl-o-D-glukopyranosidu  vzorce X (753
mg , 1 mmol) se pfi 0 °C pfida roztok L-Ala-D-iso-GIn-OBn (615 mg, 2 mmol) a N-
methylmorfolinu (0,30 ml, 2,73 mmol) v pyridinu (6 ml) a v michani se pokracuje 20 h pii




+5 °C. Smés se za vakua odpafi a odparek se za vakua kodestiluje s kyselinou octovou (10 ml)
a chromatografuje na kolon€ silikagelu C18 v soustavé voda - methanol (line4rni gradient:
0—30 %, 60 min). Lyofilizaci odparku homogenni frakce z vody se ziskd 744 mg (85,0 %)
benzyl esteru N-{2-O-[benzyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
2,3-dideoxy-a-D-glukopyranosid-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 vod¢). Pro
(C41Hs57N5O16) vypoéteno: relativni molekulova hmotnost 875,9, monoisotopickda hmotnost
875,4. ESI MS, m/z: 898,4 [M + Na]". Pro C4;Hs7;NsO1¢ (875,9) vypoéteno: 56,22 % C, 6,56
% H, 8,00 % N; nalezeno: 55,81 % C, 6,60 % H, 7,90 % N.

Priklad 11

Benzylester  N-{2-O-[benzyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1 —4)-2-acetamido-
2,3-dideoxy-a-D-glukopyranosid-3-yl]-(R)-laktoyl} -L-alanyl-D-isoglutaminu vzorce XI (876
mg, 1 mmol) se hydrogenolyzuje vodikem na 5% paladiovém katalyzatoru na uhli (300 mg)
v kyselin€ octové (14 ml) pfi teploté mistnosti 48 h. Po proplachnuti aparatury argonem se ka-
alyzator odfiltruje, promyje 50% kyselinou octovou (30) a filtrat za vakua odpaii. Odparek se
chromatografuje na kolon& silikagelu C18 v soustavé voda - methanol (linearni gradient:
0—20 %, 60 min). Lyofilizaci odparku homogenni frakce z vody se ziska 612 mg (88 %) 2-
acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—»4)-N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminu
(GMDP) obecného vzorce IX (kde substituent X je L-Ala-D-iso-GIn-OH); [a]p -3 (¢ 0,3,
voda); 1it.? [alo -2 (¢ 1,0, voda). Pro (C27H4sNs046) vypolteno: relativni molekulova
hmotnost 695,7, monoisotopickd hmotnost 695,3. ESI MS, m/z: 718,5 [M + Na]+. Pro
C27HasNsO16 (695,7) vypotteno: 46,62 % C, 6,52 % H, 10,07 % N; nalezeno: 46,21 % C, 6,85
% H, 9,96 % N.

Priklad 12
Benzyl-2-acetamido-2-deoxy—B-D-glukopyranosyl-(1—+4)-2-acetamido-2-deoxy—3-O—[1-(R)-
karboxyethyl-o.-D-glukopyranosid vzorce I (5,9 g, 10 mmol) se hydrogenolyzuje vodikem na
5% paladiovém katalyzatoru na uhli (3 g) v kyseling octové (140 ml) pii teplot€ mistnosti 48
h. Po proplachnuti aparatury argonem se katalyzator odfiltruje, promyje 50% kyselinou octo-
vou (300 ml) a filtrat za vakua odpati. Odparek se chromatografuje na koloné silikagelu C18
v soustavé voda - methanol (linedmi gradient: 0—20 %, 60 min). Lyofilizaci odparku homo-
genni frakce z vody se ziskd 4667 mg (94 %) kyseliny 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyra-
nosyl-(1—4)-N-acetylmuramové vzorce VIII; [o]p +5 (c 0,3, voda); 1it.” [a]lp +4 (c 1,0,
voda). Pro (Ci9H3,N,013) vypodteno: relativni molekulova hmotnost 496,5, monoisotopicka
hmotnost 496,2. ESI MS, m/z: 519,4 [M + Na]". Pro C;sH3,N,013 (496,5) vypocteno: 45,97 %
C, 6,50 % H, 5,64 % N; nalezeno: 45,57 % C, 6,72 % H, 5,43 % N.

Struktura vySe jmenovanych ltek byla dile jednoznadng prokazéna jejich 'H a *C NMR
spektry.

Primyslova vyuZitelnost

Latky podle vynélezu Ize vyuzit v zékladnim vyzkumu, farmaceutickém primyslu a v humén-
im a veterinarnim 1ékatstvi.
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Patentové néaroky
1. Disacharidovy synthon vzorce I
OH OH
CANS @%
HO ACHN-I _( AcHN
COCH
2. Zpusob pfipravy latky vzorce I podle naroku 1, vyznaduj ici se tim,Zejako

glykosylakceptor se pfi jeji syntéze pouZije derivat kyseliny muramové vzorce I1

BzO

XKZA
AcHN

COOCH;
1]

HC

ktery se pfipravi z latky vzorce I11

(CH3)2C—O

AN,
AcHN

i OBn

pficemz latka vzorce III se 3-O-alkylaci kyselinou 2-brompropionovou a néaslednou esteri-
fikaci pfevede na latku vzorce IV

(CH3),C—0
o O
AcHN
HsC OBn
COOCH;
v

ktera se ptevede odStépenim isopropylidenové skupiny na latku vzorce V




A :

OH
HOO °
AcHN
H3C OBn
COOCH,
\")

ta se parcialni benzoylaci benzoylimidazolem p¥evede na glykosylakceptor vzorce I

BzO
H OO _-0
AcHN
H3C OBn
COOCH;

ktery reakei s 3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-ftalimido-B-D-glukopyranosyl-bromidem, jako
glykosyldonorem, poskytne disacharid vzorce VI

AcO BzO
0 0
ACO%O
ACO=TN M RchN
H3C—-< OBn

COOCH,
Vi

ten se pfevede postupnym odstranénim alkalilabilnich chranicich skupin (4. acetylové,
benzoylové, methylesterové a ftalimidové) na latku vzorce VII

OH OH
Ho N2 —2
HO 0o
NH, AcHN
HsC OBn

COOH
vil

ktera N-acetylaci poskytne disacharidovy synthon vzorce L.

3. VyuZiti disacharidového synthonu vzorce I podle narokti 1 a 2 pHi syntéze kyseliny 2-
acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-(1—4)-N-acetylmuramové vzorce VIII




0]
ACH,\LI C—(O AcHN
3

COOH

Vil
na kterou se pfevede hydrogenolytickym odstépenim benzylové chranici skupiny.

4, Vyuziti disacharidového synthonu vzorce I podle narokii 1 a 2 pfi syntéze muramy-
lovych glykopeptidi zaloZenych na molekule GMDP obecného vzorce IX

OH OH
A
o) O o OH
AcHN AcHN
HsC

kde substituent X je peptidovy zbytek,
pfi¢emZ se disacharidovy synthon vzorce I reakci s bis(pentafluorofenyl)karbonatem prevede

na latku vzorce X
H %
9’ ACH,\Ll ACHN

X coopm

ktera se reakei s peptidovou komponentou prevede na latku obecného vzorce XI

kde substituent X je peptidovy zbytek, ta odst€penim chranicich skupin za podminek danych
Jejich charakterem poskytne latku obecného vzorce IX

kde substituent X je peptidovy zbytek.
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