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Opis wynalazku

Niniejszy wynalazek dotyczy pentasacharydu, kompozycji farmaceutycznej zawierajgcej ten
pentasacharyd oraz jego zastosowania.

Heparyna jest polisacharydem z grupy glikozaminoglikanéw, znanych z wiasnosci przeciwkoagula-
cyjnych. Wiadomo jest, ze (l. Bjork et U. Lindahl, Molecular and Cellular Biochemistry, 1982, Dr, W. Junk
Publishers - Holandia) krzepniecie krwi jest zZtozonym zjawiskiem fizjologicznym. Pewne bodzce, takie jak
aktywacja kontaktowa i czynnik tkankowy, wywolujg kolejng aktywacje szeregu czynnikdéw krzepliwosci
krwi obecnych w osoczu krwi. Jakakolwiek bytaby natura bodzcéw, etapy koficowe sg takie same, czynnik
X aktywnosci (Xa) aktywuje czynnik Il (zwany rowniez protrombing), ktéry w formie aktywowanej (czynnik
lla, zwany réwniez trombing) wywotuje czesciowq proteolize rozpuszczalnego fibrynogenu z uwolnieniem
nierozpuszczalnej fibryny, ktéry jest jednym z gtéwnych sktadnikdéw skrzepu krwi.

W normalnych warunkach fizjologicznych aktywno$é czynnikéw krzepliwosci krwi regulowana
jest przez proteiny takie jak, antytrombina Il (AT Ill) i kofaktor Il heparyny (HC II), ktére sg réwniez
obecne w osoczu. AT Il wywiera dziatanie hamujace na pewng liczbe czynnikéw krzepliwosci krwi,
a zwtaszcza na czynniki Xa i lla.

Inhibicja czynnika Xa lub czynnika lla jest wiec korzystna dla uzyskiwania dziatania przeciko-
agulacyjnego i przeciwzakrzepowego, poniewaz te dwa czynniki dziatajg w dwoch ostatnich etapach
koagulaciji, ktére sg niezalezne od bodzca wywotujgcego.

Pentasacharyd, opisany przez P. Sinay et al., Carbohydrate Research 1984, 132 C5, reprezen-
tuje minimalng sekwencje heparyny konieczng dla potgczenia do AT lll. Zwigzek taki otrzymano okoto
pietnascie lat temu za pomocg catkowitej syntezy chemicznej.

Od tego czasu w literaturze opisano pewng liczbe oligosacharyddéw syntetycznych, otrzymanych za
pomocy catkowitej syntezy chemicznej i majgcych dziatania przeciwkoagulacyjne i przeciwzakrzepowe.

Opis patentowy EP 0 084 999 opisuje pochodne sktadajgce sie z jednostek monosacharydo-
wych kwasowych uronowych (glukuronowego lub iduronowego) i glukozaminy, ktére majg pozadane
wiasnos$ci przeciwzakrzepowe. Poza podstawnikami ztozonymi z grup hydroksy, zwigzki te zawierajg
grupy N-siarczanowe, grupy N-acetylowe i w pewnych przypadkach, grupy anomeryczne hydroksy sg
zastgpione przez grupy metoksy.

W zgtoszeniu patentowym EP 0 165 134 opisano réwniez oligosacharydy syntetyczne majgce
dziatanie przeciwzakrzepowe. Zwigzki te sktadajgce sie z jednostek monosacharydowych kwasowych
uronowych i glukozaminy, i zawierajgce w pozycji 3 jednostki glukozaminy grupe O-siarczanowg, opi-
sano réwniez w zgtoszeniu EP 0 301 618. Te zwigzki majg silne wtasnosci przeciwkoagulacyjne
i przeciwzakrzepowe. Patent EP 0 454 220 opisuje pochodne kwaséw uronowych i glukozy, pochod-
nych, ktére zawierajq jako podstawniki grupy O-alkilowg lub O-siarczanowaq. Te ostatnie zwigzki row-
niez majgq wiasnosci przeciwkoagulacyjne i przeciwzakrzepowe.

Pochodne siarczanowe glikozaminoglikanoidéw, w ktérych grupy funkcyjne N-siarczanowa,
N-octanowa lub hydroksy zastgpiono przez grupy alkoksy, aryloksy, aralkiloksy lub O-siarczanowe,
réwniez opisano w patencie EP 0 529 175. Zwigzki te majg interesujgce wtasnosci przeciwzakrzepo-
we. Te ostatnie sg réwniez inhibitorami proliferacji komérek miesni gtadkich.

Oligosacharydy, i zwtaszcza pentasacharydy, ktére sg analogami minimalnej sekwencji hepary-
ny koniecznej dla potgczenia z AT lll, opisano w Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 3, 434-436.
Zwiazki te zawierajg jednostki kwasu glukuronowego lub glukozy, ktérych funkcje hydroksy zastgpiono
przez grupy O-siarczanowg lub O-metylowa.

Odtad prowadzono liczne badania dotyczace pentasacharydéw i wskazano w literaturze, ze
konformacja jednostki kwasowej L-iduronowej G odgrywa wazng role w aktywnoséci tych produktdw.
Opisano wiele stanéw konformacyjnych dla jednostki G (4C1 'Ca, 2So) i zasugerowano, ze ta elastycz-
nos$¢ konformacyjna ma zasadnicze znaczenie dla aktywnosci biologicznej produktéw zawierajgcych
kwas L-iduronowy (B. Casu, M. Petitou, A. Provasoli i P. Sinay, Conformational flexibility: a new con-
cept for explaining binding and biological properties of iduronic acid-containing glycosaminoglycans.
Trends Biochem. Sci.1988, 13, 221-225).

Obecnie nieoczekiwanie stwierdzono, ze zastepujgc jedng z grup O-alkilowych przez mostek
alkilenowy, a wiec blokujgc konformacje kwasu L-iduronowego, otrzymuje sie oligosacharydy majgce
pozadane witasnosci biologiczne, chociaz pozbawione elastycznoéci konformacyjnej. Faktycznie,
zwigzki niniejszego wynalazku réznig sie od innych syntetycznych heparynoidéw opisanych w literatu-
rze oryginalnymi nowymi strukturami i nieoczekiwanymi, silnymi wiasnosciami biologicznymi. Zwigzki
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Korzystnie stosuje sie wodorotlenek sodowy, potasowy, wapniowy lub magnezowy. Solami ko-
rzystnymi sg sole sodowe i wapniowe pentasacharydéw wedtug wynalazku.

Zwigzki bedgce przedmiotem niniejszego wynalazku majq istotne wiasnoéci farmakologiczne i bio-
chemiczne. Szczegolniej majg one silne dziatanie przeciw czynnikowi Xa i duze podobienstwo do AT .

Jak wspomniano o tym poprzednio, czynnik Xa aktywuje w kaskadzie koagulacji protrombine
w trombine, ktéra proteolizuje fibrynogen rozpuszczalny z uwolnieniem fibryny nierozpuszczailne;,
gtéwnego sktadnika skrzepu krwi.

Inhibicja czynnika Xa stanowi wiec korzystny Srodek uzyskiwania dziatania przecikoagulacyjnego
i przeciwzakrzepowego. Dziatanie przeciw czynnikowi Xa produktéw wynalazku oceniono przy pH 7,
stosujac sposéb opisany przez Teien AN. i Lie M., w Thrombosis Research 1977, 10, 399-410 oraz
wykazano, ze produkty wynalazku majg dziatanie przeciw-Xa réwne dziataniu znanych juz heparyno-
idow syntetycznych lub silniejsze od nich. Podobiefnstwo pentasacharydéw wedtug wynalazku, ktérych
anion ma wzér (I), do AT Il okre$lono za pomocg spektrofluorymetrii, w warunkach opisanych przez
D. Atha et al. w Biochemistry 1987, 26, 6454-6461. Wyniki badan wykazaty, ze zwigzki wedtug wyna-
lazku majg bardzo duze podobienstwo do AT Ill. Ponadto, og6ine dziatanie przeciwzakrzepowe tych
zwigzkoéw oceniono u szczura za pomocg modelu zastoju zylnego i indukcji za pomocg tromboplasty-
ny, wedtug sposobu opisanego przez J. Reyersa et al. w Thrombosis Research 1980,18, 669-674.
DEsp zwigzkéw wedtug wynalazku jest przynajmniej tego samego rzedu co DEs; innych znanych juz
heparynoidéw syntetycznych lub mniejsze od niego. Zwigzki wedtug wynalazku charakteryzujg sie
wiec interesujgcymi specyfikg dziatania oraz dziataniem przeciwkoagulacyjnym i przeciwzakrzepo-
wym. Zwigzki wedtug wynalazku stosuje sie do otrzymywania kompozycji farmaceutycznych podawa-
nych drogq pozajelitowq. Zwigzki wedtug wynalazku sg bardzo mato toksyczne; ich toksyczno$¢ moz-
na doskonale pogodzi¢ ze stosowaniem ich jako leki. Zwigzki wynalazku sg bardzo stabilne, a zatem
sg szczegblnie odpowiednie do tworzenia czynnika aktywnego lekéw.

Wynalazek obejmuje réwniez kompozycje farmaceutyczne zawierajgce jako czynnik aktywny
zwigzek wedtug wynalazku lub jedng z jego soli akceptowanych farmaceutycznie, ewentualnie w pota-
czeniu z jednym, odpowiednim, obojetnym no$nikiem lub wieloma no$nikami.

W kazdej dawce jednostkowej czynnik aktywny jest obecny w iloSciach dostosowanych do
przewidywanych dawek dziennych. Kazda dawka jednostkowa zawiera od 0,1 do 100 mg czynnika
aktywnego, korzystnie od 0,5 do 50 mg.

Zwigzki wedtug wynalazku mozna réwniez stosowaé w potgczeniu z innym czynnikiem aktyw-
nym lub kilkoma czynnikami aktywnymi, uzytecznymi w pozadanym leczeniu, takimi jak na przyktad,
Srodki przeciwzakrzepowe, $rodki przeciwkoagulacyjne, srodki przeciwdziatajgce zlepianiu sie ptytek
krwi, takie jak na przyktad, dipirydamol, aspiryna, tiklopidyna, clopidogrel lub $rodki o dziataniu anta-
gonistycznym kompleksu glukoproteidu lIb/llla.

Kompozycje farmaceutyczne sg opracowane do podawania ssakom, w tym cztowiekowi, w celu
leczenia wyzej wymienionych choroéb.

Kompozycje farmaceutyczne otrzymane w ten sposéb majg korzystnie ré6zne formy, takie jak na
przyktad, roztwory do wstrzykiwania i picia, drazetki, tabletki lub kapsutki. Roztwory do wstrzykiwania
sg korzystnymi formami farmaceutycznymi. Kompozycje farmaceutyczne niniejszego wynalazku sg
szczegblnie uzyteczne w zapobieganiu zaburzeniom $Scianki naczyniowej i w ich leczeniu, chodzi tu
o takie zaburzenia jak miazdzyca tetnic, stany nadkrzepliwosci obserwowane na przykfad w nastep-
stwie operacji chirurgicznych rozwinietych stanéw nowotworowych lub zaburzenia koagulacji, wywofta-
ne przez aktywatory bakteryjne, wirusowe lub enzymatyczne.

Nowe pentasacharydy wedtug wynalazku sg stosowane do wytwarzania leku do leczenia pato-
logii zwigzanych z zaburzeniem koagulacji.

Dawkowanie leku moze byé bardzo rézne w zaleznos$ci od wieku, masy ciata, stanu zdrowia
pacjenta, rodzaju schorzenia i tego, jak jest ono ciezkie, jak réwniez drogi podawania. Dawkowanie to
obejmuje podawanie jednej lub wiecej niz jednej dawki od okoto 0,5 mg do 1000 mg dziennie, ko-
rzystnie od okoto 1 do 100 mg dziennie, korzystniej od okoto 0,5 do 50 mg dziennie, na przyktad rzedu
20 mg dziennie, drogg domie$niowq lub droggq podskérng, stosujac podawanie ciggte lub w regular-
nych okresach czasu lub jedng dawke dzienng rzedu od 200 mg do 1000 mg dziennie drogg doustna.

Przyktadowg kompozycjg do dawki do iniekcji 0,5 ml moze byé: jako zwigzek aktywny (z przy-
ktadu 1) - 2,5 mg NaOH lub HCI do ustawienia pH=6-7,5.

Woda odpowiednia do iniekcji do dopetienia do 0,5 ml.
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Oczywiscie dawki te mozna ustali¢ dla kazdego pacjenta zaleznie od obserwowanych wynikéw
i analiz krwi uprzednio przeprowadzonych.

Korzystng drogq jest podawanie podskérne.

Przedmiotem niniejszego wynalazku sg wiec réwniez kompozycje farmaceutyczne, ktére zawie-
rajg jako czynnik aktywny zwigzki przedstawione powyzej, ewentualnie w potgczeniu z innym czynni-
kiem aktywnym. Kompozycje te wytwarza sie w sposéb umozliwiajgcy podawanie ich drogq trawienng
lub pozajelitowa.

W kompozycjach farmaceutycznych niniejszego wynalazku do podawania doustnego podjezykowe-
go, podskdrnego, domiesniowego, dozylnego, przezskdémego, przezsluzowego, miejscowego lub odbytni-
czego, sktadnik aktywny mozna podawaé zwierzetom i ludziom w jednostkowych formach podawania
w mieszaninie z typowymi no$nikami farmaceutycznymi. Odpowiednie jednostkowe formy podawania obej-
mujg formy podawane droggq doustng, takie jak tabletki, kapsutki, leki w proszku, granulki oraz roztwory
i zawiesiny doustne, formy podawania podjezykowego i policzkowego, formy podawania podskérnego,
domiesniowego, dozylnego, donosowego lub doocznego oraz formy podawania odbytniczego.

Przy otrzymywaniu statej kompozycji w formie tabletek, miesza sie gtéwny czynnik aktywny
z podtozem farmaceutycznym, takim jak zelatyna, skrobia, laktoza, stearynian magnezowy, talk, guma
arabska lub tym podobne. Mozna powlec tabletki sacharozg lub innymi odpowiednimi materiatami lub
précz tego mozna poddaé je obrébce w taki sposéb, aby miaty one przedtuzone lub opdznione dziata-
nie i aby uwalniaty w sposéb ciggty okreslong ilo§¢ czynnika aktywnego.

Mieszajac sktadnik aktywny z rozcienczalnikiem i wlewajgc otrzymang mieszaning w miekkie
lub twarde kapsutki uzyskuje sie preparat w kapsutkach.

Leki w proszku lub granulki dyspergujace w wodzie mogq zawiera¢ sktadnik aktywny w miesza-
ninie ze $rodkami dyspergujgcymi lub Srodkami zwilzajgcymi lub srodkami wprowadzajgcymi w stan
zawiesiny, jak poliwinylpirolidon, jak réwniez ze Srodkami stodzgcymi lub korektorami smaku.

W przypadku podawania odbytniczego, stosuje sie czopki, ktére otrzymuje sie z $rodkami wig-
zacymi rozpuszczajacymi sie w temperaturze odbytu, na przyktad mastem kakaowym lub glikolami
polietylenowymi.

W przypadku podawania pozajelitowego, donosowego lub doocznego, stosuje sie zawiesiny
wodne, solne roztwory izotoniczne lub roztwory sterylne i wstrzykiwalne, ktére zawierajg $rodki dys-
pergujace i/lub $rodki zwilzajace kompatybilne pod wzgledem farmakologicznym, na przykfad, glikol
propylenowy lub glikol butylenowy.

W przypadku podawania przez$luzowego czynnik aktywny mozna sformutowaé w obecnosci
promotora, takiego jak sél zétciowa, hydrofilowego polimeru, takiego jak na przyktad, hydroksypropy-
loceluloza, hydroksypropylometyloceluloza, hydroksyetyloceluloza, etyloceluloza, karboksymetylocelu-
loza, dekstran, poliwinylopirolidon, pektyny, skrobie, zelatyna, kazeina, kwasy akrylowe, estry akrylo-
we i ich kopolimery, polimery i kopolimery winylowe, alkohole winylowe, alkoksypolimery, polimery
politlenku etylenu, polietery oraz ich mieszanina.

Czynnik aktywny moze réwniez by¢ sformutowany w formie mikrokapsutek, ewentualnie z jed-
nym nos$nikiem lub dodatkiem lub kilkoma nosnikami lub dodatkami.

Czynnik aktywny moze réwniez by¢ obecny w formie kompleksu z cyklodekstryng, na przyktad
o, B lub y cyklodekstryna, 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryna lub metylo-p-cyklodekstryna.

Czynnik aktywny mozna réwniez uwolni¢ przez balonik zawierajgcy go lub przez ekspander
umiejscowiany w naczyniu wprowadzony w naczynia krwionosne. Skutecznos¢ farmakologiczna czyn-
nika aktywnego nie ulega zmianie w trakcie tego zabiegu. Korzystng drogq podawania jest podawanie
drogq podskérna.

Nastepujgce sposoby, etapy otrzymywania i schematy ilustrujg synteze réznych zwigzkéw po-
Srednich stosowanych w otrzymywaniu pentasacharydéw wedtug wynalazku. Stosuje sie nastepujgce
skréty: TBDMS: tert-butylodimetylosilyl; Lev: levulinyl; Bn: benzyl; Bz: benzoil; CCM: chromatografia
cienkowarstwowa; Olm: trichloroacetimidyl; LSIMS: jest angielskim skrétem Liquid Secondary lon
Mass Spectrometry; ESIMS: jest angielskim skrétem Electron Spray lonisafion Mass Spectrometry;
TMS: trimetylosilyl; TSP: trimetylsilylo tetradeuterio propionian sodowy; Tf: triflate; MS: sito molekular-
ne; Ali: allil; PMB: p-metoksybenzyl; SE: trimetylosilyloetyl. Dowex®, Sephadex®, Chelex®, Toyopearl®
sg znakami handlowymi zastrzezonymi. W sposobach, etapach otrzymywania i przyktadach opisanych
ponizej mozna realizowaé, stosujgc ogbine sposoby przedstawione ponizej dla zwigzkéw posrednich,
ogbIne metody dotyczace potgczenia katalitycznego imidates, rozpadu estréow lewulinowych, potgcze-
nia katalitycznego tioglikozydéw, zmydlania, metylowania i selektywnego usuwania grupy p-metoksy-
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benzylowej, grup ochronnych i siarczanowania oligo- i polisacharydéw przez hydrogenolize estrow i
eterédw benzylowych, zmydlania estréw lub ponadto siarczanowania.

Zwiazki niniejszego wynalazku sg syntetyzowane wedtug réznych sposobéw otrzymywania opi-
sanych ponize;j.

Otrzymywanie 1

6-O-Tert-butylodimetylosilylo-1,2-O-izopropylideno-3-O-metylo-o-D-glukofuranoza (2)

Glikol 1 (10 g, 42,7 mmol) rozpuszcza sie w bezwodnym dwuchlorometanie (100 ml) i dodaje
sie chlorek tert-butylodimetylosilylu (7,1 g, 47,3 mmol) i imidazol (5,8 g, 85,3 mmol). Mieszanine reak-
cyjng miesza sie w temperaturze otoczenia. Po 2 godzinach mieszanine rozciencza sie w dwuchloro-
metanie i przemywa wodg. Faze organiczng suszy sie na siarczanie magnezowym, zateza i oczysz-
cza sie pozostato$é za pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym (octan ety-
lu/cykloheksan 1/9 udziaty objetoSciowe) w celu otrzymania pozgdanego produktu 2 (11,9 g, 80 %)
w postaci syropu.

[]p -34°C (¢ 1,9, CHCIy).

Otrzymywanie 2

6-O-Tert-butylodimetylosilylo-1,2-O-izopropylideno-3-O-metylo-5-C-winylo-«-D-glucofuranoza (4)

Dodaje sie w -78°C w bezwodnym dwuchlorometanie (40 ml) chlorek oksalilu (3,2 ml, 36,8 mmol)
i dwumetylosulfotlenek (5,2 ml, 73,4 mmol) oraz miesza sie w ciggu 30 minut. Nastepnie dodaje sie
zwigzek 2 (6,4 g, 18,4 mmol) i miesza sie mieszaning jeszcze w ciggu 1 godziny. Nastepnie dodaje sie
tréjetyloamine (15,3 ml, 110,0 mmol), a nastepnie po 30 minutach mieszanine reakcyjng rozciencza
sie w dwuchlorometanie. Typowa obrébka umozliwia otrzymanie zwigzku 5-ulose (3), kt6ry stosuje sie
bezposrednio do nastepnej reakcji. Rozpuszcza sie nieprzetworzony keton w bezwodnym czterohy-
drofuranie (100 ml) i dodaje sie 1M roztwér bromku winylomagnezowego w czterohydrofuranie (28 ml,
27, mmol) w 0°C. Po 1 godzinie mieszaning reakcyjng rozciencza sie nie chlorkiem amonowym
i przemywa wodag.

Faze organiczng suszy sie na siarczanie magnezowym, zateza i oczyszcza sie pozostatos¢ za
pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym (octan etylu/cykloheksan 1/9 udziaty
objeto$ciowe) w celu otrzymania pozgdanego zwiazku 4 (70 %, 4,8 g) w postaci syropu.

[o]p -40°C (c 1,9, CHCIy).

Anal. Obliczona: C, 57,72, H, 9,15.

Znaleziony: C, 57,77, H, 9,23.

Otrzymywanie 3

1,2,4, 6-Tetra-O-acetylo-3-O-metylo-5-C-winylo-$-D-glukopiranoza(6)

Rozpuszcza sie zwigzek 4 (3,5 g, 9,4 mmol) w wodzie (50 ml); dodaje sie zywice IR-120 (1 g)
i ogrzewa sie w 80°C w ciggu 6 godzin. Zywice filtruje sie, a filtrat zateza sig. Nieprzetworzony produkt 5
acyluje sie stosujgc bezwodnik octowy (12 ml) i pirydyne (13 ml). Nadmiar bezwodnika octowego li-
kwiduje sie metanolem i zateza sie rozpuszczalniki. Pozostato$é ekstrahuje sie za pomocg wody
i dwuchlorometanu. Faze organiczng suszy sie na siarczanie magnezowym, zateza i po oczyszczeniu
za pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym (octan etylu/cykloheksan 3/2 udziaty
objeto$ciowe), otrzymuje sie zwigzek czterooctan 6 w postaci ciata statego (75 %, 2,7 g). Temperatura
topnienia 50°C.

[¢]p-84°C (c 1,6, CHCI,)

Anal. Obliczona: C, 52,47, H, 6,19.

Znaleziony: C, 52,51, H, 6,19.

CI-MS: 406 (M + NH,), 389 (M + 1).

Otrzymywanie 4

Metylo  2,3,6-tri-O-benzylo-4-O-(2,4,6-tri-O-acetylo-3-O-metylo-5-C-winylo-B-D-glukopiranozylo)-
-a-D-glukopiranozyd (8)

Zwigzek 6 (1,6 g, 4,1 mmol) i zwigzek 7 (2,1 g, 4,5 mmol) P.J. Garegg i H. Hultberg, Carbohydr.
Res. 1981, 93, C10, rozpuszcza sie w bezwodnym dwuchlorometanie (50 ml) i dodaje sie sito moleku-
larne (4,0 g). Mieszanine reakcyjng miesza sie w temperaturze otocznia w ciggu jednej godziny, na-
stepnie dodaje sie TMSOTT (0,95 ml, 5,2 mmol) w -78°C. Nastepnie pozostawia sie mieszanine reak-
cyjna, aby wolno doszta do temperatury otoczenia. Po 2 godzinach mieszanine reakcyjng zobojetnia
sie za pomocg tréjetyloaminy i filtruje na celicie; filtrat przemywa sie wodg. Faze organiczng suszy sie
na siarczanie magnezowym, zateza i pozostato$¢ oczyszcza sie za pomocg chromatografii na kolum-
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nie z zelem krzemionkowym (octan etylu/cykloheksan 4/1 udziaty objetoSciowe) w celu otrzymania
pozadanego zwiazku 8 (2,77 g, 85 %), w postaci ciata statego. Temperatura topnienia 47°C.

[]p-36°C (c O, 6, CHCI5) .

Anal. Obliczona: C, 65,14, H, 6,61.

Znaleziony: C, 65,09, H, 6,70.

Otrzymywanie 5

Metylo 2,3,6-O-tri-O-benzylo-4-O-(4,6-O-izopropylideno-3-O-metylo-5-C-winylo-B-D-glukopirano-
zylo)-o-D-glukopiranozyd (10)

Zwigzek 8 (2,7 g, 3,4 mmol) rozpuszcza sie w metanolu (40 ml). Dodaje sie s6d (katalityczny)
w 0°C i miesza sie w temperaturze otoczenia w ciggu 3 godzin. Rozpuszczalnik zateza sie, a pozosta-
to§¢ 9 rozpuszcza sie w bezwodnym acetonie (40 ml) i dodaje sie 2,2-dwumetoksypropan (2 ml)
i kwas p-toluenosulfonowy (katalityczny). Mieszanine reakcyjng miesza sie w temperaturze otoczenia
w ciggu jednej nocy. Rozpuszczalnik odparowuje sie, pozostato$é rozpuszcza sie w chloroformie
i przemywa wodg. Faze organiczng suszy sie na siarczanie magnezowym, zateza i pozostatos¢
oczyszcza sie za pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym (octan ety-
lu/cykloheksan 1/1 udziaty objetoSciowe) w celu otrzymania pochodnej 4'.6' izopropylidenu-O-10
(1,7 g, 70%) w postaci ciata statego. Temperatura topnienia 55°C.

[o]p +13°C (¢ 0,8, CHCI3).

Anal. Obliczona: C, 67,97, H, 7,13.

Znaleziony: C, 67,87, H, 7,16.

CI-MS : 707 (M + 1), 724 (M + NH,).

Otrzymywanie 6

Metylo 2,3,6-tri-O-benzylo-4-O-(4,6-O-izopropylideno-3-O-metylo-5-C-winylo-B-D-mannopirano-
zylo)-o-D-glukopiranozyd (12)

Miesza sie chlorek oksalilu (0,35 ml, 4,0 mmol) i bezwodny DMSO (0,57 ml, 8,0 mmol) w bez-
wodnym dwuchlorometanie (10 ml) w -78°C w ciggu 30 minut. Zwigzek 10 (1,4 g, 2,0 mmol) w bez-
wodnym dwuchlorometanie (10 ml) dodaje sie do roztworu i jeszcze miesza sie w ciggu 45 minut.
Mieszanine reakcyjng zobojetnia sie przez dodanie bezwodnej tréjetyloaminy (1,7 ml, 12,0 mmol),
a nastepnie rozciencza sie za pomocg dwuchlorometanu. Po przemyciu woda, faze organiczng suszy
sie na siarczanie magnezowym, zateza i pozostatosé 11 stosuje sie bezposrednio do nastepnej reakgciji
bez oczyszczania. Keton 11 rozpuszcza sie w bezwodnym czterohydrofuranie (15 ml) i dodaje sie 1N
roztwor super wodorku w czterohydrofuranie (4 ml, 4,0 mmol) w -78°C. Mieszaning reakcyjng miesza
sie w temperaturze otoczenia w ciggu 1 godziny, a nastepnie dodaje sie 5% wodorotlenek sodowy
(2 ml) i nadtlenek wodoru (1 ml). Rozpuszczalnik odparowuje sie i pozostato$é rozpuszcza sie za po-
mocg octanu etylu i przemywa wodg. Faze organiczng suszy sie na siarczanie magnezowym, zateza
i pozostato$é oczyszcza sie za pomocg chromatografii (octan etylu/cykloheksan 2/1 udziaty objeto-
Sciowe) w celu otrzymania zwigzku 12 (1,0 g, 70 %).

[a]p -11°C (c 0,5, CHCI5).

CI-MS: 724 (M + 18), 707 (M + 1).

Otrzymywanie 7

Metylo 2,3,6-tri-O-benzylo-4-O-(2-O-acetylo-3-O-metylo-5-C-winylo--D-mannopiranozylo)-a-D-
-glukopiranozyd (14)

Zwigzek 12 (940 mg, 1,3 mmol) rozpuszcza sie w pirydynie (3 ml) i dodaje sie bezwodnik
octowy (0,3 ml). Mieszanine reakcyjng miesza sie w temperaturze otoczenia w ciggu 3 godzin. Nad-
miar pirydyny i bezwodnika octowego zateza sie i pozostato$é 13 stosuje sie bezposrednio do usuwa-
nia grup ochronnych izopropylidenu, stosujac 80% kwas octowy (5 ml) w 60°C w ciggu 2 godzin.
Nadmiar kwasu octowego odparowuje sie i pozostato$é oczyszcza sie za pomocg chromatografii na
kolumnie z zelem krzemionkowym (octan etylu/cykloheksan 4/1 udziaty objeto$ciowe) w celu otrzyma-
nia glikolu 14 (660 mg, 70 %) w postaci ciata statego. Temperatura topnienia 53°C.

[¢]p-10°C (c 0,8, CHCIy).

CI-MS : 709 (M + 1), 726 (M + 18).

Otrzymywanie 8

Metylo 2,3,6-tri-O-benzylo-4-O-(2-O-acetylo-3-O-metylo-6-O-tosylo-5-C-winylo-B-D-mannopira-
nozylo)-a-D-glukopiranoza (15)

Zwigzek 14 (600 mg, 0,9 mmol) rozpuszcza sie w pirydynie (3 ml) i dodaje sie chlorek tosylu
(240 mg, 1,3 mmol). Mieszanine reakcyjng miesza sie w temperaturze otoczenia w ciggu 3 godzin.
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Rozpuszczalnik odparowuje sie, pozostatosS¢ rozciefcza sie za pomocg chloroformu i przemywa wo-
dg. Faze organiczng suszy sie¢ na siarczanie magnezowym, zateza i pozostato$é oczyszcza sie za
pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym (octan etylu/cykloheksan 1/1 udziaty
objeto$ciowe) w celu otrzymania zwigzku tosylowego 15 (297 mg, 80 %) w postaci syropu.

[]p -26°C (c 0,8, CHCI5).

Otrzymywanie 9

Metylo 2,3,6-tri-O-benzylo-4-O-(2,6-anhydro-3-O-metylo-5-C-winylo--D-mannopiranozylo)-a-D-
-glukopiranozyd (16)

Zwigzek 15 (550 mg, 0,6 mmol) rozpuszczono w etanolu (3 ml), a nastepnie dodaje sie 0,1N
roztwér etanolowy wodorotlenku sodowego (5 ml). Mieszanine reakcyjng podgrzewa sie do 70°C
w ciggu 3 godzin, nastepnie zobojetnia sie za pomocg zywicy IR-120 (forma H") i filtruje sie na celicie.
Pozostatos¢ po zatezeniu oczyszcza sie za pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionko-
wym (octan etylu/cykloheksan 1/1 udziaty objetoSciowe) w celu otrzymania zwigzku 16 (292 mg, 70%)
w postaci syropu.

[o]p #13°C (c 0,5, CHCI5).

CI-MS: 666 (M + 18).

Otrzymywanie 10

Metylo 2,3,6-tri-O-benzylo-4-O-(benzylo 3-O-metylo-2-O-5-C-metylideno-«-L-idopiranouronian)-
-a-D-glukopiranozyd (17)

Zwigzek 16 (260 mg, 0,4 mmol) rozpuszcza sie w dwuchlorometanie (20 ml), roztw6r miesza sie
w -78°C, a nastepnie miesza sie za pomocg ozonu w ciggu 30 sekund. Kolor roztworu staje sie jasno zétty.
Dodaje sie do roztworu siarczek metylu, nastepnie mieszanine reakcyjng przemywa sie wodg. Faze orga-
niczng suszy sie na siarczanie magnezowym, zateza i przechodzi sie bezposrednio do reakcji nastepnej,
bez dodatkowego oczyszczania. Nieprzetworzony aldehyd rozpuszcza sie w tert-butanolu (16 ml) i dodaje
sie 2-metylo-2-buten (5 ml) i wode (16 ml). Nastepnie dodaje sie kolejno do mieszaniny NaH,PO, (700 mg)
i NaCIO, (700 mg). Zawiesine miesza sie energicznie w temperaturze otoczenia w ciggu jednej nocy, roz-
ciencza sie wodg i ekstrahuje sie octanem etylu. Faze organiczng suszy si¢ na siarczanie magnezowym,
zateza i przechodzi sie bezposrednio do reakcji nastepnej. Nieprzetworzony kwas rozpuszcza sie w dwu-
metyloformamidzie (25 ml) i dodaje sie jodek czterobutylamonowy (0,7 g, 2,0 mrnol), kwasny weglan pota-
sowy (0,25 g, 2,5 mmol), bromek benzylu (0,250 ml, 2,1 mmol). Mieszanine reakcyjng miesza si¢
w temperaturze otoczenia w ciggu 5 godzin. Mieszanine reakcyjng ekstrahuje sie za pomocg wody i eteru
etylowego. Faze eterowg suszy sie na siarczanie magnezowym, zateza, a pozostato$¢ oczyszcza sie za
pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym (octan etylu/cykloheksan 2/1 udzialy objeto-
Sciowe) w celu otrzymania pochodnej 17 (236 mg, 80 %) w formie syropu.

CI-MS: 774 (M + 18).

Otrzymywanie 11

Metylo O-(6-O-acetylo-2,3,4-tri-O-metylo-o-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(benzylo 2,3-di-O-metylo-
-B-D-glukopiranozylouronian)-(1—4)-O-(3,6-di-O-acetylo-2-O-benzylo-o-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-
-(2,6-anhydro-5-C-benzyloksykarbonylo-3-O-metylo-f-D-mannopiranozylo)-(1—4)-2,3 6-tri-O-benzylo-o.-
-D-glukopiranozyd (19).

W obojetnej atmosferze miesza sie imidate 18 (Van der Heijden et al., abstr. 9" Eur. Carbohydr.
Symp., Utrecht, July 6-11, 1997; A74, p 154) (81 mg, 78,2 umol) akceptor 17 (65 mg, 86,0 umol) i drobne
sito molekularne (70 mg, 4 A) w mieszaninie dwuchlorometan/eter etylowy, 1/2 (obj./obj.) (2,4 ml).

Mieszanine reakcyjng miesza sie w ciggu 30 minut, nastepnie dodaje sie NaHCO3, az do zobo-
jetnienia. Po przefiltrowaniu i zatezeniu, pozostato$¢ oczyszcza sie na kolumnie z zelem Sephadex®
LH 20 (dwuchlorometan/etanol 1/1 obj./obj.), nastepnie na kolumnie z zelem krzemionkowym (octan
etylu/cykloheksan 1/1 obj./obj.) w celu otrzymania zwigzku 19 (86 mg, 67%).

[o]p +66°C (¢ 1,0, CH,CH,).

"HRMN przedstawiony w ponizszej tabeli 1.

Otrzymywanie 12

Metylo O-(2,3,4-tri-O-metylo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(kwas 2,3-di-O-metylo-3-D-glukopira-
nozylouronowy)-(1—4)-O-(a-D-glucopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhydro-5-C-karboksy-3-O-metylo-p-D-
-mannopiranozylo)-(1—4)-o-D-glukopiranozyd (20).

Wedtug M. PETITOU i C.A.A. van BOECKEL. Progress in the Chemistry of Organie Natural
Products, Eds. W. Herz et al., Wein, Springer-Verlag, New York, 1992,143-210.
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W atmosferze wodoru miesza sie (3,5 MPa) w ciggu 12 godzin w 40°C, roztwér zwigzku 19
(49 mg, 30,0 pmol) w kwasie octowym (3 ml) w obecnosci 5% palladu na weglu (73 mg, 35 b). Filtruje
sie na celicie, zateza i rbwnoczes$nie przesgcza za pomocg wody (4 x 5 ml). Pozostato$¢ rozpuszcza
sie w 1M wodnym roztworze NaOH (3 ml) podgrzewa w 55°C w ciggu 3 godzin. Ochtadza si¢ roztwér
i przepuszcza przez kolumne Sephadex® 625 F (170 ml) wymywang za pomocg wody. Frakcje zawie-
rajgce zwigzek 20 przepuszcza sie przez kolumne z zywicg Dowex H'. Zateza sie w celu wydzielenia
zwigzku 20 (25 mg, 86%).

[o]p #105°C (c 1,0, H,O).

"HRMN przedstawiony w ponizszej tabeli 1.

Tabela 1
Jednostka H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6' Jio (Hz)
19 (CDCls) D 5,50 3,11 3,37 3,03 3,43 4,28 4,22 3,7
E 4,14 2,93 3,31 3,92 3,83 - - ~9
F 4,98 3,45 5,41 3,63 3,94 4,58 4,19 3,6
G 5,18 3,83 3,12 4,12 - 4,10 3,98 ~1
H 4,58 3,51 4,01 3,78 3,80 3,83 3, 61 3,6
20 (D20O) D 5,50 3,33 3,49 3,30 3,50 3,74 3,74 3,9
E 4,62 3,26 3,58 3,90 4,04 _ _ 7,9
F 513 3,58 3,76 3,61 |3,70t0 3,90 4.1
G 5,23 4,35 3,71 4,20 - 4,25 4,10 ~1
H 4,82 3,64 3,84 3,73 |3,70t0 3,90 3,7

Otrzymywanie 13

Metylo O-(4,6-O-izopropylideno-2,3-di-O-metylo-5-C-winylo-p-D-glukopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-
-tri-O-benzylo-a-D-glukopiranozyd (22).

Dodaje sie w 0°C, wodorek sodowy (0,31 g, 13,0 mmol) do roztworu metylo O-(4,6-O-izopro-
pylideno-3-O-metylo-5-C-winylo-$-D-glukopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-O-benzylo-a-D-glukopiranozydu (10)
6,11 g, 8,65 mmol) jodku metylu (0,80 ml, 13,0 mmol) w N,N-dwumetyloformamidzie (9,00 ml). Pozosta-
wia sie mieszajac w ciggu 2 godzin (CCM), dodaje sie metanol i wlewa sie mieszanine reakcyjng do wody.
Ekstrahuje sie za pomocg octanu etyleu, przemywa sie wodag, suszy sie i zateza. Oczyszcza sie na kolum-
nie krzemionkowej (cykloheksan/eter etylowy 3/2 (udziaty objetosciowe)) w celu uzyskania 22 (5,92 g,
88%). CCM Rs 0,28, (cykloheksan/eter etylowy 3/2 (udziaty objetoSciowe)).

Otrzymywanie 14

Metylo O-(4,6-O-izopropylideno-2,3-di-O-metylo-5-C-etylo-B-D-glukopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-
-O-benzylo-a-D-glukopiranozyd (23).

Dodaje sie tlenek platyny (160 mg) do roztworu 22 (5,80 g,8,04 mmol) w octanie etylu (400 ml).
Wprowadza sie wodér. Pozostawia sie mieszajac w ciggu 40 minut (CCM), filtruje, odparowuje w celu
otrzymania 23. CCM R; 0,60, (toluen/octan etylu 4/1 (udziaty objetosciowe)).

Otrzymywanie 15

Metylo O-(2,3-di-O-metylo-5-C-etylo-p-D-glukopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-O-benzylo-a.-D-gluko-
piranozyd (24).

Nieprzetworzony zwigzek 23 rozpuszcza sie w 70% kwasie octowym (60 ml) i miesza sie w cig-
gu 2 godzin w 80°C. Mieszaning zateza sie pod proznig i wspoétodparowuje za pomocag toluenu w celu
otrzymania 24. CCM R; 0,52, (dwuchlorometan/metanol 4/1 (udziaty objeto$ciowe)).

Otrzymywanie 16

Metylo O-(benzylo 2,3-di-O-metylo-5-C-etylo--D-glukopiranozylouronian) (1—4)-2,3,6-tri-O-
-benzylo-a-D-glukopiranozyd (25).

Do roztworu zwigzku 24 (5,75 g) w czterohydrofuranie (28 ml) dodaje sie 2,2,6,6-tetrametylo-1-
-piperydynyloksy (17,5 mg), roztwor kwasnego weglanu sodowego (17,5 ml), bromek potasowy (87 mg),
chlorek czterobutyloamonowy (115,5 mg). Mieszanine ochfadza sie do 0°C i dodaje sie w ciggu 15
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minut mieszaning nasyconego roztworu chlorku sodowego (17 ml), mieszanine nasyconego roztworu
kwasnego weglanu sodowego (8,70 ml) i podchlorynu sodowego (1/3 M, 20 ml) . Po mieszaniu w cia-
gu godziny, mieszanine rozciencza si¢ wodg i ekstrahuje (trzykrotnie) za pomocg dwuchlorometanu.
Faze organiczng przemywa sie wodnym roztworem chlorku sodowego, suszy sie na siarczanie magne-
zowym, filtruje i odparowuje do sucha w celu otrzymania nieprzetworzonej pochodnej kwasowe;j.

W atmosferze azotu, pochodng kwasowg rozpuszcza sie w N,N-dwumetyloformamidzie
(107 ml). Dodaje sie kwasny weglan potasowy (4,10 g) i bromek benzylu (9,70 ml) i mieszanine mie-
sza sie w ciggu 16 godzin. Dodaje sie octan etylu i wode, nastepnie po ekstrakcji, faze organiczng
zateza sie. Oczyszczanie za pomocg chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym umozliwia
otrzymanie 3,81 g zwigzku 25 (60 % wydajnosci ze zwigzku 23).

[a]o +24 (c = 0,15, dwuchlorometan).

Otrzymywanie 17

Metylo O-(benzylo 5-C-etylo-4-O-lewulinylo-2,3-di-O-metylo-p-D-glukopiranozylouronian)-(1—4)-
-2,3,6-tri-O-benzylo-a-D-glukopiranozyd (26).

Rozpuszcza sie zwigzek 25 (3,51 g, 4,46 mmol) w bezwodnym dioksanie (45 ml). Dodaje sie
kwas lewulinowy (1,00 g, 8,93 mmol), chlorowodorek 1-(3-dwumetyloaminopropylo)-3-etylocyjanamidu
(1,70 g, 8,93 mmol) i 4-dwumetyloaminopirydine (0,11 g, 8,93 mmol). Pozostawia sie mieszanine re-
akcyjng mieszajgc w ciggu 16 godzin, ekstrahuje za pomocg octanu etylu, kolejno przemywa sie 5%
wodnym roztworem kwasnego siarczanu potasowego, wodg, nasyconym wodnym roztworem kwa-
$nego siarczanu sodowego, woda, suszy si¢ i zateza.

Oczyszcza sie na kolumnie krzemionkowej (cykloheksan/octan etylu 2/1 nastepnie 3/2 (udziaty
objetosciowe)) w celu otrzymania czystego 26 (3,64 g, 85 %).

[a]lo +26 (¢ = 0,9, dwuchlorometan).

Otrzymywanie 18

O-(Benzylo 5-C-etylo-4-O-lewulinylo-2,3-di-O-metylo-p-D-glukopiranozylouronian)-(1—4)-)-1,3,6-
-tri-O-acetylo-2-O-benzylo-D-glukopiranoza (27).

Rozpuszcza sie zwigzek 26 (3,35 g, 3,78 mmol) w bezwodniku octowym (22 ml). Ochtadza sie
w -20°C, dodaje sie 22 ml zimnego roztworu kwasu siarkowego w bezwodniku octowym (1 ml kwasu
siarkowego w 10 ml bezwodnika octowego).

Rozciencza sie za pomoca octanu etylu, przemywa nasyconym wodnym roztworem kwasnego
weglanu sodowego, wodg, suszy sie, zateza. Czysci sie na kolumnie krzemionkowej (cyklohek-
san/octan etylu 1/1 (udziaty objetosciowe)) w celu otrzymania 27 (2,20 g, 65,5%). CCM R; 0,24, (cy-
kloheksan/octan etylu 1/1 (udzialy objetoSciowe)).

Otrzymywanie 19

O-(Benzylo 5-C-etylo-4-O-lewulinylo-2,3-di-O-metylo-3-D-glukopiranozyloronian)-(1—4)-3,6-di-
-O-acetylo-2-O-benzylo-D-glukopiranoza (28).

Dodaje sie benzyloamine (11 ml, 101,4 mmol) do roztworu zwigzku 27 (2,18 g, 2,67 mmol)
w czterohydrafuranie (50 ml). Pozostawia sie mieszajgc w ciggu 4 godzin. Ekstrahuje za pomocg
octanu etylu, przemywa 1M wodnym roztworem kwasu chlorowodorowego (102 ml), wodg, suszy sie
i zateza. Oczyszcza sie na kolumnie krzemionkowej (toluen/octan etylu 1/1 (udziaty objetoSciowe))
w celu otrzymania mieszaniny (a/f = 50/50) zwigzku 28 (1,33 g, 65%). CCM R; 0,22, (toluen/octan
etylu 1/1 (udziaty objetosciowe)).

Otrzymywanie 20

O-(Benzylo 5-C-etylo-4-O-lewulinylo-2,3-di-O-metylo-3-D-glukopiranozylouronian)-(1—4)-3,6-di-
-O-acetylo-2-O-benzylo-D-glukopiranozylo trichloroacetimid (29).

Rozpuszcza sie zwigzek 28 (1,32 g, 1,71 mmol) w dwuchlorometanie (34 ml) i dodaje sie w at-
mosferze argonu tréjchloroacetonitryl (0,87 ml, 8,50 mmol) i weglan cezu (0,90 g, 2,73 mmol). Pozo-
stawia sie mieszajgc w ciggu 2 godzin (CCM) i filtruje sie. Oczyszcza sie na kolumnie krzemionkowej
(cykloheksan/octan etylu 3/2 (udziaty objeto$ciowe)) w celu otrzymania mieszaniny (o/p = 85/15) imi-
dates 29 (1,20 g, 77%). CCM R; 0,36, (cykloheksan/octan etylu 1/2 (udziaty objetoSciowe))

Otrzymywanie 21

Metylo O-(benzylo 5-C-etylo-4-O-lewulinylo-2,3-di-O-metylo-p-D-glukopiranozylouronian)-(1—4)-
-0O-(3,6-di-O-acetylo-2-O-benzylo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhydro-5-C-benzyloksycarbonylo-
-3-O-metylo-3-D-miannopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-O-benzylo-a-D-glukopiranozyd (30).

Roztwér triflate czterobutylodwumetylosilylu w dwuchlorometanie (1M, 0,19 ml) dodaje sie,
w atmosferze argonu, w -20°C, do roztworu imidate 29 (1,19 g, 1,29 mmol) i metylo 2,3,6-tri-O-
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-benzylo-4-(benzylo 3-O-metylo- 2-O-5-C-metylideno-o-L-idopyranouraonian)-«-D-glukopiranozydu 17
(1,02 g, 1,35 mmol) w toluenie (40 ml) w obecnosci sita molekularnego 4 A (1,93 g). Po 30 minutach
(CCM), dodaje sie ponownie roztwér triflate czterobutylodwumetylosilylu w dwuchlorometanie
(1M, 0,19 ml). Po 30 minutach (CCM), dodaje staty kwasny weglan sodowy. Roztwodr filtruje sie, prze-
mywa wodag, suszy i odparowuje do sucha. Oczyszcza sie na kolumnie chromatograficznej Sephadex®
LH20, nastepnie na kolumnie krzemionkowej (toluen/octan etylu 2/1 (udziatly objeto$ciowe)) w celu
otrzymania czystego tetrasacharydu 30-o (1,14 g, 58%).

[a]o +47 (c = 0,21, dwuchlorometan).

Otrzymywanie 22

Metylo O-(benzylo 5-C-etylo-2,3-di-O-metylo-3-D-glukopiranozylouronian) (1—4)-O-(3,6-di-O-
-acetylo-2-O-benzylo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhydro-5-C-benzyloksykarbonylo-3-O-metylo-
-B3-D-mannopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-O-benzyl-c-D-glukopiranozyd (31).

Rozpuszcza sie zwigzek 30 (1,13 g, 0,75 mmol) w mieszaninie etanol/toluen 2/1 (udziaty obje-
tosciowe) (150 ml) i dodaje sie octan hydrazyny (0,35 g, 3,73 mmol). Pozostawia sie mieszajac
w ciggu 1 godziny (CCM) i zateza sie. Oczyszcza sie na kolumnie krzemionkowej (toluen/octan etylu
3/2 (udzialy objetosciowe)) w celu otrzymania 31 (0,816 g, 83%).

[a]lo 35 (c =1,01, dwuchlorometan).

Otrzymywanie 23

Metylo O-(6-O-acetylo-2,3,4-tri-O-metylo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(benzyle 5-C-etylo-2,3-
-di-O-metylo-p-D-glukopiranozylouronian)-(1—4)-O-(3,6-di-O-acetylo-2-O-benzylo-a-D-glukopiranozylo)-
-(1—4)-0-(2,6-anhydro-5-C-benzyloksykarbonylo-3-O-metylo-f3-D-mannopiranozylo)-(1—4)-2,3 6-tri-
-O-benzylo-a-D-glukopiranozyd (33).

Podaje sie obrébce trichloroacetimidate 6-O-acetylo-2,3,4-tri-O-metylo-D-glukopiranozy 32
(34,7 mg, 0,0245 mmol) (P. Westerduin et al. BioOrg. Med. Chem., 1994, 2, 1267) i akceptor glikozy-
lowy 31 (80 mg, 0,056 mmol) wedtug sposobu otrzymywania 21. Oczyszcza sie zwigzek na kolumnie
chromatograficznej Sephadex® LH-20 (dwuchlorometan/etanol 1/1 (udzialy objetoSciowe)), nastepnie
na kolumnie krzemionkowej (eter dwuizopropylowy/octan etylu 3/2 (udziaty objetoSciowe)) w celu
otrzymania pochodnej 33 (54,6 mg, 58%).

[a]o 55 (¢ =1, dwuchlorometan).

Otrzymywanie 24

Metylo O-(6-O-acetylo-2,3,4-tri-O-metylo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(kwas 5-C-etylo-2,3-di-
-O-metylo-p-D-glukopiranozylouronowy)-(1—4)-O-(3,6-di-O-acetylo-o-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-
-(2,6-anhydro-5-C-karboksy-3-O-metylo-f3-D-mannopiranozylo)-(1—4)-a-D-glukopiranozyd (34).

Roztwér zwigzku 33 (40 mg, 0,024 mmol) w kwasie octowym (2 ml) miesza si¢ w atmosferze
wodoru w obecnosci palladu na weglu 10% (80 mg) w ciggu 16 godzin i filtruje. Filtrat zateza sie
w celu otrzymania zwigzku 34.

Otrzymywanie 25

Metylo O-(2,3,4-tri-O-metylo-a-D-glukopyranozylo)-(1—4)-O-(kwas 5-C-etylo-2,3-di-O-metylo-f3-
-D-glukopiranozylouronowy)-(1—4)-O-(a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhydro-5-C-karboksy-3-
-O-metylo-pB-D-mannopiranozylo)-(1—4)-o-D-glukopiranozyd (35).

Dodaje sie 5M wodny roztwér wodorotlenku sodowego (216 pl) do roztworu nieprzetworzonego
zwigzku 34 w metanolu (866 ul). Po 25 godzinach dodaje sie wode i przepuszcza mieszaning reakcyj-
ng przez kolumne zelowg Sephadex® G-25 (2 x 38 cm) wymywang za pomocg wody. Zateza sie,
przepuszcza si¢ przez kolumne Dowexo® 50 H"(2 ml) i liofilizuje sie. Na tym etapie sprawdza sie za
pomocg 'HRMN, ze wszystkie grupy ochronne zostaty usuniete.

Przyktad 1

Metylo O-(2,3,4-tri-O-metylo-6-O-sulfo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(kwas 2,3-di-O-metylo-p-
-D-glukopiranozylouronowy)-(1—4)-0-(2,3,4-tri-O-sulfo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhydro-
-5-C-karboksy-3-O-metylo-f-D-mannopiranozylo-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfo-o-D-glukopiranozyd (21), sdl
sodowa.

Wedtug C.A.A. van BOECKEL et M. PETITOU, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1993, 32, 1671-1690.

Roztwér zwigzku 20 (20 mg, 20,7 umol) i kompleks tréjetyloamina/tréjtlenek siarki (164 mg,
0,90 pmol) w dwumetyloformamidzie (2 ml) podgrzewa sie do 55°C, zabezpieczony przed $wiattem,
w ciggu 18 godzin i 30 minut. Ochtadza sie mieszanine reakcyjng do temperatury pokojowej,nastepnie
rozciencza 0,2M wodnym roztworem NaCl. Umieszcza sie nastepnie roztwér na szczycie kolumny
Sephadex® G25F (170 ml) wymywanej za pomocg 0,2M wodnego roztworu NacCl.
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w ktérym:

- R oznacza wodér, grupe -SOj3’, grupe alkilowg (C4-C3) lub grupe acylowg (C,-Cs);

- T oznacza wodér lub grupe etylowg;

-noznacza 1 lub 2.

2. Pentasacharyd wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze jest w postaci soli sodowej lub potasowe;j.

3. Pentasacharyd wedtug zastrz. 1 albo 2, wybrany sposrod:

- Metylo O-(2,3,4-tri-O-metylo-6-O-sulfo-o-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(kwas 2,3-di-O-metylo-3-D-glu-
kopiranozylouronowy)-(1—4)-O-(2,3,4-tri-O-sulfo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhydro-5-C-kar-
boksy-3-O-metylo-3-D-mannopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfo-a-D-gluko-piranozyd, sol sodowa;

- Metylo O-(2,3,4-tri-O-metylo-6-O-sulfo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(kwas 5-C-etylo-2,3-di-O-metylo-
-B-D-gluko-piranozylouronowy)-(1—4)-O-(2,3,6-tri-O-sulfo-o-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhy-
dro-5-C-karboksy-3-O-metylo-f-D-mannopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfo-o-D-glukopiranozyd,  sél
sodowa;

- Metylo O-(2,3,4-tri-O-metylo-6-O-sulfo-oa-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O(kwas 2,3-di-O-metylo-3-D-gluko-
piranozylouronowy)-(1—4)-O-(2,3,6-tri-O-sulfo-«-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,6-anhydro-5-C-kar-
boksy-3-O-metylo-p-D-mannopiranozylo)-(1—4)-2-O-sulfo-3,6-di-O-metylo-a-D-glukopiranozyd, sdl
sodowa;

- Metylo O-(2,3,4-tri-O-metylo-6-O-sulfo-o-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(kwas 2,3-di-O-metylo-3-D-glu-
kopiranozylouronowy)-(1—4)-O-(2,3,6-tri-O-sulfo-a-D-glukopiranozylo)-(1—4)-O-(2,7-anhydro-5-C-kar-
boksy-6-dezoksy-3-O-metylo-p-D-mannoheptopiranozylo)-(1—4)-2,3,6-tri-O-sulfo-a-D-glukopiranozyd,
50l sodowa.

4. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca zwigzek aktywny i farmaceutycznie dopuszczalny
no$nik, znamienna tym, ze jako zwigzek aktywny zawiera pentasacharyd wedtug zastrz. 1 albo 3
w postaci soli z zasadg akceptowang farmaceutycznie lub w postaci kwasu, w potgczeniu lub w mie-
szaninie z no$nikiem obojetnym, nietoksycznym, akceptowanym farmaceutycznie.

5. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 4, znamienna tym, ze jest w postaci dawki jed-
nostkowej a zwigzek aktywny jest zmieszany z przynajmniej jednym no$nikiem farmaceutycznym.

6. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 5, znamienna tym, ze kazda dawka jednostko-
wa zawiera od 0,1 do 100 mg zwigzku aktywnego.

7. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 6 znamienna tym, ze kazda dawka jednostkowa
zawiera od 0,5 do 50 mg zwigzku aktywnego.

8. Zastosowanie polisacharydu wedtug zastrz. 1 albo 3 do otrzymywania leku do leczenia pato-
logii zwigzanych z zaburzeniem koagulacji.
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Departament Wydawnictw UP RP
Naktad 50 egz. Cena 4,00 zt.



