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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg N,N-dialkilowe pochodne 2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu
0 wiasciwosciach przeciwgrzybowych.

Wynalazek dotyczy modyfikacji 2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu (ADGP), polegaja-
cych na alkilowaniu grupy aminowej, w znacznym stopniu zwiekszajagcego wiasciwosci przeciwgrzy-
bowe zwigzkéw w stosunku do wyjsciowego ADGP.

Komoérki grzybéw, z uwagi na podobienstwo w budowie do komérek zwierzecych, sg trudng do
zwalczenia przyczyng infekcji, potocznie zwanych grzybicami. W ciggu ostatnich dwudziestu lat cze-
stotliwos¢ infekcji wywotywanych przez grzyby wzrosta dramatycznie. Ponadto coraz wiecej drobno-
ustrojow powodujacych infekcje staje sie opornych na dotychczas skuteczne preparaty, takie jak np.
Flukonazol czy Ketokonazol. Oczywistg potrzeba wspétczesnej medycyny jest poszukiwanie nowych
zwigzkow, potencjalnych chemoterapeutykéw przeciwgrzybowych.

Syntaza glukozamino-6-fosforanu (syntaza GIcN-6P) jest enzymem katalizujgcym jeden z istot-
nych etapow biosyntezy chityny w komoérkach grzyboéw, przez co stanowi¢ moze cel molekularny dla
zwigzkéw przeciwgrzybowych. Z kolei, 2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforan, zwany w skrécie
ADGP, jest znanym i opisanym w literaturze silnym inhibitorem syntazy glukozamino-6-fosforanu.
Struktura tego zwigzku wykazuje podobienstwo do struktury postulowanego stanu przejsciowego re-
akcji katalizowanej przez syntaze GIcN-6P.

Pomimo, ze ADGP jest silnym inhibitorem enzymu, to wykazuje on bardzo stabg aktywnos$¢
przeciwgrzybowa. Janiak i wsp. stwierdzili, ze przyczyna tego faktu jest bardzo wolne wnikanie zwigz-
ku do komérek grzybowych. (A.M. Janiak, M. Hoffmann, M.J. Milewska, S. Milewski, Bioorg. Med.
Chem., 2003, 11, 1653.)

Obecnos¢ w czasteczce ADGP ujemnie natadowanej reszty fosforanowej i dodatnio natadowa-
nej reszty aminowej jest niezbedna do skutecznego oddzialywania z centrum aktywnym enzymu. Hy-
drofilowo$¢ tych grup uniemozliwia jednak praktycznie transport zwigzku na drodze biernej dyfuzji
przez btone cytoplazmatyczng do wnetrza komérki, a nie istniejg w komaérkach grzybowych systemy
transportu aktywnego przenoszace zwigzki typu ADGP.

Poszukujac mozliwosci zwiekszenia aktywnosci przeciwgrzybowej ADGP zsyntetyzowano,
a nastepnie przebadano, szereg jego pochodnych, ktére charakteryzowaly sie wiekszg lipofilowoscia,
w tym pochodne N-acylowe i estrowe, (tamze A.M. Janiak, M. Hoffmann, M.J. Milewska, S. Milewski,
Bioorg. Med Chem., 2003, 11, 1653.) Zaktadano, ze zmodyfikowane pochodne mogtyby dziataé na
zasadzie tzw. ,proleku", tzn. by¢ metabolizowane przez enzymy wewnatrzkomérkowe z odtworzeniem
pierwotnej postaci inhibitora, niezbednej do jego oddziatywania z syntaza GIcN-6P. Jednakze okazato
sie, ze wewnatrzkomoérkowa deacylacja N-acylowych pochodnych ADGP jest bardzo wolna, co powo-
dowato w efekcie niskg aktywnosc¢ przeciwgrzybowg tych zwigzkéw. Z kolei estrowe pochodne ADGP,
wykazujgce nieco lepszg aktywnos¢ przeciwgrzybowa, sg zwigzkami stosunkowo nietrwatymi, co wy-
klucza mozliwos¢ ich praktycznego zastosowania.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie opracowania nowych pochodnych ADGP wykazujacych ak-
tywnos¢ przeciwgrzybowg w wyniku potaczenia zdolnosci do przechodzenia przez btone cytoplazma-
tyczng z wysokim potencjatem inhibicyjnym wobec syntazy GIcN-6P, bez koniecznosci wewnatrzko-
moérkowego metabolizmu. Wedtug wynalazku zaktada sie, ze cel ten osiggniety zostanie w wyniku
modyfikacji czasteczki wyjsciowej w sposéb zwiekszajacy jej lipofilowosé, ale nie zmieniajgcy stanu
jonizacji grupy aminowej i fosforanowej.

Postawione zadanie spetniajg zsyntezowane w ramach wynalazku trzy N,N-dialkilowe analogi
ADGP. Grupa N,N-dialkilowa zwieksza lipofilowo$s¢ ADGP i utatwia jego bierng dyfuzje przez btone
cytoplazmatyczng, a jednoczesnie zostaje zachowany zasadowy charakter grupy 2-aminowej, co za-
pewnia utrzymanie zdolnosci oddziatywania z syntazg GIcN-6P.

N,N-Dialkilowa pochodna 2-arnino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu
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N,N-Dialkilowa pochodna charakterystyczna tym wedtug wynalazku, ze ma posta¢ N,N-dietylo-
-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosfotanu, lub ma posta¢ N,N-dipropylo-2-amino-2-deoksy-D-
-glukitolo-6-fosforanu, lub ma posta¢ N,N-dibutylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu.

Istota wynalezionego zwigzku jest zilustrowana ponizszym schematem.

OPO3H; OPO3Hy OPO3Hy
o} OH OH
b
OH oH 2~ ( oH oH - £ OH OH
HO HO HO
NH; NH; N(CH,R),
GlcN-6-P ADGP 1 R=CHj
2 R=CHCH;
a: NaBH; b: 1. RCHO, CH3CN / HyO; 2. NaCNBH; 3 R=CH;CHCH;

Wynalazek jest szczeg6towo opisany na przyktadach jego wykonania.

Przyktad 1

Otrzymywanie N,N-dietylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu (1).

ADGP (200 mg; 0.76 mM) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikéw CH;CN: H,O = 3:1
(14 ml). Do tak sporzadzonego roztworu, intensywnie mieszajac, wkroplono aldehyd octowy (0.13 ml;
2.28 mM). Catos¢ mieszano przez 0.5 godziny. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano
NaCNBH; (132 mg; 2,1 mM) i kontynuowano mieszanie. Przebieg reakcji kontrolowano chromatogra-
ficznie (TLC, CH330H : NH3: H,O = 6:2:1).

Po zakonczeniu reakcji (1 h) mieszanine reakcyjng zatezono przez odparowanie rozpuszczalni-
kow. Surowy produkt reakcji oczyszczono na kolumnie chromatograficznej wypetnionej zelem krze-
mionkowym w ukfadzie CH3OH: NHjz: H20 = 6:2:1. Uzyskano N,N-dietylo-2-amino-2-deoksy-D-glu-
kitolo-6-fosforan w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscig 86%.

Przyktad 2

Otrzymywanie N,N-dipropylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu (2).

ADGP (200 mg; 0.76 mM) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikébw CHsCN : H,O = 3:1
(14 ml). Do tak sporzadzonego roztworu, intensywnie mieszajac, wkroplono aldehyd propionowy
(0.16 ml; 2.28 mM). Catos¢ mieszano przez 0.5 godziny. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej
dodano NaCNBH; (132 mg; 2.1 mM) i kontynuowano mieszanie. Przebieg reakcji kontrolowano chro-
matograficznie (TLC, ukltad CHsOH : NH3: H,O = 6 : 2 : 1). Po zakonczeniu reakcji (1h) mieszanine
reakcyjng zatezono przez odparowanie rozpuszczalnikéw. Surowy produkt reakcji oczyszczono na ko-
lumnie chromatograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym w uktadzie CH3OH : NH3: H,O =6: 2 : 1.
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Uzyskano N,N-dipropylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforan w postaci bezbarwnego oleju z wy-
dajnoscig 78%.

Przyktad 3

Otrzymywanie N,N-dibutylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu (3).

ADGP (200 mg; 0.76 mM) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikéw CH;CN : H,O=3: 1
(14 ml). Do tak sporzadzonego roztworu, intensywnie mieszajac, wkroplono aldehyd butanowy (0.2 ml;
2.28 mM). Catos¢ mieszano przez 0.5 godziny. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano
NaCNBH, (132 mg; 2.1 mM) i kontynuowano mieszanie. Przebieg reakcji kontrolowano chromatogra-
ficznie (TLC, CH30H : NHs: H,O = 6:2:1). Po zakonczeniu reakcji (1h) mieszanine reakcyjng zatezono
przez odparowanie rozpuszczalnikdw. Surowy produkt reakcji oczyszczono na kolumnie chromatogra-
ficznej wypetnionej zelem krzemionkowym w uktadzie CHsOH : NH3: H,O = 6:2:1. Uzyskano N,N-dibu-
tylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforan w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscig 90%.

Przeprowadzone analizy potwierdzajgce czystos¢ zwigzkow otrzymanych wedtug przytoczo-
nych przykladéw wykonania wynalazku, wykazaty nastepujace wyniki. Dla N,N-dietylo-2-amino-2-de-
oksy-D-glukitolo-6-fosforanu (1).

IR: v 3140 cm™ (OH), 3040, 2806 cm™ (CH,, CHs), 1404 cm™ (CH,, CHs), 1121,1066 cm™
(OH, OPO3H,). *H NMR (400 MHz, D,0): 5 4.33 (d, 1 H, J = 8.8 Hz), 4.04 (m, 4 H), 3.80-3.85 (m, 3 H),
3.59 (m, 2 H, CH,), 3.43 (m, 2 H, CH,), 1.41 (t, 6 H, J = 7.2 Hz, 2 CHs). MALDITOF: "/, 317.1 (M"),
339.0 (M" -1+ Na), 361.0 (M" - 2 + 2 Na).

Dla N,N-dipropylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosfotanu (2).

IR: v 3235 cm™ (OH), 3043, 2945, 2816 cm™ (CH,, CH3), 1426 cm™ (CH,, CHs), 1126 cm™ (OH,
OPO3H,). 'H NMR (400 MHz, D,0): § 4.21 (d, 1 H), 3.96-4.02 (m, 3 H), 3.78-3.86 (m, 2 H), 3.64 (dd,
1H,J=10.8, 6.4 Hz), 3.51 (dd, 1 H, J =10.8, 7.2 Hz), 1.78 (m, 4 H, 2 CH,), 1.01 (t, 6 H, J = 7.3 Hz,
2 CH3). MALDITOF: "/, 345.2 (M"), 346.2 (M* + 1).

Dla N,N-dibutylo-2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu (3).

IR: v 3234 cm™ (OH), 2877, 2936, 2964 cm™ (CH,, CH3), 1452 cm™ (CH,, CHs), 1077 cm™ (OH,
OPO;H,). 'H NMR (500 MHz, D,0): & 4.14 (d, 1 H, J = 8.79 Hz), 3.80-3.89 (m, 4 H), 3.64-3.68 (m,
3 H), 3.30 (m, 2 H, CH,), 3.13 (m, 2 H, CH,), 1.66 (m, 2 H, CH,), 1.57 (m, 2 H, CH,), 1.25 (m, 4 H,
J=7.32 Hz, 2 CH,), 0.80 (t, 6 H, J = 7.32 Hz, 2 CH3). MALDITOF: "/, 371.5 (M" - 2), 394.5 (M" - 2 + Na).

Aktywnos$¢ przeciwgrzybowg wynalezionych zwigzkéw stosownie do przyktadoéw 1, 2 i 3 zostata
ustalona nastepujaco.

Oznaczenie aktywnosci przeciwgrzybowej wobec modelowych szczepow drozdzakéw z rodzaju
Candida oraz drozdzy S. cerevisiae wykonywano metodg rozcienczen seryjnych w mikroptytkach
96-studzienkowych, w podiozu ptynnym YNB (Yeast Nitrogen Base) zawierajacym 2% glukozy.
W zestawie testowym drobnoustrojéw znajdowaly sie szczepy pochodzace z kolekcji, szczepy klinicz-
ne, oraz szczepy S. cerevisiae JG. Szczep S. cerevisiae JG CDR1, otrzymany w wyniku transformacii
komoérek szczepu JG 436 genem CDK1 kodujgcym biatko opornosci wielolekowej Cdrlp z Candida
albicans wykazuje opornos¢ m.in. na znane zwigzki przeciwgrzybowe: Flukonazol i Ketokonazol. In-
kubacje prowadzono w temperaturze 30°C, a wyniki odczytywano po 48 h przy uzyciu czytnika mikro-
ptytek. Wielko$é inokulum drobnoustrojéw - 10° komérek/ml. Wyznaczano wartoéci MIC (minimalne
stezenie hamujgce), jako najnizsze stezenie zwigzku, przy ktérych wzrost drobnoustrojéw (miarg byto
zmetnienie hodowli mierzone przy dtugosci fali 660 nm) nie przekracza 20% wzrostu kontroli, nie za-
wierajgcej zwigzku. Wyniki oznaczenia przedstawiono w tabeli.

Zwigzek MIC (mg/ml)
C. albicans | C. glabrata | C. tropicalis |S. cerevisiae | S. cerevisiae | S. cerevisiae
ATCC 10231| kliniczny kliniczny ATCC 9763 JG 436 JG CDR1
ADGP 5 >5 >5 5 5 5
N,N-dietylo-ADGP (1) 0,312 0,625 0,625 0,312 0,312 0,312
N,N-dipropylo-ADGP (2) 0,156 0,625 0,625 0,312 0,312 0,312
N,N-dibutylo-ADGP (3) 0,312 1,25 2,5 2,5 1,25 1,25

N,N-Dialkilowe pochodne ADGP wedtug wynalazku wykazujg aktywnos¢ przeciwgrzybowag wyz-
szg, a w niektorych przypadkach znacznie wyzsza niz ADGP. Wszystkie badane zwiazki wykazuja
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takg samg aktywnos¢ wobec wielolekopornego szczepu S. cerevisiae JG CDR1 i wobec wyjsciowego
szczepu JG 436, co wskazuje, ze opornosé wielolekowa warunkowana obecnoscig biatka Cdrlp nie
obejmuje N,N-dialkilowych pochodnych ADGP.

N,N-Dialkilowe pochodne 2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu o wtasciwosciach przeciw-
grzybowych wedtug wynalazku, dajg mozliwos¢ wykorzystania najaktywniejszych z nich jako substan-
cji czynnych do otrzymywania preparatéw mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu grzybic, w tym
takze takich, ktére sa powodowane przez szczepy wielolekoporne.

Zastrzezenia patentowe

1. N,N-Dialkilowa pochodna 2-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosfotanu

OPO3H;
OH
OH OH
HO
N(CH2R)2
1R= CH3
2 R=CH,CHj

3 R=CHyCHCHj

2. N,N-Dialkilowa pochodna wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze ma posta¢ N,N-dietylo-2-
-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu.

3. N,N-Dialkilowa pochodna wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze ma posta¢ N,N-dipropylo-2-
-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu.

4. N,N-Dialkilowa pochodna wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze ma posta¢ N,N-dibutylo-2-
-amino-2-deoksy-D-glukitolo-6-fosforanu.
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