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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopro-
pylideno-5-deoksy-DL-rybitol-5-ilo)imidazol-3-iowego.

Wynalazek dotyczy nowych sposob6w otrzymywania czwartorzedowych soli imidazoliowych.

Znane sg i powszechnie stosowane w roznych dziedzinach czwartorzedowe zwigzki amoniowe,
ktére charakteryzujg sie miedzy innymi wtasciwosciami bakteriobdjczymi, grzybobdjczymi i wirusobéj-
czymi. Sole te sg szeroko opisane w literaturze przedmiotu, miedzy innymi w J. Pernak, Ind. J. Hetero-
cycl. Chem., 1997, 7, 97, oraz J. Pernak, A. Arndt, B. Brycki, Atch. Pharm. Med. Chem., 1997, 330, 253,
oraz E. Urbanik, J. Zabielska-Matejuk, A. Skrzypczak, J. Pernak, Material and Organismen, 1977, 31, 247,
jak rowniez A. Skrzypczak, B. Brycki, |. Mirska, J. Pernak, Eur. J. Med. Chem., 1997, 32, 661.

Mimo, iz szeroko znane sg czwartorzedowe sole amoniowe, to w przypadku czwartorzedowych
zwigzkéw amoniowych cukrow i ich pochodnych wiedza o ich syntezie i wykorzystaniu jest niewielka.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie opracowania nowego sposobu otrzymywania nowej czwar-
torzedowej soli imidazoliowej, wykazujgcej oczekiwang zwiekszong aktywnos¢ biologiczng i dajace sie
przewidzie¢ korzystne dziatanie przede wszystkim przeciwgrzybicze, pozwalajacej, po odpowiedniej
jej adaptacji przemystowej, na wykorzystanie w przemysle kosmetycznym i w medycynie.

Sposéb otrzymywania tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-rybitol-
-5-ilo)imidazol-3-iowego charakterystyczny tym, ze od 0,050 g do 0,075 g lecz najkorzystniej 0,069 g
(2,2 - 10™ mola) 1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-O-tosylo-D, L-rybitolu o wzorze (3), oraz od 0,010 g
do 0,0160 g, lecz najkorzystniej 0,0145 g (2,2 - 10™ mola) imidazolu, umieszcza sie w szczelnie
zamknietym termostatycznym naczyniu technologicznym, zwlaszcza w szklanej amputce i poddaje
ogrzewaniu w urzadzeniu grzejnym o temperaturze 115°C z tolerancjg utrzymywana w przedziale
+ - 5°C, przez okres utrzymywany w przedziale od 100 godzin do 125 godzin, lecz najkorzystniej 119 go-
dzin, po ktérego uptywie reakcje przerywa sie, haczynie technologiczne chtodzi sie w warunkach natu-
ralnych do temperatury otoczenia, a tak otrzymany surowy produkt przenosi sie z termostatowanego
naczynia technologicznego do innego naczynia technologicznego, zwtaszcza do kolby reakcyjnej,
majacej pojemnos¢ nie mniej niz 10-krotnie wiekszg od gramatury wsadu i rozpuszcza sie w niej wsad
w niewielkiej ilosci bakteriologicznie unieczynnionej wody technologicznej, zwtaszcza wody destylo-
wanej, w stosunku wagowym nie przekraczajgcym 1:1, przy jednoczesnym okresowym mieszaniu
mechanicznym prowadzonym w temperaturze otoczenia nie wyzszej niz 28°C, w czasie utrzymywa-
nym w przedziale od 5 min do 30 min, lecz najkorzystniej wynoszacym 10 min i tak sporzadzony 50%-wy
roztwor wodny, poddaje sie dwukrotnie ekstrahowaniu chloroformem w celu pozbycia sie sladowych
ilosci nie przereagowanej pochodnej O-tosylowej o wzorze (3), po ktérego zakonczeniu, warstwe
wodng znajdujaca sie w technologicznym naczyniu reakcyjnym, zateza sie przez odparowanie w tem-
peraturze otoczenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnieniem i uzyskuje sie
okoto 0,107 g tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-rybitol-5-ilo)imidazol-3-
-iowego, majgcego posta¢ gestoptynnej substancji oleistej o masie nie mniejszej niz 0,100 g (wydaj-
nos¢ 92.2%) i o Ry = 0,4 (uktad CHCI3:CH3;0H w stosunku jak 3:1).

Sposéb otrzymywania tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-rybitol-
-5-ilo)imidazol-3-iowego, spetniajgc zatozone cele, wykazuje jednoczesnie szereg zalet. Widma ma-
gnetycznego rezonansu jadrowego (NMR 400 MHz) oraz spektrometrii mas (MALDI TOF-MS), po-
twierdzajg czystos¢ otrzymanego tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-
-rybitol-5-ilo)imidazol-3-iowego wedtug wzoru (4). Tytulowe zwigzki mozna otrzymac wytacznie opra-
cowang wedtug wynalazku metoda.

Zapis analizy NMR przedstawia sie nastepujaco: 'H NMR (D,0): & 1.41 i 1.53 (2s, kazdy 3H,
CMey,), 2.42 (s, 3H, MePh), 4.09 (dd, 2H, Jy 1 11.4, H-1' x 2), 4.14 (d, 2H, J;, 12.0, H-1 x 2), 4.34
(m, 2H, J45 1.6, H-5' x 2), 4.41 (dd, 2H, J45 4.0, Js5 14.8, H-5 x 2), 4.48 (m, 2H, H-4 x 2), 4.87 (d, 2H,
J>3 6.0, H-3 x 2), 5.09 (dd, 2H, J;-» 3.4, H-2 x 2), 7.40i 7.73 (2s, kazdy 2H, Ph), 8.91i 7.61 (3H,
imidazol); *C NMR (D,0): & 123.11 (C, imidazol), 142.69, 140.00, 129.66, 125.59 (C, Ph), 113.58
(C, CMey), 83.17 (C-4), 82.00 (C-3), 80.85 (C-2), 71.27 (C-1), 47.97 (C-5), 25.44 i 23.75 (Me,, CMey,
20.68 (MePh). MALDI TOF-MS (CHCA): m/z 381.27 ([M - OTs]"). Otrzymana sposobem wedtug wyna-
lazku czwartorzedowa s6l 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-rybitol-5-ilo)imidazol-3-
-iowa bedzie prawdopodobnie wykazywac¢ korzystne wtasciwosci przeciwgrzybicze.
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Wynalazek jest szczeg6towo opisany na przyktadzie jego wykonania i zilustrowany na schema-
cie, przedstawiajacym zapisy czterech zwigzkéw (1), (2), (3) i (4), bioracych udziat w reakcjach pro-
wadzonych wynalezionym sposobem.

W celu otrzymywania tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-rybitol-5-
-ilo)imidazol-3-iowego, uzyto 0,069 g (2,2 - 10 mola) 1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-0-tosylo-
-D,L-rybitolu o wzorze (3), oraz 0,0145 g (2,2 - 10* mola) imidazolu. Oba reagenty umieszczono
w szczelnie zamknieta termostatowanym naczyniu technologicznym, zwtaszcza w szklanej amputce
i poddano ogrzewaniu w urzadzeniu grzejnym o temperaturze 115°C, przez 119 godzin, po ktérego
uptywie reakcje przerywano, a naczynie technologiczne ochtodzono w warunkach naturalnych do
temperatury otoczenia. Tak otrzymany surowy produkt przeniesiono z termostatowanego naczynia
technologicznego do kolby reakcyjnej, majgcej pojemnos¢ 10-krotnie wiekszg od gramatury wsadu
i rozpuszczono znajdujacy sie w niej wsad w niewielkiej ilosci bakteriologicznie unieczynnionej wody
technologicznej destylowanej, w stosunku wagowym 1:1, przy jednoczesnym okresowym mieszaniu
mechanicznym prowadzonym w temperaturze otoczenia w czasie okoto 10 min. Tak sporzadzony
50%-wy roztwér wodny, poddano nastepnie dwukrotnie ekstrahowaniu chloroformem w celu pozbycia
sie Sladowych ilosci nie przereagowanej pochodnej O-tosylowej o wzorze (3), po ktérego zakonczeniu,
warstwe wodng znajdujaca sie w technologicznym naczyniu reakcyjnym, zatezono przez odparowanie
w temperaturze otoczenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnieniem. W wyniku
tak przeprowadzonego przyktadowo procesu, uzyskano okoto 0,107 g tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-
-2,3-0-izopropylideno-5-deoksy-D,L-rybitol-5-ilo)imidazol-3-iowego, majacego posta¢ gestoptynnej
substancji oleistej o masie nie mniejszej niz 0,100 g (wydajnosé¢ 92.2%) i o Ry = 0,4 (ukiad
CHCI5:CH3OH w stosunku jak 3:1).

W Zakfadzie Enzymologii Molekularnej MWB UG-AMG w Gdansku, przeprowadzono badania
dotyczace okreslenia aktywnosci biologicznej jako dziatania hamujacego na izolowane enzymy i linie
komorkowe oraz zdolnosci rozktadu biologicznego zwigzkéw (katabolizmu) w niefrakcjonowanych
homogenatach tkanek zwierzecych. Zastosowane byty standardowe metody pomiaru aktywnosci de-
aminazy AMP poprzez mierzenie ilosci gromadzacego sie produktu reakcji - amoniaku metodg
Chaney'a i Marbacha lub poprzez sprzegniecie z reakcjg dehydrogenazy glutaminianowej i spektrofo-
tometrie koenzymu ostatniej reakcji NAD-PH. Kinetyka reakcji oraz zalezno$¢ od stezeh substratéw
i efektotéw reakcji byly zbadane z uzyciem modelu Dixona, ktoéry pozwolit sformutowac wstepng hipo-
teze 0 mechanizmie dziatania zwigzkéw egzogennych na reakcje deaminacji AMP. Zywotno$é komo-
rek w obecnosci badanych zwigzkéw byta kontrolowana metodg kolorymetryczng z uzyciem systemu
WST. Pomiar ilosci powstajagcych w homogenatach tkanek zwierzecych katabolitéw badanych zwigz-
kéw byt dokonany z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej i kolumn zawierajacych rézne
ztoza. W celach poréwnawczych wskazane badania przeprowadzono z wieloma czwartorzedowymi
solami amoniowymi: np. tosylanem 1-n-butylo-3-metyloimidazoUowym, chlorkiem 1-n-butylo-3-mety-
loimidazoliowym, tetrafluoroboranem 1-n-butylo-3-metyloimidazoliowym, bromkiem N-(2,3,4,6-tetra-O-
-acetylo-B-D-glukopiranozylo)trimetylo-amoniowym i bromkiem N-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-gluko-
piranozylo)pirydyniowym.

Badania te wykazaty, ze dwie czwartorzedowe sole amoniowe: bromek N-(2,3,4,6-tetra-O-
-acetylo-B-D-glukopiranozylo)trimetyloamoniowy i bromek N-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-p-D-glukopirano-
zylo)pirydyniowy wykazywaty aktywnosé inhibitorowg typu niekompetycyjnego (odpowiednie Csgy = 0,05
i 0,5 mM), wobec deaminazy AMP (AMD-DA) izolowanej z miesni szkieletowych szczura [patrz litera-
tura A. Sktadanowski, P. Stepnowski, K. Kleszczynski, B. Dmochowska, Environmental Toxicology
and Pharmacology, 2005, 19(2), 291]. Z uwagi na istotng role tego enzymu w metabolizmie nukleoty-
déw purynowych i jego powszechnos$¢ wystepowania, efekty takie mogg mie¢ znaczenie toksyczne
i ekotoksyczne. U podstaw syntezy tej grupy zwigzkéw lezato m.in. wprowadzenie ugrupowania cu-
krowego uwazanego powszechnie za zdolne do szybkiej degradacji biologicznej. Jednakze, czwarto-
rzedowe sole amoniowe pochodne imidazolu z duzo wieksza sita hamowaty aktywnosé¢ enzymu
w poréwnaniu do czwartorzedowych soli N-D-glukopicanozyloamoniowych.

Najnowsze badania nad czwartorzedowymi solami trimetyloamoniowymi pochodnymi anhydro-
alditoli dotyczg syntezy 3-hydroksymuskaryny tj. tosylanu N-[(2S,3S,4R,5S)-2,5-anhydro-1,6-dideoksy-
-heksitol-6-iloJtrimetyloamoniowego z L-ramnozy. Pochodne muskaryny majg zastosowanie w chemio-
terapii i w leczeniu choroby Alzheimera [patrz literatura ManteU S. J., Ford P. S., Watkin D. J., Fleet
G. W. J., Brown D., Tetrahedron, 1993, 49, 3343].
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Na podstawie opisanych wynikéw uzna¢ mozna za wysoce prawdopodobne, ze tosylan 1,3-bis-
-(1,4-anhydro-2,3-0O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-rybitol-5-ilo)imidazol-3-iowy wedtug wzoru (4) otrzy-
many sposobem wedtug wynalazku, posiadajacy w swej strukturze imidazol i anhydroalditol, bedzie
wykazywat wiekszg aktywnosé¢ biologiczng niz przebadane czwartorzedowe sole N-D-glukopitano-
zyloamoniowe.

Po przeprowadzeniu badan potwierdzajgcych wiasciwosci przeciwgrzybicze tosylanu 1,3-bis-
-(1,4-anhydro-2,3-0O-izopropydeno-5-deoksy-D,L-rybitol-5-ilo)imidazol-3-iowego, otrzymanego sposo-
bem wedtug wynalazku, zwigzek bedzie magt by¢ wykorzystany w medycynie, jak réwniez w przemy-
$le farmaceutycznym.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b otrzymywania tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-
-rybitol-5-ilo)imidazol-3-iowego, znamienny tym, ze od 0,050 g do 0,075 g lecz najkorzystniej
0,069 g (2,2 - 10 mola) 1,4-anhydro-2,3-0-izopropylideno-5-O-tosylo-DL-rybitolu 0 wzorze (3), oraz
od 0,010 g do 0,0160 g, lecz najkorzystniej 0,0145 g (2,2 - 10 mola) imidazolu, umieszcza w szczel-
nie zamknietym termostatowanym naczyniu technologicznym, zwtaszcza w szklanej amputce i podda-
je ogrzewaniu w urzadzeniu grzejnym o temperaturze 115°C z tolerancjg utrzymywana w przedziale
+ - 5°C, przez okres utrzymywany w przedziale od 100 godzin do 125 godzin, lecz najkorzystniej
119 godzin, po ktérego uptywie reakcje przerywa sie, naczynie technologiczne chtodzi sie w warun-
kach naturalnych do temperatury otoczenia, a tak otrzymany surowy produkt przenosi sie z termosta-
towanego naczynia technologicznego do innego naczynia technologicznego, zwlaszcza do kolby
reakcyjnej, majgcej pojemnosé nie mniej niz 10-krotnie wiekszg od gramatury wsadu i rozpuszcza sie
w niej wsad w niewielkiej ilosci bakteriologicznie unieczynnionej wody technologicznej, zwtaszcza
wody destylowanej, w stosunku wagowym nie przekraczajgcym 1:1, przy jednoczesnym okresowym
mieszaniu mechanicznymi prowadzonym w temperaturze otoczenia nie wyzszej niz 28°C, w czasie
utrzymywanym w przedziale od 5 min do 30 min, lecz najkorzystniej wynoszacym 10 min i tak sporzgdzony
50%-wy roztwér wodny, poddaje sie dwukrotnie ekstrahowaniu chloroformem w celu pozbycia sie
sladowych ilosci nie przereagowanej pochodnej O-tosylowej o wzorze (3), po ktérego zakonczeniu,
warstwe wodng znajdujacyg sie w technologicznym naczyniu reakcyjnym, zateza sie przez odparowa-
nie w temperaturze otoczenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnieniem i uzy-
skuje sie okoto 0,107 g tosylanu 1,3-bis(1,4-anhydro-2,3-O-izopropylideno-5-deoksy-D,L-tybitol-5-ilo)-
-imidazol-3-iowego, majacego posta¢ gestoptynnej substancji oleistej 0 masie nie mniejszej niz 0,100 g
(wydajnosc 92.2%) i 0 Ry = 0,4 (uktad CHCI3:CH3;0H w stosunku jak 3:1).
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