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Vyndlez se tykd nukleosidovych analogd a jejich pouZi-
ti v mediciné. Vyndlez se konkrétné tykd 1,3-oxathiolannukleo-
sidovych analogl, farmaceutickych kompozic, ‘které tyto analogy

obsahuji, a jejich pouziti pfi léceni virovych infekci.

Dosavadni stav techniky

Jedinou v soulasné dobé schvdlenou sloudeninou pro léde-
ni stavl zpisobenych HIV je 3 -azido-3 -deoxythymidin (AZT,
zidovudin, BW 509U). Tato sloulenina vSak p¥i poddni vykazuje
vyrazné nezddouci vedlejs$i Glinky a vzhledem k tomu bud nemtiZe
byt vibec pouzZita a nebo musi byt jeji poddvdni u zna&ného pod-
tu pacientl opét ukonéeno. Vzhledem k tomu je neustdle Zadouci
ziskat sloudeniny, které by byly déinné proti HIV a které by
vSak soucCasné mély leps$i terapeuticky index.

Sloudenina vzorce I

PK}CH{\ 0
{

je racemickou smési dvou enantiomerd vzorcd I-1 a I-2:
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Podstata vvyndlezu

Nyni bylo s pfekvapenim nové zjisténo, Ze (-)-enantio-
mer slouceniny vzorce I je mnohem U&innéj$i neZ jeji (+)-enan-
tiomer, zatimco oba tyto enantiomery vykazuji neodekdvatelnd
nizkou fytotoxicitu. Prvnim znakem vyndlezu je tedy (-)-(nebo
levotolivy)-enantiomer sloudeniny vzorce I a jeho farmaceutic-

ky pfijatelné derivdty.

Uvedeny (-)-enantiomer md chemicky ndzev (-)-4-amino-5-
fluor-1-(2-hydroxymethyl-1,3-oxathiolan-5-yl)~(1H)-pyrimidin-2-
on (ddle bude tento enantiomer uvddén pouze jako sloudenina A).
Tento enantiomer md absolutni stereochemii vymezenou vzorcem
I-1.

Vyhodnd se slouenina A ziskdvd v podstaté@ prosta odpovi-
dajiciho (+)-enantiomeru, tzn. Ze neobsahuje vice ne% asi 5 %
hmotnosti tohoto (+)-enantiomeru, vyhodnéji neobsahuje vice neZ
asi 2 % hmotnosti (+)-enantiomeru a nejvyhodné&ji neobsahuje

vice neZ asi 1 % hmotnosti (+)-enantiomeru.

Pod pojmem "farmaceuticky pfijatelny derivdt" ise zde
rozumi libovolnd farmaceuticky pfijatelnd sGl, ester nebo sl
takového esteru slouleniny A nebo libovolnd jind sloudenina,
kterd po poddni pfijemci je schopna poskytnout (pfimo nebo ne-
pfimo) slouceninu A nebo jeji antivirdlné d&inny metabolit nebo
zbytek.

Je tfeba uvést, Ze pro odbornika v tomto oboru je rutinni
zdleZitosti modifikace slouceniny A bud v drovni funk&nich sku-
pin na obou zdkladnich ¢dstech molekuly nebo v drovni hydroxy-
methylové skupiny oxathiolanového kruhu a to za ddelem ziskdni
farmaceuticky pfijatelnych derivdtd sloudeniny A. Modifikace
vSech takovych funkénich skupin rovnéZ spadd do rozsahu vynd-
lezu. Obzv143té zajimavé jsou vSak farmaceuticky p¥ijatelné
derivdty slouCeniny A ziskané modifikaci 2-hydroxymethylové

skupiny oxathiolanového kruhu.




Vyhodné estery sloudeniny A zahrnuji slouceniny, ve kte-

rych je atom vodiku 2-hydroxymethylové skupiny nahrazen acylo-

vou funkci

)
I
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ve které nekarbonylovy zbytekR esteru je zvolen z mnoZiny za-
hrnujici atom vodiku, pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupi-
nu (napfiklad methylovou skupinu, ethylovou skupinu, n-propy-
lovou skupinu, terc.butylovou skupinu a n-butylovou skupinu),
alkoxyalkylovou skupinu (napfiklad methoxymethylovou skupinu),
aralkylovou skupinu (nap¥iklad benzylovou skupinu), aryloxy-
alkylovou skupinu (napfiklad fenoxymethylovou skupinu), arylo-
vou skupinu (nap¥iklad fenylovou skupinu, kterd je pripadné
substituovdna atomem halogenu, alkylovou skupinou obsahujici

1 a% 4 uhlikové atomy nebo alkoxylovou skupinou obsahujici 1
a? 4 uhlikové atomy), sulfondtové estery, jakymi jsou estery
odvozené od alkyl- nebo aralkylsulfonylové skupiny (napfiklad
od methansulfonylové skupiny), aminokyselinové estery (napri-
klad estery odvozené od L-valylové skupiny nebo L-isoleucylové

skupiny) a mono-, di- nebo trifosfdtové estery.

Pokud jde o vySe popsané estery, potom, pokud neni vy-
slovn& uvedeno jinak, alkylovy zbytek obsaZeny v téchto este-
rech vyhodn& obsahuje 1 aZ 16 uhlikovych atomi a zejména obsa-
huje 1 a%Z 4 uhlikové atomy. Libovolny arylovy zbytek, ktery
je ptitomen v takovych esterech, vyhodné zahrnuje fenylovou

skupinu.

Uvedené estery mohou byt zejména alkylestery, ve kterych
alkylovy zbytek obsahuje 1 aZz 16 uhlikovych atoml, nesubstituo-
vanym benzylesterem nebo benzylesterem substituovanym ales-
poil jednim atomem halogenu (atomem bromu, atomem chloru, ato-
mem fluoru nebo atomem jodu), alkylovou skupinou obsahujici-

1 a% 6 uhlikovych atom, alkoxylovou skupinou obsahujici 1 az
6 uhlikovych atomd, nitro-skupinou nebo trifluormethylovou sku-

pinou.




Farmaceuticky pfijatelné soli sloudeniny A zahrnuji
soli odvozené od farmaceticky pfijatelnych anorganickych a
organickych kyselin a bdzi. Jako pfiklady vhodnych kyselin
lze uvést kyselinu chlorovodikovou, kyselinu bromovodikovou,
kyselinu sirovou, kyselinu dusiénou, kyselinu chloristou, ky-
selinu, kyselinu fumarovou, kyselinu maleinovou, kyselinu
fosforecCnou, kyselinu glykolovou, kyselinu mlé&nou, kyselinu
salicylovou, kyselinu jantarovou, kyselinu p-toluensulfono-
vou, kyselinu vinnou, kyselinu octovou, kyselinu citronovou,
kyselinu methansulfonovou, kyselinu mravenci, kyselinu benzo-
ovou, kyselinu malonovou, kyselinu naftalen-2-sulfonovou a ky-
selinu benzensulfonovou. Pri pripravé sloudenin podle vyndlezu
a jejich farmaceuticky prijatelnych soli mohou byt vSak po-
uzity i dal$i kyseliny, které nejsou samy o sobé& farmaceutic-
ky pfijatelné, jako napf¥iklad kyselina Stavelovd, pridemz
takové kyseliny pfedstavuji pfi uvedené p¥ipravé pouze mezi-

produkty.

Soli odvozené od pfisludnych bdzi zahrnuji soli zahrnu-
- jici alkalicky kov (napfiklad sodik), kov alkalickych zemin

(napfiklad hof¥cik), amonium a NR4+ (kde R znamend alkylovou
skupinu obsahujici 1 aZ 4 uhlikové atomy).

Ddle uvedené odkazy na sloudeninu podle vyndlezu tudiZ
zahrnuji jak sloucdeninu A, tak i jeji farmaceuticky pf¥ijatel-
né derivaty.

Slouceniny podle vyndlezu maji antivirdlni déinnost
bud samotné nebo/a’ jsou metabolizovatelné za vwzniku sloudenin
s antivirdlni ddinnosti. Tyto sloudeniny jsou zejména G&inné
jako inhibitory replikace retrovird, véetné lidskych retrovi-
rt, jakymi jsou viry lidské nedostatednosti imunitniho systému
(HIV- human immunodeficiency viruses), které se uplatiuji v

ramci onemocnéni AIDS.

SlouCeniny podle vyndlezu jsou rovnéZ pouZitelné pro

léceni Zivocichd, véetné 1idi, infikovanych virem hepatitidy




B (HBV).

Daldim p¥edmétem vyndlezu je tedy sloucenina A nebo je-
ji farmaceuticky pfijatelny derivdt pro pouziti jako dcinné
terapeutické &inidlo, zejména jako antivirdlni &inidlo, napri-

klad pfi lédeni retrovirdlnich infekci nebo infekci HBV.

Dal&im nebo alternativnim predmétem vyndlezu je zpisob 1é-
geni virdlni infekce zplsobené virem hepatitidy B (HBV) nebo
retrovirem, jakym je HIV, u savcd v&etné 1idi, jehoZ podstata
spodivd v tom, Ze se pacientovi podd ucinné mnozstvi slouceni-

ny A nebo jejiho farmaceuticky pfijatelného derivatu.

DalSim nebo alternativnim pfedmétem vyndlezu je pouziti
sloudeniny A nebo jejiho farmaceuticky p¥ijatelného derivatu

pro vyrobu lé&iva pro 1léceni virdlni infekce.

Sloudeniny podle vyndlezu jsou rovnéZ pouZitelné pro
1é%eni stavi souvisejicich s AIDS, jakymi jsou komplex prova-
zejici AIDS ARC (AIDS-related complex), progresivni celkovd
lymfadenopatie PGL (progressive generalized lymphadenopathy),
neurologické stavy provdzejici AIDS (jako demence nebo tropic-
kd paraparesa), stavy odvozené od pozitivni reakce na HIV-pro-
tildtku nebo od pozitivni reakce na HIV, Kaposiho sarkom,
trombocytopenie purpurea a pfidruZené pfileZitostné infekce,
nap¥iklad pneumocystis carinii.

Sloudeniny podle vyndlezu jsou rovnéz pouzitelné pri
prevenci proti progresi nemoci do klinického stavu u pacintd,
ktefi jsou anti-HIV-protildtka-pozitivni nebo HIV-antigen-po-

zitivni a profylaxi ndsledujici po expozici virem HIV.
Sloudenina A nebo jeji farmaceuticky pfijatelné deri-
vdty mohou byt rovnéZ pouZity pri prevenci zamofreni fyziolo-

gickych tekutin, jakymi jsou krev nebo sémé in vitro viry.

Sloudeniny podle vyndlezu jsou rovnéZ pouzitelné pfi 1lé-




¢eni Zivodichl vcetné 1lidi infikovanych virem hepatitidy B.

Pro odbornika v tomto oboru je samoziejmé, Ze zde po-
uzity vyraz léCeni se vztahuje jak na profylaxi, tak i na 1lé-

¢eni jiZ existujicich infekci nebo symptomi.

Je tfeba uvést, Ze mnoZstvi sloudeniny podle vyndlezu
nezbytné pro uvedené léceni bude zdviset nejen na konkrétni
zvolené sloudeniné, nybrZz také na zplsobu poddni této sloule-
niny, charakteru stavu, ktery je léen a na véku a stavu pacien-
ta a bude s konecCnou platnosti zdviset na rozhodnuti oSetfuji-
ciho lékare nebo veterindfe. Obecné se vSak pouzité ddvky bu-
dou pohybovat od asi 0,1 do asi 750 mg/kg télesné hmotnosti a
den, priemz vyhodné se tyto davky budou pohybovat v rozmezi
od 0,5 do 60 mg/kg télesné hmotnosti a den a nejvyhodnéji se
tyto ddvky budou pohybovat od 1 do 20 mg/kg télesné hmotnosti
a den.

Potfebnd ddvka mizZe byt vhodné poddna ve formé jediné
ddvky nebo ve formé diléich ddvek podanych ve vhodnych inter-
valech, napfiklad ve formé dvou, t¥i, &tyf nebo vice dilé&ich
ddvek denné.

Sloudenina podle vyndlezu se vhodné poddvd v jednotkové
ddvkovaci formé, kterd napfiklad obsahuje 10 aZ 1500 mg, vhod-
né obsahuje 20 a% 1000 mg a nejvhodnéji obsahuje 50 aZ 700 mg
iéinné latky.

V idedlnim pfipadé by méla byt ddinnd ldtka poddna tak,
aby se dosdhlo maximdlni koncentrace ucinné ldtky v plasmé asi
1 az asi 75/uM, vyhodné asi 2 az SO/uM a nejvyhodnéji asi 3
az asi 30/uM. Toho miZ%e byt nap¥iklad dosaZeno intravendzni
injekci 0,1 az 5% roztoku uUcéinné latky, pfipadné ve fyziolo-
gickém roztoku nebo perordlnim poddnim bolusu obsahujiciho
asi 1 aZ asi 100 mg Ucinné ldtky. PoZadovand hladina ddinné

ldtky v krvi miZe byt udrZovdna kontinudlni infuzi zarudujici

doddni asi 0,01 aZ asi 5,0 mg udinné ldtky/kg télesné hmotnosti




a den nebo separdtnimi infuzemi obsahujicimi asi 0,4 aZ asi

15 mg Géinné ldtky/kg télesné hmotnosti.

I kdyZ miZe byt sloucdenina v rdmci uvedené terapie po-
ddna jako takovd, je vyhodné podat ji ve formé farmaceutické

formulace.

DalSim predmétem vyndlezu je farmaceuticka kompozice,
jejiZ podstata spocivd v tom, Ze obsahuje slouceninu A nebo
jeji farmaceuticky pfijatelny derivdt, jeden nebo nékolik
farmaceuticky prijatelnych nosic¢ld a pfipadné dalsSi terapeutic-
ké nebo/a profylaktické pfisady. Pouzity nosic nebo pouzité
noside musi byt prijatelny nebo museji byt prijatelné v tom
smyslu, Ze je , popfipadé Ze jsou kompatibilni s ostatnimi
p¥isadami kompozice a nejsou zdvadné pro prijemce takové kompo-

zice.

Farmaceutické kompozice zahrnuji kompozice vhodné pro
perordlni, rektdlni, nasdlni, topické (také bukvdlni a sub-
lingvdlni), vagindlni nebo parenterdlni (také intramuskuldrni,
subkutdnni a intravendzni) poddni nebo formy vhodné pro poda-
ni inhalaci nebo insulfaci. Tyto kompozice mohou mit v pfipa-
dé potfeby formu diskrétnich ddvkovacich jednotek a mohou byt
vyrobeny libovolnou ze zndmych metod pouZivanych ve farmaceu-
tickém primyslu. VSechny tyto metody zahrnuji stupen, ve kterém
se smisi{ d&innd sloudenina s kapalnymi nosici nebo jemné
desintegrovanymi pevnymi nosiéi nebo s obéma typy téchto nosi-
&%, naceZ? se ziskany produkt tvaruje do poZadované formy pro

danou kompozici.

Farmaceutické kompozice vhodné pro perordlni poddni
mohou mit vhodné formu diskrétnich jednotek, jakymi jsou
kapsle, oplatky nebo tablety, pfilemiZ kazdd z téchto forem obsa-
huje predem stanovené mnozstvi dcinné latky. Ddle miZe mit

uvedend kompozice formu prdsku nebo granuli, roztoku, suspenze

»

nebo emulze. Uvedend ddinnd ldtka miZe byt rovnéZz poddna jako



bolus, lektvar nebo pasta.

Tablety a kapsle pro perordlni poddni mohou obsahovat
konvenéni pomocné ldtky, jakymi jsou pojiva, plniva, maziva,
desintegradni &inidle nebo smdeci ¢inidla. Tablety mohou byt
zapouzdfeny o sob& zndmymi postupy. Perordlni kapalné priprav-
ky mohou byt napfiklad ve formé vodnych nebo olejovych suspen-
zi, roztokl, emulzi, syrupd nebo elixirl nebo mohou byt prvot-
né formulovdny jako suchy produkt, ze kterého se teprve pred
poufitim smiSenim s vodou nebo jinym vhodnym kapalnym nosicem
vytvori vySe uvedend kapalnd perordlni kompozice. Takové ka-
palné prepardty mohou obsahovat obvyklé piisady, jakymi jsou
suspendaéni &inidla, emulgaéni Cinidla, nevodnd vehikula (kte-

ré mohou zahrnovat poZivatelné oleje) nebo konzervacni ¢inidla.

Slou&eniny podle vyndlezu mohou byt rovnéZ formulovény
pro parenterdlni poddni (napfiklad injekci, napfiklad injekci
bolusu nebo kontinudlni infuzi) a mohou mit formu jednotkové
ddvky, naptfiklad formu ampuli, pfedb&Zné naplnénych injekénich
st¥ikadek, maloobjemové infuzni nddoby nebo viceddvkového kon-
tejnéru, pfidemZ tyto formy obsahuji také pfidand konzervadni
ginidla. Tyto kompozice mohou mit formu suspenzi, roztokd ne-
bo emulzi v olejovych nebo vodnych nosic¢ich a mohou obsahovat
formuladni &inidla, jakymi jsou suspendaéni ¢inidla, stabilizac-
ni &inidla nebo/a dispergadni &inidla. Alternativné miZe mit
3&innd sloZka formu prdsku, ziskaného aseptickou izolaci ste-
rilniho pevného produktu nebo lyofilizaci z roztoku, pficemz
se z takového prdSku pfripravi teprve pfed pouZitim kapalnd kom-
pozice smiSenim s vhodnym nosiem, jakym je napriklad steril-

ni apyrogenni voda.

za U&elem topického poddni na pokozku mohou byt sloule-
niny podle vyndlezu formulovdny jako masti, krémy nebo lotiony
nebo jako transdermdlni ndplasti. Masti a krémy mohou byt na-
ptiklad formulovdny s vodnymi nebo olejovymi zdklady za pouziti
pfidavku vhodnych zahu$tovacich nebo/a Zelatizacnich &inidel.

Lotiony mohou byt formulovdny s vodnymi nebo olejovymi zdklady




a budou obvykle obsahovat jedno nebo nékolik ¢inidel zvole-
nych z mnoZiny zahrnujici emulgadni &inidla, stabilizacéni cCi-
nidla, dispergadni &inidla, suspendaéni cinidla, zahustovaci{

ginidla nebo barvici ¢inidla.

Kompozice vhodné pro topické poddni do dst zahrnuji
pastilky obsahujici d&innou slozku v ochuceném zdkladu, kterym
je obvykle sachardza, akdciovy extrakt nebo tragant, pastilky
obsahujici d&innou sloZfku v inertnim zakladu, jakym je Zelati-
na a glycerin nebo sachardza a akdciovy extrakt, a ustni vy-

plachy obsahujici d&innou ldtku ve vhodném kapalném nosici.

Farmaceutické kompozice vhodné pro rektdlni poddni a
majici pevny nosi& maji nejvyhodnéji formu &ipkl obsahujici
jednotkovou ddvku d&inné létky. Vhodné noside zahrnuji kakao-
vé midslo nebo jiné materidly, které se obvykle k tomuto ucelu
pousivaji, p¥idemZ tyto Cipky se obvykle pfipravuji smisenim
4&inné sloudeniny se zm&kdenym nebo roztavenym nosicem nebo

nosidi, ndslednym ochlazenim a tvarovdnim ve formdch.

Formulace vhodné pro vagindlni poddni mohou mit formu
pesard, tampont, krémi, gelu, past, pén nebo spreji, které

vedle G&inné latky obsahuji obvyklé vhodné nosice.

7a ddelem intranasdlniho poddni mohou byt slouceniny
podle vyndlezu pouZity ve formé kapalného spreje nebo disper-

govatelného prdSku nebo ve formé kapek.

Kapky moho1 byt formulovdny spolecné s vodnym nebo ne-
vodnym zdkladem, ktery miZe rovné&Z obsahovat jedno nebo néko-
1ik disperga&nich &inidel, solubilizalnich Cinidel nebo sus-
pendadnich &inidel. Kapalné spreje se vhodné vypousti z tlako-

vanych nadobek.

za ddelem poddni inhalaci se slouceniny obvykle vypous-
t{ z insufldtoru, mlhového rozpraSovade nebo tlakované nddob-

ky anebo za pouZiti libovolného jiného prostfedku vhodného




pro uvoliiovdni aerosolového spreje. Tlakovand nddobka miZe
obsahovat vhodnou hnaci l4dtku, jakou je dichlordifluormethan,
trichlorfluormethan, dichlortetrafluorethan, oxid uhlicity
nebo jiny vhodny plyn. V pfipadé tlakovaného aerosolu mizZe

byt jednotkovd ddvka uvolnéna za pouziti ventilu schopného

pfi kazZdém zmdlknuti ovladacde ventilu uvolnit odméfené mnozZst-

vi obsahu tlakované nddobky.

Alternativné mohou mit sloudeniny podle vyndlezu za
déelem poddni inhalaci nebo insuflaci formu suché  prdskové
kompozice, napfiklad prdsSkovou smés sloucCeniny podle vyndlezu a
vhodné prdskové bdze, jakou je laktdoza nebo Skrob. Tato prds-
kovd kompozice miZe mit jednotkovou ddvkovaci formu, napriklad
formu kapsle nebo patrony nebo nap¥iklad Zelatinové tobolky,
ze které miZe byt uvedeny prdsek aplikovan pomoci inhalatoru

nebo insulfiatoru.

V p¥ipadé, Ze je to Zddouci mohou byt vysSe uvedené kom-
pozice upraveny tak, Ze uvoliuji dcinnou ldtku plynule v uréi-

tém dasovém intervalu.

Farmaceutické kompozice podle vyndlezu mohou rovnéZz
obsahovat dals$i uéinné prisady, jakymi jsou antimikrobidlni

¢inidla, nebo konzervadni ¢éinidla.

Slouéeniny podle vyndlezu mohou byt rovnéZ pouZity v kom-
binaci s dal$imi terapeutickymi ¢inidly, napfiklad s ostatnimi
antiinfek&nimi &inidly. Sloudeniny podle vyndlezu mohou byt

zejména pouzity spoledné se zndmymi antivirdlnimi ¢inidly.

Dalsim predmétem vyndlezu je kombinace obsahujici slou-
deninu A nebo jeji fyziologicky prijatelny derivdt a dalsi

terapeuticky déinné ¢inidlo, zejména antivirdlni &inidlo.

VysSe uvedend kombinace miZe byt vhodné formulovdna pro
pouziti ve formé farmaceutické kompozice a tudiZ farmaceuticka




kompozice obsahujici vySe uvedenou kombinaci spole&n& s farma-
ceuticky pfijatelnym nosiem pfedstavuje dal$i predmét vyns-

lezu.

Vhodnd terapeutickd ¢inidla pro pouZiti v takovych kombi-
nacich zahrnuji acyklické nukleosidy, jako acyclovir nebo gan-
ciclovir, interferony, jako alfa-, beta- nebo gamma-interferon,
inhibitory rendlni exkrece, jako probenecid, inhibitory trans-
portu nukleosidl, jako dipyridamole, 2',3'—dideoxynukleosidy,
jako AZT, 2°,3°-dideoxycytidin, 27,3 -dideoxyadenosin, 27,3 -
dideoxyinosin, 2°,3’-dideoxythymidin, 27,3 -dideoxy-2",3 -
didehydrothymidin a 2,3 -dideoxy-2",3 ~didehydrocytidin, imu-
nomoduldtory, jako interleukin-2 (IL-2) a stimuladni faktor
granulocytové makrofagové kolonie (GM~CSF), erythropoietin,
ampligen, thymomodulin, thymopentin, foscarnet, ribavirin a
inhibitory vazby HIV k receptorim CD4, nap¥iklad rozpustny
CD4, fragmenty CD4, hybridni molekuly CD4, glykosyladni inhi-
bitory, jako 2-deoxy-D-glukdza, castanospermine a l-deoxynojiri-

mycin.

Jednotlivé sloZky takovych kombinaci mohou byt poddny
bud ndsledné nebo soudasnd v separdtnich nebo sloucenych far-

maceutickych kompozicich.

V pripadé, Ze se sloudenina A nebo jeji farmaceuticky
prijatelny derivdt pouZije v kombinaci s druhym terapeutickym
¢inidlemiéinnym proti stejnému viru, potom ddvka ka?dé sloude-
niny miZe byt stejnd jako ddvka této slouleniny, kdy se slou-
Cenina pouzivd samotnd, nebo se od této ddvky miZe lifit. Pro

odbornika v tomto oboru nebude obtiZné takové ddvky stanovit.

SlouCenina A a jeji farmaceuticky pfijatelné derivdty mohou byt
pripraveny libovolnym vhodnym zplsobem pro p¥ipravu sloudenin s
analogickou chemickou strukturou, napfiklad zpisobem popsanym

v evropské patentové prihldsce 038526 A2.

Pro odbornika v tomto oboru je zfejmé, Ze v pripadd né-




kterého z nise uvedenych zplsobll miZe byt poZadované stereo-
chemie sloudeniny A dosaZeno bud tim, Ze se p¥i syntéze vychazi
z opticky &istého vychoziho materidlu, nebo roz3tépenim race-
mické smdsi v libovolném vhodném stupni syntézy. PEi vsech
téchto zpisobech miZe byt opticky Cisty poZadovany produkt zis-

kdn roz&tdpenim findlniho produktu kazdé reakce.

P¥i jednom takovém zplsobu se 1,3-oxathiolan obecného
vzorce VIII

R, 5
7~L (VIII)

ve kterém anomerni skupina L znamend odStépitelnou skupinu,
uvede v reakci s p¥isluZnou bdzi. Vhodné skupiny L zahrnuji

-OR, kde R znamend alkylovou skupinu, napfiklad alkylovou sku-
pinu obsahujici 1 a%Z 6 uhlikovych atomi, zejména methylovou sku-
pinu, nebo R znamend acylovou skupinu, napriklad acylovou sku-
pinu obsahujici 1 a%Z 6 uhlikovych atomy, zejména acetylovou sku-
pinu, nebo atom halogenu, napfiklad atom jodu, atom bromu nebo
atom chloru.

Sloudenina obecndho vzorce VIII se vhodné uvede v reak-
ci s S-chlorcytosinem nebo jeho prekurzorem tvotenym pfislus-
nou pyrimidinovou bdzi (pfedbé&ine silylovanym silylaénim &inid-
lem, jakym je hexamethyldisilazan) v kompatibilni rozpoustadle,
jakym je methylenchlorid, za pou?iti Lewisovy kyseliny, jakou je
chlorid titani&ity, trimethylsilyltriflae, trimethylsilyljo-

did (TMSI) nebo slou&enina &tyfmocného cinu, jakou je chlorid
cinidity.




1,3-Oxathiolany obecného vzorce VIII mohou byt napfiklad
pfipraveny reakci aldehydu vzorce VII s merkaptoaceta-
lem vzorce VI v kompatibilnim organickém rozpoustédle, jakym je
toluen v pritomnosti kyselého katalyzdtoru, Jjakym je napriklad

Lewisova kyselina, zejména chlorid zineclnaty.

HSCH2CH(OC2HS)2

CGHSCOZCHZCHO (VII)

Merkaptoacetaly obecného vzorce VI mohou byt pripraveny
o sob& zndmymi zpisoby, nap¥iklad zpusobem popsanym G.Hesse-m
a I. Jorder-rem v Chem.Ber., 85, str.924-932 (1952).

Aldehydy vzorce VII mohou byt pfipraveny o sobé& zndmymi
zpusoby, napfiklad zplsobem popsanym E.G. Halloguist-em a H.Hib-
bert-em v Can. J. Research, 8, str.129-136 (1933). Surovy alde-
hyd vzorce VII mize byt vhodné prelisStén pfevedenim na krystalic-
kY hydrogensifitanovy adukt a ndslednym zpétnym prevedenim na

volny aldehyd.

P¥i druhém zplsobu se sloudenina A ziska interkonverzi

sloudeniny obecného vzorce IX

ki} (IX)
S

ve kterém B znamend bdzi konvertovatelnou na 5-fluorcytosin.




Takovd interkonverze miZe byt provedena bud jednoduchou chemic-
kou transformaci (napfiklad konverzi uracilové bdze na cytosin)
nebo enzymatickou konverzi za pouZiti deoxyribosyl-transfrdzy.
Takové zplUsoby a podminky jejich provaddéni jsou velmi dobfte

zndmé v odvétvi chemie nukleosidd.

P¥i tfetim zpisobu miZe byt sloudenina obecného vzorce
XI

R,0

0
L T NH, (XI)

S

pfevedena na sloucCeninu A konverzi anomerni skupiny NH, na 5-
fluorcytosinovou bdzi zplsoby, které jsou velmi dobfe zndmé v
chemii nukleosidd.

Mnoho z vy$e uvedenych reakci bylo rozsdhle popsdno v sou-
vislosti se syntézami nukleosidd, napfiklad v Nucleoside Analogs
- Chemistry, Biology and Medical Applications, R.T. Walker a
kol.,nakl. Plenum Press, New York (1979), str, 165-13%92 a v T.
Ueda, Chemistry of nucleosides and Nucleotides, sv. I, L.B. Town-
send Ed., Plenum Press, New York (1988), str. 165=-192,

Je tfeba uvést, Ze vySe uvedené reakce mohou vyZadovat
pouziti vychozich ldtek s chranénymi funk&nimi skupinami, pfi=-
cemZ tyto ochranné skupiny mohou byt za dlelem ziskdni poZadova-
né sloudeniny odstranény v uUrovni meziproduktd nebo findlniho
produktu. Zavedeni ochrannych skupin a jejich odstrandni miZe
byt provedeno konvenénimi postupy. Tak napfiklad aminové skupiny
mohou byt chrdnény skupinou zvolenou z mnoziny zahrnujici aralky-
lovou skupinu (napfiklad benzylovou skupinu, acylovou skupinu,

arylovou skupinu (napriklad 2,4-dinitrofenylovou skupinu) nebo




silylovou skupinu. Ndsledné pfipadné odstranéni ochranné skupiny
se pfipadnd provddi hydrolyzou nebo hydrogenolyzou, vyhodné za
standardnich podminek. Hydroxylové skupiny mohou byt chrdnéné
za pouziti konvenénich ochrannych skupin hydroxylové funkce,
jak je to napfiklad popsédno v Protective Groups in Organic Che-
mistry, J.F.W. McOmie, nakl. Plenum Press, New York (1973) nebo
v T.W. Greene, Protected Groups in Organic Synthesis, John Wiley
and sons, New York (1981). Piiklady vhodnych ochrannych skupin
hydroxylové funkce zahrnuji skupiny zvolené z mnoziny zahrnuji-
ci alkylovou skupinu (napfiklad methylovou skupinu, terc.butylo-
vou skupinu nebo methoxymethylovou skupinu), aralkylovou skupinu
(napfiklad benzylovou skupinu, difenylmethylovou skupinu nebo
trifenylmethylovou skupinu), heterocyklické skupiny, napfiklad
tetrahydropyranylovou skupinu, acylovou skupinu (napriklad acety-
lovou nebo benzoylovou skupinu) a silylové skupiny, napriklad
trialkylsilylovou skupinu (zejména terc.butyldimethylsilylovou
skupinu). Ochranné skupiny hydroxylové funkce mohou byt odstra-
ndny konvenénimi postupy. Tak nap¥iklad alkylovd, silylovd,
acylovéd a heterocyklicka skupina mohou byt odstranény solvolyzou,
nap¥iklad hydrolyzou za kyselych nebo bdzickych podminek. Aralky-
lovéd skupina, jako napfiklad trifenylmethylovd skupina mohou byt
také odstranény solvolyzou, napfiklad hydrolyzou za kyselych pod-
minek. Aralkylovd skupina, jako nap¥iklad benzylovd skupina
mi¥e byt oditépena napriklad za pouziti systému BF3/etherét a
anhydrid kyseliny octové a ndslednym odstranénim takto vytvo-
¥fenych acetdtovych skupin v pfisludném stupni syntézy. Silylo-
vé skupiny mohou byt rovnéZ vhodné& odstrandny za pouziti zdroje
fluoridovych iontl, jakym je napfiklad tetra-n-butylamonium-

fluorid.

P¥i provddéni vySe uvedenych zplisobld se sloucenina A
obvykle ziskd ve formé smési isomert cis a trans a z téchto

isomert je zajimavou sloudeninou pravé isomer cis.

Uvedené isomery mohou byt rozdéleny fyzikdlnimi postupy,

napriklad chromatografii na silikagelu nebo frakéni krystali-




zaci, a to bud pfimo nebo ve formé& vhodného derivdtu, nap¥iklad
acetdtu (pripraveného nap¥iklad za pouZiti anhydridu kyseliny
octové), naceZ se po rozdéleni provede zpétnd konverze na pa-
vodni produkt (napfiklad deacetylaci za pouziti roztoku amonia-

ku v methanolu).

Farmaceuticky prijatelné soli sloucdenin podle vyndlezu
mohou byt pripraveny postupy popsanymi v patentu US 4,383,114,
Je-1li tedy napfiklad Zddouci pripravit adic¢ni sl slouleniny A
s kyselinou, potom miZe byt findlni produkt z libovolného vySe
uvedeného postupu p¥eveden na sl reakci rezultujici volné b&-
ze s vhodnou kyselinou za pouziti konvendénich postupd. Farmaceu-
ticky pfijatelné adicéni soli s kyselinami mohou byt pripraveny
reakci volné bdze s prislu$nou kyselinou, pripadné v pfitomnos-
ti vhodného rozpoustédla, jakym je ester (napfiklad ethylacetdt)
nebo alkohol (napfiklad methanol, ethanol nebo isopropanol).
Soli s anorganickymi bdzemi mohou byt pripraveny reakci slou-
Ceniny A s vhodnou bazi, jakou je napfiklad alkohol (napfiklad
methanol). Farmaceuticky pfijatelné soli mohou byt rovnéZ pri-
praveny z jinych soli sloudeniny A vCetné farmaceuticky pfija-
telnych soli a to za pouziti konvenénich metod.

Sloucenina A miZe byt prevedena na farmaceuticky pfija-
telny fosfdt nebo jiny ester reakci s fosforylaénim &inidlem,
jakym je POCl;, nebo reakci s vhodnym esterifikadénim &inidlem,
jakym je halogenid kyseliny nebo anhydrid kyseliny. Ester nebo
sil sloudeniny A miZe byt prevedena na plUvodni sloudeninu na-
pfiklad hydrolyzou.

St8peni findlniho produktu nebo jeho meziproduktu nebo
vychozi ldtky, pouZité pro jeho pfipravu miZe byt provedeno
libovolnou vhodnou zndmou metodou: viz napfriklad E.L.Eliel,
Stereochemistry of Carbon Compounds, McGraw Hill (1962) a S.
H. Wilen, Tables of Resolving Agent.

Tak napriklad sloudenina A miZe byt ziskdna chirdlni

chromatografii za pouZiti vhodné staciondrni fdze, jakou je




napfiklad acetylovany beta-cyklodextrin nebo triacetdt celuld-
zy, a vhodného rozpousStédla, jakym je nap¥iklad alkohol, zejmé-
na ethanol, nebo vodny roztok napriklad triethylamoniumacetdtu.
Alternativné mohou byt sloudeniny Stépeny mechanismem enzymem
mediovaného enantioselektivniho katabolismu za pouZziti vhodného
enzymu, jakym je cytidin-deamindza, nebo selektivni enzymatic-
kou degradaci vhodného derivdtu s 5 -nukleotiddzou. V pfipadd,
Ze se uvedené Stépeni provddi enzymaticky, potom miZe byt

enzym pouZit bud v roztoku nebo vhodnéji v imobilizované formé.
Enzymy mohou byt imobilizovdny libovolnou vhodnou zndmou meto-
dou, napfiklad adsorpci na pryskyfici, jakou je Eupergit C.

V nasledujici &dsti popisu bude vyndlez bliZe objasnén
pomoci konkrétnich prikladd jeho provedeni, které vSak maji
pouze ilustracni charakter a nikterak neomezuji rozsah vyndle-

- zu, ktery je jednoznacné vymezen formulaci patentovych ndrokt.

Priklady provedeni vvndlezu

Meziprodukt 1
(+)-cis-2-Hydroxymethyl-5~(5 -fluorcytosin-1"-yl)-1,3-oxothiolan
i) 2-Benzoyloxymethyl-5~acetoxy-1,3-oxathiolan

Benzoyloxyacetaldehyd (216,33 g, 1,32 molu) se rozpusti
v pyridinu (373 ml, 4.61 molu) a k ziskanému roztoku se pridéd
1,4-dithian-2,5-diol (100,31 g, 0,66 molu). Ziskand heterogen-
ni smés se michd pod atmosférou dusiku po dobu jedné hodiny
p¥i teplotd 60 aZ 65 °C. Po ukon&eni reakce se ziskd &iry roztok.
K reakéni smési se pridd dichlormethan (650 ml) a smés se
ochladi na teplotu 0 °C na ldzni soli a ledu. K roztoku chla-
zenému na teplotu 0 az 5 °c se v pribéhu 1,5 az 2 hodin po
kapkdch pridd acetylchlorid. Reakéni smés se potom michd po
"dobu 30 minut pfi teplotd 0 a% 5 °C, nade? se opatrnd nalije



do chladného (0 °C) nasyceného roztoku hydrogenuhlic¢itanu sod-
ného. Organickd vrstva se odd&li. Vodnd vrstva se extrahuje
dichlormethanem (3 x 200 ml). Sloucené organické vrstvy se
promyji nasycenym roztokem hydrogenuhli&itanu sodného (3 x 200 ml)
a solankou (200 ml). Roztok se vysuSi nad siranem sodnym a za-
husti za vakua. Stopy pyridinu se odstrani azeotropni destilaci

s benzenem. Ziskd se 320,79 g surového produktu, ktery se pre-
&isti destilaci v kulidkovém apardtu nebo filtraci skrze krdt-

ky sloupec silikagelu (eludni soustava: smés hexanu a ethylace-

tdtu v objemovém poméru 3:1).

ii) cis- a trans—2-Benzoyloxymethyl-5-(N4'-acetyl—S'-fluor—
cytosin-1’-yl)-1"-yl)-1,3-oxathiolan

5-Fluorcytosin (4,30 g, 33,3 mmolu), hexamethyldisila-
zan (25 ml) a siran amonny (120 mg) se zah¥ivaji na teplotu
varu pod zpétnym chladidem aZ do okamZiku, kdy se cytosin roz-
pusti (3 hodiny), nade? se v tomto zahfivdni na teplotu varu
pod zpétnym chladi&em pokraduje jeSté po dobu 2 hodin. Hexamethyl-
disilazan se odpafi za vakua a ke zbytku se pridd toluen (100 ml)
za Gdelem odpateni rozpoustédel. Rezultujici roztok bis(tri-
methylsilyl)fluorcytosinu v dichlormethanu (40 ml) se pod atmo-
sférou argonu pfidd k roztoku 2-benzoyloxymethyl-5-acetoxy-
1,3=-oxathiolanu (8,537 g, 30,3 mmolu) v bezvodém dichlormetha-
nu (100 ml) a molekuldrnim situ (43A, 2 g), ktery byl pfedbéi-
né pripraven pod atmosférou argonu a chlazen na teplotu 0 °¢
po dobu 20 minut. K této smé&si se pfi teploté 0 °c pridd /(tri-
fluormethansulfonyl)oxy/trimethylsilan (6 ml, 31 mmolu) a re-
zultujici roztok se michd pfi okolni teploté& po dobu 2 hodin.
Filtrdt se dvakrdt vytfepe do 300 ml solanky a jednou do desti-
lované vody. Organickd vrstva se vysuSi nad siranem hofecna-
tym, zfiltruje a odpafi k suchu. Takto se ziskd surovy 5-fluor-
cytosinovy derivdt (10,1 g).
R, = 0,57 (ethylacetdt/methanol v objemovém poméru 9:1).

Tento zbytek se bez jakéhokoliv dal$iho isténi v néd-

sledujicim stupni acetyluje. Surovy produkt se rozpusti v




bezvodém dichlormethanu (120 ml) a toto rozpusténi se provadi
v bance s kulatym dnem o obsahu 500 ml a pod atmosférou argonu.
K ziskanému roztoku se pridd triethylamin (12,7 ml, 91,1 mmolu)
a dimethylaminopyridin (111 mg, 0,9 mmolu). Banka se potom po-
nori do ledu a zde se prechovdva pod atmosférou argonu po dobu
jedné hodiny. Do chlazené banky se pomoci injekéni strikadky
zavede anhydrid kyseliny octové (4,3 ml, 45 mmold), ktery byl
pfedtim predestilovdn nad octanem sodnym. Ziskand smés se michd
pfes noc, nacCez se opatrné dekantuje do Erlenmayerovy barnky
obsahujici nasyceny roztok hydrogenuhlic¢itanu sodného. Produkt se
potom promyje destilovanou vodou a nadsledné jesté roztokem so-
lanky. Methylenchloridové podily se vysusi a odpari k suchu za
vysokého vakua, pridemz se ziskd acetylovand alfa/beta-smés ve
formé bezbarvé pény, majici po vysuseni hmotnost 9,6 g. Vysoko-
tlakou chromatografii za pouziti eludni soustavy tvofené smé-
si ethylacetdtu a methanolu v objemovém poméru 9:1 se ziskd
3,19 (7,8 molu, 46 %) Cistého isomeru trans pozadované sloude-
niny a 3,5 g (8,9 mmolu, 30 %) Cistého isomeru cis poZadované
slouceniny.
trans-Isomer: R. = 0,65 v soustavé tvorené smési ethylacetdtu

a vody v objemovém poméru 9:1

U.V.: (MeOH) Lambda max: 309 nm
'H-NMR 6 (ppm in CDCL,)
8.77 (b, 1H; C,'-NH-Ac)
8.06 (m, 2H; aromat. )
7.70 (d, 1H; C;'-H, J =6.3 Hz)
.62 (m, 1H; aromat, )

.49 (m, 2H; aromat. )

.51 (dd, 1H; C-H)

.91 (d&d, 1H; C,-H)

.48 (dd, 2H; C,-CH,0COCH;)
.66 (dd, 1H; C,-H)

.34 (dd, 1H; C,-H)

.56 (s, 3H; NH-COCH,)

N W W e v 9]

cis-isomer: R, = 0.58, ethylacetdt/methanol 9:1

O
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U.V.: (MeOH) Lambda max: 309 nm
'H-NMR 6 (ppm in CDCl,)

8.72 (b, 1H; C,'-NH-Ac)

8.06 (m, 2H; aromat. )

7.87 (d, 1H; Cg'-H, J¢ =6.2Hz)
7.60 (m, 1H; aromat, )

7.49 (m, 2H; aromat, )

6.32 (dd, 1H; C¢-H)

5.47 (dd, 1H; C,-H)

4.73 (dad, 2H; CZ-QZOCOCSHS)
3.62 (dd, 1H; C,-H)

3.19 (44, 1H; C,-H)

2.55 (s, 3H; NH-COCH,)

iii) (i)-cis~Hydroxymethyl—5-(5’-fluorcytosin—1'-yl)-1,3—

oxathiolan

1,2 g (3,05 mmolu) cis-2-benzoyloxymethyl-5-(N4'-acetyl—
5°-fluorcytosin~1'-yl)-1,3-oxathioclanu se michd ve 30 ml rozto-
ku amoniaku v methanolu pfi teploté 0 °c po dobu jedné hodiny
a potom je$t& pfes noc pri okolni teploté. Reakéni smés se
odpa¥i za snifeného tlaku. Zbytek se dvakrdt rozetfe (2 x 30 ml)
s bezvodym etherem. Pevny zbytek se rekrystalizuje z absolut-
niho ethanolu, pfidem? se ziskd 655 mg (2,64 mmolu, 87 %) Cis-
téhého poZadovaného cis-produktu.

Teplota tdni: 204-206 °c,
R. = 0,21 ve smé&si ethylacetdtu a methanolu v objemovém poméru

9:1).

Posadovand sloudenina byla identifikovana Ti- a 13c-nukledrni

£

magnetickorezonanéni spektroskopii a ultrafialovou spektrosko-
pii:

Lambda max.(Hzo): 280,9 nm.

cls-isomer:’

'H-NMR & (ppm,  DMSO-d;)

8.22 (d, 1H; Cg¢'-H, Je =7.26Hz)
7.84 (d, 2H; C,'-NH,)

6.16 (t, 1H; Cg-H)




.43 (t, 1H; C,-CH,-OH)
.19 (t, 1H; C,-H)

.77 (m, 2H; C,-CH,OH)
.35 (dd, 1H; C,-H
3c-NMR (DMSO-dy)

W W o Wn

—

Cq' o c,'
158.14 134.63
(3 =14.0Hz) (J, =24.1Hz)

c, Cq c,
86.82 36.80 © 86.77

priklad 1

c,'
126.32
(Jor =32.5Hz)

CH,0H
62.32

(-)-4-Amino-5-fluor-1-(2~hydroxymethyl-1,3-oxathiolan~5-yl)~-

(1H)-pyrimidin-2-on

i) (+)-cis-2-hydroxymethyl-5-(5 -fluorcytosin-1"-yl)-1,3-

oxathiolanmonofosfat

K michané smési meziproduktu 1

(500 mg, 2,024 mmolu) v

bezvodém trimethylfosfdtu (10 ml) chlazené na teplotu 0 ¢ se
po kapkdch pf¥idd oxychlorid fosforeény (1,22 ml, 13,1 mmolu).
Reakéni smés se michd pfi této teploté po dobu jedné hodiny,

nade? se prudce nalije do ledové vody. pH ochlazené reakcni

smsi se nastavi na 3 ptidédnim vodného 1IN hydroxidu sodného

a reakéni sm&s se zavede na sloupec aktivniho uhli (5 g, DARCO),

tery se potom eluuje vodou a ndsledné ethanolem a vodnym roz-

tokem amoniaku v objemovém poméru 10:10:1. Frakce obsahujici

surovy monofosfdt se slouci a odpari a zbytek se zavede na

sloupec 15 g DEAE sephadex A25 (v HCO3—cyklu). Eluce se pro-

vddi za pouZiti gradientu vody (300 ml), 0,1M NH,HCO; (300 ml)

a 0,2M NH,HCO., (100 ml).

4 3

Odpatenim pfisludnych frakci po zfe-

déni vodou (30 ml) se ziskd (i)—cis-2—hydroxymethyl—5-(5'—
fluorcytosin—1'—yl)—1,3-oxathiolanmonofosfét ve formé bilého
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pevného produktu.
Rf = 0,5 (n-propanol/NH4OH 6:4),
vytéZek: 612 mg (1,77 mmolu, 87,9 %),

1H—nukleérni magnetickorezonanéni spektrum:

(D20, hodnoty delta v ppm)
8,27(d,1H,C”
6,33(dd,1H,C
5,47(t,1H,C2-H),
4,84(m, 2H,C,~CH,
3,63(dd/1H,C4H),
3,30(dd,1H,C4H),

istota (stanovend vysokotlakou kapalinovou chromatografii):

6—H,JH_F= 6,47Hz),

5~H)

OH),

vy88i nez 99 %.

ii) (+)~-cis-2-hydroxymethyl=-5-(5 -fluorcytosin-1"-yl)=-1,3-
oxathiolan

K roztoku (+)-cis-2-hydroxymethyl=-5-(5 -fluorcytosin=-1"-
yl)-1,3-oxathiolanmonofosfdtu (100 mg, 0,29 mmolu) ve 3 ml
glycinového pufru (glycin (52,6 mg) a_chloriduhofeénauﬁn(19 mg)
ve vodd (10 ml)/ se v jediné porci p¥idd 5 ~nukleotiddza (Sigma,
3,5 mg , 29 jednotek/mg). Rezultujici smés se inkubuje za tre-
pdni pfi teploté 37 Oc. Reakce se sleduje vysokotlakou kapali-
novou chromatografii (chirdlni sloupec alfa-AGP, eluc¢ni Cinidlo:
0,2M roztok fosforeénanu sodného majici pH 7, pritok: 0,15 ml/
min/ odebirdnim vzorkd a jejich analyzovdnim v jednotlivych
intervalech. Po 2,5 hodiny byl pozorovdn pouze (+)-enantiomer.
Byl pfiddn dal$i enzym (2 mg) a v inkubaci bylo pokracovdno
po dobu dal$ich 3 hodin. Analyza vysokotlakou kapalinovou chroma-
tografii potrvzuje selektivni a dplnou hydrolyzu (+)-enantiomeru.
Rezultujici smés se zavede na sloupec DEAE sephadex A-25 (v
HCO3-cyklu). Eluce se provadadi za pouZiti vody (155 ml) a potom
0,1 a 0,2M NH4HCO3 (100 ml kazdého). Prislusné frakce obsa-
hujici prvnd eluovany nukleosid se sloudi a zahusti. Zbytek
se ptedisti na krdtkém sloupci silikagelu za pouziti eluéni

soustavy tvofené smési ethylacetdtu a methanolu v objemovém
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poméru 4,5:0,5 a potom rozdéli Vysokotlakou kapalinovou chrom-
tografii (za pouziti vysSe uvedenych podminek). Takto se ziskd
&isty (+)-cis-2-hydroxymethyl-5-(5 -fluorcytosin-1"-yl)-1,3-
oxathiolan (23 mg, 0,093 mmolu, 32 %) ve formé bilého pevného
produktu.

21 _ e}
/alfa/delta =+ 123~ /¢, 1,00, methanol),

teplota tédni: 185 °c,

nukledrni magnetickorezonancéni spektrum:

(DMSO, hodnoty delta v ppm)

8,26(d,18,C " ~H, J,;_ .= 5,22 Hz),

7,87(s,1H,NH2,D20 vyménitelny),
7,63(s,1H,NH,, D,, vyménitelny),
6,20(dd, 1H,C_H),
5,48(t, 1H,C,H),
5,24(t, 1H,CH2-’9H, D20 vyménitelny),
3,84(m,2H,C,~ CH,OH),
3,50(dd,1H,C4 ),
3,37(dd,1H,C4H).

2

iii) (-)-cis-2~Hydroxymethyl-5-(5 ~fluorcytosin-1"-yl)-1,3-
oxathiolan

Prisludné frakce eluované ze sloupce sephadexu a obsahu-
jici v pofadi jako druhy eluovany nukleosid popsany ve stupni
ii se slouli a odpaf¥i za sniZeného tlaku. Zbytek se rozpusti
ve 2 ml vody a uvede do styku salkalickou fosfatdzou (Sigma,

1 ml, 60 jednotek/ml, nacez se inkubuje pri teploté 37 °c po
dobu 1,5 hodiny. RozpousStédlo se odpafri a zbytek se prelisti
chromatograficky na sloupci silikagelu za pouziti elucni sou-
stavy tvorené smési ethylacetdtu a methanolu v objemovém pomé-
ru 4:1 a potom vysokotlakou kapalinovou chromatografii (pfi
separaci je pouZito vysSe zminénych podminek. Takto se ziska
&isty (=-)-cis-2-hydroxymethyl-5-(5 -fluorcytosin-1"-yl)-1,3-
oxathiolan (20 mg, 0,081 mmolu, 28 %).

Teplota tdni: 190 °Cc (za rozkladu),

R, = 0,21 (ethylacetdt/methanol 4:1),

£
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Uv-spektrum: (H20) max.: 279,1 nm,

'H-nukledrni magnetickorezonanéni spektrum:

(DMSO-d,, hodnoty delta v ppm)
8,25(d,1H,C:6—H, Typ=7r26Hz),
7,88(b,1H,C ,~NH,,D,0 vyménitelny),
7,85(b,1H,C'4—NH2, D,0 vyménitelny),
5,24(t,1H,C,-H),
3,83(m,2H,C,~CH,~OH),
3,19(dd,1H,C4-H),
3,15(dd,1H,C4—H).

V nésledujim pfikladu bude ilustrovdn alternativni zpua-

sob p¥ipravy slouceniny A.
Meziprodukt 2

(1°R,2°S,5 R)=Menthyl-5R-(5 ~fluorcytosin-1" -yl)-1,3-oxathio-
lan-2S-karboxyldt

K suspenzi 5-fluorcytosinu (155 mg, 1,2 mmolu) v methy-
lenchloridu (1 ml) se p¥i okolni teploté a pod argonovovou
atmosférou postupné p¥idd 2,4,6-kollidinu (0,317 ml, 2,4 mmolu)
a terc.butyldimethylsilyltrifluormethansulfonét (0,551 ml,

2,4 mmolu). Ziskand smés se michd po dobu 15 minut, pficlemz
se ziskd &iry roztok. Zavede se roztok (1'R,2°S,5 R)-menthyl-
5R-acetoxy-1,3-oxathiolan-2S-karboxyldtu (330 mg, 1 mmol) v
methylenchloridu (0,5 ml) a potom jeSt& jodtrimethylsilan
(0,156 ml, 1,1 mmolu). V michdni se pokraduje jesté po dobu
3 hodin. Smds se ztedi methylenchloridem (20 ml) a postupné
promyje vodnym nasycenym roztokem hydrogenuhli&itanu sodného,
vodou a solankou, nade? se zahusti. Zbytek se vyjme smési
etheru a hexant (1:1, 10 ml) a nasycenym vodnym roztokem hydro-
genuhli&itanu sodného (2 ml) a michd pfi okolni teploté po
dobu 15 minut. Vodnd vrstva se oddéli a organickd fdze se
odstifedi, pfidem? se ziskd bily pevny produkt, ktery se pro-

myje hexany (3 x 5 ml) a potom vysu$i za vakua. Takto ziskany
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(1'R,2°S,5 R)-menthyl-5R-(5"-fluorcytosin-1"-yl)-1,3-oxathio-
lan-2S-karboxyldt (350 mg, 88 %) obsahuje asi 6 % (1'R,2°S,5R)~
. menthyl-5S-(5"-fluorcytosin-1" -yl)-1,3-oxathiolan-2S-karboxyldtu
(NMR). Tento produkt se rekrystalizuje ze smési methanolu, me-
' thylenchloridu a benzenu za vzniku krystalického produktu.
/alfa/2® = +22° (c, 0,19, MeOH),

teplota tdni: 216-218 ¢,

'H-nukledrni magnetickorezonanc¢ni spektrum:

(CDClB, hodnoty delta v ppm)
0,78(4,3H,J=7Hz),
0,91(t,6H,J=7,3Hz),
1,00(m,2H),
1,39-2,04(m,7H),
3,12(44,1H,H=6,6Hz, 6,1 Hz),
3,52(4d,1H,J=4,7Hz,6,1 Hz),
4,79(dt,1H,J=4,4 Hz, 4,3 Hz),
5,46(S,1H),
5,75(8ir.s,1H, vyménitelny),
6,42(5t,1H,3=5,0 Hz),
8,10(3ir.s,1H, vyménitelny),
8,48(d4d,1H,J0=6,6Hz),

13H—nukleérni magnetickorezonandéni spektrum:

(CDC1 -DMSO-ds, hodnoty delta) 16,7, 21,2, 22,4, 23,7, 26,6,

3

31,8, 34,4, 36,6, 40,5, 47,2, 77,1, 79,1, 90,8, 126,3

. (da, J=33 Hz), 137,1 (d4,J=244 Hz), 154,2, 158,3, (d4,J=15 HzZ),
170,1.

Priklad 2
2S-Hydroxymethyl-5R-(5 -fluorcytosin-1"-yl)-1,3-oxathiolan
K suspenzi lithiumaluminiumhydridu (10 mg, 0,54 mmolu)

v tetrahydrofuranu (1 ml) se pri okolni teploté a pod atmosfé-

rou argonu pomalu pf¥idd roztok (1°R,2°S,5 R)-menthyl-5R-{5"-

fluorcytosin-1"-yl)=-1,3-oxathiolanu-2S-karboxyldatu (54 mg,




- 26 -

0,135 mmolu) v tetrahydrofuranu (2 ml). Reakini smés se potom
michd po dobu 30 minut, naceZ se k ni pfidd prebytek methanolu
(2 ml) a potom jeSté silikagel (3 g). Ziskand suspenze se zave-
de na chromatograficky sloupec silikagelu a sloupec se eluuje
eluéni soustavou, tvorenou smési ethylacetdtu, hexanu a metha-
nolu v objemovém poméru 1:1:1. Z odpovidajicich frakci eludtu
se izoluje gumovity produkt, ktery se vysuSi azeotropni desti-
laci s toluenem, pfiCemZ se ziskd 20,7 mg (63 %) bilého pevného
produktu.

/alfa/2® = +114° (c = 0,12, methanol),

1H--nukleérni magnetickorezonancni spektrum:

(DMSO-ds, hodnoty delta v ppm)
3,14(84,1H4,J=4,3,11,9 Hz),
3,42(d4d,1H J=5,3,11,9 Hz),
3,76(m,2H),
5,18(m,1H),
5,42{(t,1H,J=4,8 Hz),
6,14(m, 1H),
7,59(Sir.m,1H,vyménitelny),
7,83(8ir.m,1H,vyménitelny),
8,20(4,1H,J=7,66Hz).

Priklad 3
Biologickd d&innost
i) Antivirdlni déinnost

Antivirdlni dcinnost slouceniny z pfikladu 1 proti HIV-

1 byla stanovena za pouziti ndsledujicich buné&énych fad:

bunky C8166, lidskd T-lymfoblastoidni bun&&nd tada, infiko-

vand kmenem RF HIV-1,
bunky MT-4, lidskd leukemickad T-buné&nd ‘fada, infikova-
nd kmenem RF HIV-1,

Antivirdlni 4&innost v bufikdch C8166 byla stanovena inhi-
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bici tvorby buné&lnych celkl vzniklych spojenim jednotlivych bu-
nék nebo délenim jader bez rozdéleni plasmatu (syncytium)(Tochi-
kura a kol. Virology, 164, 542-546), zatimco antivirdlni déin-
nost v bunkdch MT-4 byla stanovena inhibici konverze formazanu
/Baba a kol., Biochem Biophys Res Commun., 142, str.128-134
(1987); Mossman, J.Immun. Meth.,65, str.55-57 (1983)/. Antivirdl-
ni UWéinnosti v uvedenych bunécénych fadach byly také stanoveny
analyzou mnozstvi antigenu HIV p24 syntetizovaného v pritomnos-
ti nebo absenci enantiomerd. Ziskané vysledky jsou shrnuty v
tabulce 1 a v tabulce 2.

Tabulka 1

50% antivirdlni ddéinnost (/ug/ml)

Test: Formazan Inhibice tvorby
syncytia

Bunky: MT-4 C8166

Vir(HIV-1) HIV-1 RF HIV-1 RF
&innd l4tka
(+)-enantiomer vice nez 1 0,04
(=)-enantiomer 0,14 0,0018
Meziprodukt 1 0,065 0,013
AZT 0,0038

Tabulka 2

50% inhibice syntézy HIV p24(/ug/ml)
Bunky: C8166
Vir RF

(+)-2nantiomer 0,1




Tabulka 2 (pokradovdni)

(-)-enantiomer 0,0022
Meziprodukt 1 0,011
AZT 0,017

ii) Cytotoxicita

Cytotoxicita slouceniny z pfikladu 1 a racemické slou-
Ceniny (meziprodukt 1) byla stanovena za pouziti dvou CD4-bu-
nd&nych fad: H9 a CEM. Slouceniny, které byly takto testovdny,
byly sériové zfedé&ny z pocdtecni koncentrace 100/ug/ml na fi-
ndlni koncentraci 0,3/ug/ml v 96 jamkovych mikrotitracnich
plotndch. Do kaZdé jamky bylo zaoclkovdno 3,6 x 10% bundk (v
ndkterych jamkdch mikrotitraéni plotny jsou pfitomné bunky bez
4&inné ldtky a tyto jamky slouZzi jako kontrolni pokusy). Po
5 denni inkubaci pfi teploté 37 °c se podty %ivych bundk stano-
vi pfevedenim obsahu jamek do hemocytometru a obarvenim bunék
trypanovou mod¥i. Ziskané vysledky jsou uvedeny v ndsledujici
tabulce 3.

Tabulka 3

50% cytotoxicita (/ug/ml)
G&innd ldtka Bufiky CEM Butiky H9
(+)=enantiomer 217 334
(=)=-enantiomer 148 296

Meziprodukt 1 173 232
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. PATENTOUVE NAROKY

¥
1. (=)-4-Amino-5-fluor-1-(2-hydroxymethyl-1,3-oxathiolan-
5-yl)=(1H)-pyrimidin-2-on nebo jeho farmaceuticky pfijatelny
derivat.
2. Sloucenina podle ndroku 1 obsahujici nejvy3e asi 5 %
hmotnosti (+)-enantiomeru.
3. Slouéenina podle ndroku 1 obsahujici nejvySe asi 2 %
hmotnosti (+)-enantiomeru.
4. Sloudenina podle ndroku 1 obsahujici nejvySe asi 1 %
hmotnosti (+)-enantiomeru.
5. Farmaceutickd kompozice pro pouziti jako antivirdlni

¢inidlo, vyznacend tim, Ze obsahuje sloudeninu podle nékterého

z ndrokl 1 az 4 spolecné s farmaceuticky pfijatelnym nosidem.

6. Sloucenina podle nékterého z ndrokl 1 aZ 4 pro pouZiti

v terapii.

7. Pouziti sloudeniny podle nékterého z ndrokd 1 az 4 pro

vyrobu lédiva pro léceni virové infekce.

O
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8. Pouziti sloudeniny podle nékterého z ndroku 1 aZ 4 pro

vyrobu lé&iva pro lé&eni infekce HIV.

9. Pouziti sloudeniny podle nékterého z ndrokd 1 az 4 pro

vyrobu 1lé&iva pro lédeni infekce virem hepatitidy B.

10. Sloudenina podle nékterého z ndrokd 1 az 4, k léCenl

savcl, véetnd 1lidi, infikovanych virovou infekci nebo na-

chylnych k virové infekci.

11. Zplisob pfipravy sloudeniny podle nékterého z narokl 1 az

4, vyznadeny tim, Ze se ze smési rovné&Z obsahujici

(+)=-enantiomer izoluje (-)=-enantiomer.

12. Zpisob podle ndroku 11, vy znac¢eny tim, Ze
smé&si sloudenin je racemickd smés.

13. zpisob podle ndroku 11 nebo ndroku 12, vy zna ¢ eny
t { m , Ze se separace provddi chirdlni vysokotlakou kapalinovou
chromatografii.

14, Zplisob podle ndroku 13, vy znadeny tim, Ze

se pfi vysokotlaké kapalinové chromatografii jako staciondrni
fdze pouzivd acetylovany beta-cyklodextrin nebo triacetdt celu-
1dzy.

15. Zpisob podle ndroku 11 nebo ndroku 12, vy zna ceny
t { m, e se separace provddi enzymem-mediovanym enantioselektiv-

nim katabolismem.
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16. Zplisob podle ndroku 15, vy zna den

se pouzije enzym v imobilizované formé.
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17. Zpisob podle ndroku 15 nebo ndroku 16, vy z n a

»)

t i m, Ze enzymem je citidin-deamindza.
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18. Zpisob podle ndroku 15 nebo ndroku 16, vy z n a

t { m , %fe enzymem je 5 -nukleotiddza.

Zastupuje :
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