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(54) Lé&ebny prostiedek s antivirdlnim UZinkem

N&které nukleosidové derivdty, tj. cukerné derivéty heterocyklickych slouenin
.vykazujf antivirdlnf d¥inek. Tak nap#. 9-(/3 ~D-arabinofuranosyl) adenin (v dalsfch
araA) m4 vyraznou WZinnost proti DNK-virdm nebo ribavirin (1—(/3 ~D-ribofuranosyl)-
-1,2,4-triazol-3-karboxamid) mé ¥irokou entivirdln{ ¥¥innost na ndkteré RNK- i DNK-
viry (Science 177, 705 /1972/; Chemotherapy 21, 505 /1975/.

N4klady na vyrobu té&chto 1é&iv vzhledem ke sloZitosti piipravy Jsou zne¥né a Jje jich
pouzit{ je zna¥nd omezeno \zkym rozsahem koncentraci, v nichZ mohou bjt aplikovény
vzhledem k je jich toxicitd a odbourdvénf v organismu.

Tyto nevfhody odstranuje létebny prostredek podle vynédlezu, Jeho¥ podstatou je, Ze
Jako aktivni sloZku obsahuje (S)- nebo (RS)-9-(2, 3~dihydroxypropyl) adenin vzorce I
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U21inné netoxické koncentrace ektivni sloiky jsou od 0,1 mg do 1000 mg/kg %ivé
hmotnosti p¥i jedné dévce, pri¥em# obsah aktivni slofky vzhledem k farmaceutickému
nosi’i mife byt v rozsshu O,1 a¥ 100 % hmotnostnich.

Postup pripravy (S)-enantiomeru i racemické (RS)- formy létky vzorce I (v daldim
S~DHPA nebo RS-DHPA) Je zném,

Ob¥ sloudeniny mohou bjt pFipraveny reakcf 1l-O-p-toluensulfonyl-2,3-O-isopropyliden~
=D-(nebo =DL-)=-glycerinu vzorce II '

p-CH3CGH 4802001{2({1{-0}!2
(¢

co
Hyc CHy

II.

se sodnou solf adeninu v dimethylformemidu p#i 100 % a varem vzhiklého meziproduktu
8 80% kyselinou octovou (Collection Czech. Chem. Commun. 40, 187 /1975/). Tak napf. se
11,4 g (40 mmol) ldtky vzorce Ii & 7,8 g sodné soli adeninu (50 mmol) zah#ivéd v dimethyl-~
formamidu (100 ml) 8 hod. na 100 °C, odpatil se ve vakuu a zbytek krystaluje z methanolu.
ztskény produkt se va{ 1 h s 80% kyselinou octovou, odpati ve vakuu, odparek odpafi
t#ikr4t s 50 ml ethanclu a zbytek se krystaluje z methanolu. Ziskd se 50 a% 60 % (s)-
nebo (RS)=9-(2,3-dihydroxypropyl)adeninu, (S)-Forma: t.t. 202 a% 203 °c[95]%5'= -35,4°
(e=1, voda). (RS)-Forma: t.t. 205 af 208 °C. UV-Spektrum (pH 7): Agay = 260 mm,
Epox = 14000, A ., =228 nm. ’
Podle &s. autorského osvddlent &. 191 656 pii kterém se (RS)-forme 1ldtky I (RS-
~DHFA) z{skéd zah¥fvénim adeninu 8 1,2-cyklickym karbondtem glycerinu vzorce III
cn, i 1,0 | II1

o

C

;

a hydroxidem nebo uhliZitanem sodnym nebo draselngym v dimethylformamidu nebo dioxanu
pi*d 80 a% 140 %@, Tak nap?, smés adeninu (1,35 g, 10 mmol), glycerin-l,2-cyklického
kerbondtu (III) (2,0 g), uhliZitanu sodného (0,3 g) s dimethylformamidu (25 ml) se
sahf{vé 1 h ve varu, odpaff ve vakuu a zbytek v 50 ml vrouci vody se odbarvi aktivnim
whlf{m, Po odpateni ve vakuu se zbytek krystaluje z methanolu: ziskd se 60 a¥ 70 % (RS)-
~formy 14tky I (RS-DHPA), t.t. 205-a% 206 °C, UV-spektrum (vodsk: A . = 260 mm,
éinax = 14000. Biologickou dZinnost vykazuje vyhradng D-glycero- tJ. (é)-forma 14tky
vzorce I, kdeito L-glycero-, tJ. (R)-forma je zcela nedidinnd, Vzhledem k tomu, Ze ra=-
cemicky (RS)-derivdt obsshuje 56 % u¥inné (S)-formy, Je rédové stejnd u¥inng jako (S)-
-enantiomer. (S)-DHPA vzorce I se vyznaZfuje vysokou antivirdlnf d&innost{ proti RNK~-

{ DNK-virdm a velmi nizkou vlastnf toxicitou. Tento GZinek je zcela neolekévanf, tim
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sﬁiée, %¥e dald¥f obdobné sloudeniny, bud derivéty adeninu s Jjinou alifatickou sloZkou,
nep¥., (RS)-2-hydroxypropyl, 2-hydroxyethyl, 2~-aminoethyl, /i -DL-alanyl-, (S)-3,4-diﬁyd—
roxybutyl, (RS)-3,4-d1hydroiybutyl, (RS )=threo~-2, 3,4-trihydroxybutyl, (RS)~3,5-dihydro-
xypentyl, 3~hydroxypropyl a 1,34d1hydroxy-2-propyl nebo 2, 3-dihydroxypropylderivéty

Jingych heterocyklickfeh basf, napf. hypoxanthinu, uracilu, cytosinu a thyminubiédnou
vyznamnou antivirdlni W&innost a% do koncentrace 100 myg/ml hevykazJi. 2 ostatnich p¥i-
buznfch sloudenin mé uvedeny srad U¥inek omezeny na DNK-viry a uvedeny ribavirin Je
vysoce cytotoxicky.

Vhodou predmdtného lédiva je jeho znané stdlost, kterd umoZiuje sterilizaci neut~
rélnich, slabZ kyselych nebo slabé alkalickych roztokd za zvySiené teploty, jeho prakticky
neomezend stdlost v pevném stavu a konedn¥ i jeho dostupnost, zvl43t& u racemického

derivétu (RS)-DHPA.

Dal3{ vyhodou Jé Jeho pom¥rn¥ Jednoduchd p¥iprava a nizké vyrobni néklady. Fro
primyslovou vyrobu se jednd o F4dovd& ni%isf{ vyrobni néklady ve srovnéni s pripravou vyse
uvedanych znémych antivirdlnich preparétd. ‘

Farmaceutické prepardty s obsahem (S)-DHPA nebo (RS)-DHPA Jako aktivni sloZky mohou
mft formu pudrl, suspenzf, roztokd, sprayl, emulz{, mastf a kréml a mohou byt pouZity
pro parenterdlni (intravenosni, intradermflnf, intramuskulérnf, intrathekélnf ap.)
aplikece nebo pro ordlnf, rektdlnf{, intravaginélni a intranaséln{ podéni nebo lokélnf
aplikace (lese ko¥nf, sliznidnf, o¥nf ap.). Tyto prepardty Jje moino pripravit amiZenim
nebo rozpusténim d&inné létky nebo ddinnych létek s farmaceuticky pouZitelnymi nosiii
k takovym d%eldm pouffvanymi, nap¥. vodnymi nebo nevodnymi rozpoudtddly, atabilizdtcry,
emulgétory, létkami stabilizujfcimi suspenze, smédedly sﬁa, vhodnymi aditivy (napi.
polyethylenglykoly) a v pfipadd potieby 1 8 barvivy nebo aromatizujfcimi létkami. Prepa-~
r&ty mohou obsshovat rdznou koneentraci aktivn{ sioiky podle povahy podédnf{ a podle pova-
hy onemocnéni, nejmén& viak 0,1 % a nejvye 100 %‘hmotnostnich;

V dal¥fm Je biologickd u¥innost (S)~DHPA a (RS)-DHPFA osvitlena v pFfkladech, ani¥
se tim jakkoliv omezuje.

Priklad 1
Antivirdlnf d¥innost (S)-DHPA na tkéﬁovych kulturédch

Bﬁiky v ka%dé kulture byly infikovédny stondsobkem ddvky wiru pot¥ebné k infekei
50 % bundk a 1 h po infekci byl pfiddn (S)-DHPA v koncentraci O - 40 mg/ml (v nékterych
p¥ipadech a¥ 200 ng/ml). Pro kaidou kombisnci hostitelskfch bun¥k a viru byla stanovena
ID5O, tJ. koncentrace (S)-DHPA potfebné k 50% potladeni cytopathického dZinku viru
stanoveného kontrolnim pokusem (podle L.J. Rosenthal, I,L. Schechmalster, "Tissue
Culture”, str., 510, Academic Press, New York 1973). Vy¥sledky t¥chto pokusd jsou uvedeny
v Tabulce 1. Je ziejmé, ¥e ni¥které viry na p¥fklad vakcinie, herpes simplex typu 1 a 2,
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spalnidky, vesikulérni stomatitis Jsou‘vﬁéi (S)-DHPA velmi citlivé, kde¥to jiné Jako
poliomyelitis, Coxsackie,Sindbis nejsou ovlivniny. Inhibi¥n{ @¥inek cytopathogennfho
plsobeni viru v pfitomnosti (S)-DHIA Je disledkem sni%enf nérdstu viru: souvislé jedno-
vratevné kultury lidskych koZinfch fibroblastl (HSF-bufky) v Petriho miskéch byly o¥kovény
virem vesikulérni stomatitidy (VSV-virus) (4,5 log,, CCIDSO//O,S ml/miska) a po 1 h p¥i
37 °C vystaveny 1létce (S)-DHPA (100 mg/ml) (CCID50 Je dévka min. potrebnd k infekeci

50ti % bun&k). Kultury byly inkubovdny p¥l 37 °C, v rdznych Zasovych intervalech zmrazeny
na =70 °C a titr viru v bun&éngch homogendtech stanoven tvorbou plakd na L-929 mysich
fibroblastech. ﬁdaje obr. 1 dokumentujf silny pokles titra viru pfitpg/ml (S)-DHPA ve
srovnéni s kontrolnim pokusem, a to o &tyri ¥dady po 48 h od infekce virem;

Pfiklad 2 K

Antivirdlnf d&inek (S)-DHPA in vivo byl ovéfen metodou podle J. Gen. Virol, 5, 359 
(1969) a J, Clin. Invest, 49, 1565 (1970): 20 dnf staré NMRI my3{f samice (prdm, hmotnost
15 g) byly infikovdny intranasdlnd VsSV-virem (2,5 logyg CCIDsO/O.Ol ml/my$) a potom

byl opakovend intraperitondlné aplikovén (S)-DHPA (2 mg/mys, 133 mg/kg) v intervelech

1h, 1 den a% 4 dny po infekci. V¥sledky jsou uvedeny v obr. 2 pro 14 nédsledujfecfch dnf,
Opakované ddvky (S)=DHPA plsobf vyrazné prodlouZeni prezitl (67 % proti 37,5 % u kontrol-
ni skupiny); rozdfl v obou skupindch Jje pétrny Ji%Z 9 dni po infekei. Od Ztrndctého dnu
po infekei nebylo zaznamenéno dals{ Umrtf v obou skupindeh. Tyto pokusy byly provedeny

s rdznymi ddvkaml (S)-DHPA opakované ddvky 0,08 mg/my3 (5,4 mg/kg) byly nedlinné, kde¥to
opakované dévky 0,4 mg/my3 (27 mg/kg) vyvolévajl signifikantni prodlouZent prefit{ oproti
kontrolni skupin¥ (55 % proti 37,5 %). Toxicita (S)-DHPA: Vi¥echne pokusnd zvi¥ata pPeZila
opakované ddvky do 100 mg/kg/den po dobu I a% 5 dnl bez Jjakékoliv zndmky onemocnini.
(S)-DHPA je tedy velmi mélo toxicky.

Pr{klad 3

Stanoveni &inné koncentrace (RS)~DHPA v ‘krevnim séru po intraperitonedlnf a perorél-,
‘'ni aplikaci mydfm. Dvéma akupihém po 20 my#dich samicich NMRI o primérné hmotnosti 12 g
bylo Jednorézévé podénc po 10 mg (RS)-DHPA v 0,2 ml fyziologického roztoku bud intrape-
ritonedlnd nebo perordlnd. Vzorky krve byly odebirény 1;\ 8asech 0, 20, 40, 80, 160 =&
320 minut po eplikaci a antivifélni dZinek krevniho séra byl stanoven na tkdnovych kul=-
turdch lidskych ko¥nich fibroblestd infikovangch virem vesikuldrni stomatitidy (viz
P¥iklad 1). Koncenﬁrace (RS)~DHPA v séru byly vypodteny ze z¥edént séra, potiebného
k dosaZeni 50% inhibice viru podle vzorce

C=¢£ . IDs,

kde C je koncentrace (RS)~DHPA v krevnim séru, £ je zredén{ séra pot¥ebné k dosaZeni
50% inhibice viru a II)50 je experimentéln{ hodnote koncentrace (RS)-DHPA vyvoldvajfef
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50% inhibici viru za pokusnych podminek (20 mg/ml). V3echna stanoveni jsou primérem
vzorkd ze t¥{ mysf. Vysledky pokusu jsou uvedeny v tabulce 3. V tabulce 1 Jje doloZena
antivirélni aktivita (S)-9-(2,3-dihydroxypropyl) adeninu ve tkénovych kulturédch.

V tabulce 2 je uvedena hladine (RS)-DHPA v krevnim seru my3i po intraperitoneslnt
a perordin{ aplikaci.

Na obr. 1 je zndzornén gref vyjedfdjicf inhibi¥ni Q¥inek (S)-DHPA na nérist viru
vesikulédrnl stometitidy v lidskych koZnich fibroblestech. Na ose y je zndzornén titr
viru (log)q PFU/ml), kde PFU je jednotka tvorby plakd; na ose x je znézornéna doba po
infekei v hodindch; -@- kontrola, -O- po aplikaci (S)-DHPA; ne obr. 2 je znézornén graf
vyjadrujicl antivirdlnf d&inek (S)-DHPA na my3fch infikovangch intranasslng virem vesi-
kuldrni stomatitidy; na ose x je znédzorn&n polet dnf po infekci; na ose y Jé vynesena
celkové dmrtnost v %; -@- kontrola, -0- (S)-DHPA; na obr. 3 Jje znézorndna graficky z&-
vislost 8tépeni arald adenosindeaminasou v pf{tomnosti (S)QSHPA; na ose x Jje zndzornéna
koncentrace (S)-DHPA v ug/ml, ne ose y pokles absorbance p¥i A= 265 nm; -8~ 50 nmol
arsi, ~O0- 100 nmol arai; na obr., 4 Dixondv diagram z&vislosti 3tZpen{ araA adenosinde-
aminasou v p¥ftomnosti (S)-DHPA; na ose x je znézorndna koncentrace (S)-DHPA v<pg/m1;
na ose y prevrécend hodnota pofdtednf rychlosti StEpenf (1/V); Ky = inhibi¥ni konstenta;
-8~ 50 nmol araA, -O- 100 nmol arah. ' '

Tabulka 1
Antivirdlni aktivita (S)-9~-(2,3-dihydroxypropyl) adeninu ve tkdnovych kulturédch

Virus | : Bunky | IDgq (pg/ml)
DNE~yiry: )
"Vakeinie . PRK 10 aZ 20
Vakeinie . HSF 10 a% 20
Herpes aimplex- 1 kmen KOS PRK 10

Herpes éimplex- 1 kmen KOS HSF 20

Herpes simplex- 2 kmen 333 PRK 4 a¥ 10
Herpes simplex- 2 kmen 333 HSF - T a% 20
RNK-yiry:

Vesikuldrn{ stomatitis -PRK 7 a% 10
Vesikulédrni{ stomatitis HSF 2af T
Veaikuldrnf stomatitis HeLla >200
Poliomyelitis-1 HSF >200
Poliomyelitis-1 Hela >200

Coxsackie B-4 Hela >200
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Coxsackie B-4 Vero >200

Spalni&ky Vero 4 a% 40
Sindbis BHK >200
Zkratky :

PRK 4eese primokultura krdlifich ledvin; HSF ..... lidské koZni fibroblasty;
'Vero eeses kontinudlnf linie bun&k opifich ledvin; BHK ..... kontinudlnf linie bun&k
ledvin kielka.

Tabulka 2
Hladina (RS)-DHPA v krevnim seru my3{ po intraperitonedln{ a perordlnf aplikaci

Bas (min) Koncentrace (RS)-DHPA
(ug/ml séra)
po aplikeci
intraperitonedlnt perordlni

0 100 | 100
20 1200 1800
40 ' 800 600
80 : 400 : 400
160 200 400
320 200 400

PREDMET VvYINALEBZU

Létebny rrostiedek a antivirdlnim dZinkem, vysnaleny tim, ¥e jako aktivn{ sloZku
(S)- nebo (RS)~9-(2,3-dihydroxypropyl) sdenin vzorce I

2//x\
~/

GHZ(IIH-(H{ZOH
CH

(1)

4 vikresy
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