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Néazev vynalezu:
(-)-Cis-4-amino-5-fluor-1-(2-hydroxymethyl-
1,3-oxathiolan-5-yl)-(1H)-pyrimidin-2-on,
smés tuto sloué¢eninu obsahujici,
farmaceutickd kompozice tuto

sloué¢eninu obsahujici, tato slouc¢enina
nebo smés pro pouZiti v terapii a pouziti
této slouéeniny nebo smési pii vyrobé
1ééiva

Anotace:

Vyndlez se tyka (-)-cis-4-amino-5-fluor-1-(2-hydroxy-
methyl-1,3-oxathiolan-5-y1)-(1H)-pyrimidin-2-onu
nebo jeho farmaceuticky ptijatelné soli, esteru nebo
soli takového esteru a jejich farmaceutického vyuZiti
v ramci vyroby lé¢iv pro lé¢en{ virdlni infekce. Je
popsdna i farmaceutickA kompozice, ktera jako
uéinnou latku obsahuje nékterou z uvedenych slou-
¢enin.
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(-)-Cis—<4-amino—5-fluor-1-(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5-yl)~(1H)-pyrimidin-2—
on, smés tuto sloueninu obsahujici, farmaceuticka kompozice tuto slou¢eninu obsahujici,
tato sloucenina nebo smés pro pouZiti v terapii a pouZiti této sloudeniny nebo smési pFi
vyrobé lééiva

Oblast techniky

Vynélez se tyka nukleosidovych analogl a jejich pouZiti v mediciné. Vynalez se konkrétné tyka
1,3—oxathiolannukleosidovych analogt, farmaceutickych kompozic, které tyto analogy obsahuji,
a jejich pouziti pfi lé¢eni virovych infekci.

Dosavadni stav techniky

Jedinou v soudasné dobé schvalenou slou¢eninou pro 1é&eni stavii zptisobenych HIV je 3'-azido—
3'—deoxythymidin (AZT, zidovudin, BW 509U). Tato sloudenina vSak pifi podani vykazuje
vyrazné neZadouci vedlejsi U¢inky a vzhledem k tomu bud’ nemiiZze byt vilbec pouZita, a nebo
musi byt jeji podavani u zna¢ného podtu pacientli opét ukonéeno. Vzhledem k tomu je neustale
Zadouci ziskat sloudeniny, které by byly G¢inné proti HIV a které by viak soutasné mély lepsi
terapeuticky index.

Ve zveiejnéné evropské patentové pfihlasce 0382526 A2 je popsan zpisob pripravy slou€eniny
vzorce |

NH,

N“ !
N

HOCH, o

M

Nové bylo s pfekvapenim zji$téno, Ze (-)-enantiomer slou¢eniny vzorce 1 je vyrazné G&inné&jsi
nez jeji (+)—enantiomer, pfi¢emz oba enantiomery maji neoekavatelné nizkou toxicitu. Uvedeny
(-)>-enantiomer ma chemicky nazev (-~)}-4-amino—5—fluor—1—(2~hydroxymethyl—1,3—oxathio-
lan—5-yl)-(1H)-pyrimidin—2-on (dale bude tento enantiomer uvddén jako sloudenina A). Tento
enantomer ma absolutni stereochemii vymezenou vzorcem I-1
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Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je (-)-cis—4-amino—5—fluo—1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5-y!)-
(1H)-pyrimidin—2-on nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sil, ester nebo sil esteru uvedené
sloudeniny. ‘

Pfedmétem vynilezu je také smés (-)—cis—4—amino—5-fluor—1—-(2-hydroxymethyl-1,3—~
oxathiolan—5-yl)}-(1H)-pyrimidin—2-onu nebo farmaceuticky pfijatelné soli, esteru nebo soli
esteru uvedené sloudeniny a (+)-cis—4—amino-5—fluor—1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan-5—
yD)~(1H)-pyrimidin—2-onu nebo farmaceuticky pfijatelné soli, esteru nebo soli esteru (+)—cis—4—
amino—5-fluor—1—(2-hydroxymethyl-1,3-oxathiolan—-5-yl)}~(1H)~pyrimidin—2-onu, ve které je
(+)-enantiomer pfitomen v mnoZstvi, nepfesahujicim 5% hmotn., vyhodné v mnoZzstvi,
nepiesahujicim 2 % hmotn., zejména v mnoZstvi men$im neZ 1 % hmotn.

Pfedmétem vynalezu je také farmaceuticka kompozice, jejiz podstata spociva v tom, ze obsahuje
(-)-cis—4—amino—5—fluor—1—(2-hydroxymethyl-1 ,3—oxathiolan—5-yl)~(1H)~-pyrimidin—2-on,
ktery je definovan vy3e, nebo smés, ktera je definovana vyse.

Ptedmétem vynalezu je rovnéz (-)-cis—4—amino—5—fluor-1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—
5-yl)~(1H)-pyrimidin—2—on, ktery je definovan vy3e, nebo smés, ktera je definovana vyse, pro
pouziti v terapii. »

Piedmétem vynalezu je také pouZiti (-)-cis—4—amino—~5—fluor—1—-(2-hydroxymethyl-1,3—
oxathiolan—5—yl}~(1H)-pyrimidin—2-onu, ktery je definovin vy3e, nebo smési, ktera je
definovana vy3e, pfi vyrobé lé¢iva pro lé€eni virélni infekce, infekce HIV nebo infekce virem
hepatitidy B.

Je tieba uvést, e pro odbornika v tomto oboru je rutinni zaleZitosti modifikace sloudeniny A
bud virovni funkinich skupin na obou zékladnich &astech molekuly, nebo v trovni
hydroxymethylové skupiny oxathiolanového kruhu, ato za ucelem ziskani farmaceuticky
prijatelnych derivati sloudeniny A. Modifikace v3ech takovych funkénich skupin rovnéz spada
do rozsahu vynalezu. Obzvlaité zajimavé jsou viak farmaceuticky pfijatelné derivaty slouceniny
A, ziskané modifikaci 2-hydroxymethylové skupiny oxathiolanového kruhu.

Vyhodné estery sloudeniny A zahrnuji sloueniny, ve kterych je atom vodiku 2-hydroxy-
methylové skupiny nahrazen acylovou funkci
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ve které nekarbonylovy zbytek R esteru je zvolen z mnoziny, zahrnujici atom vodiku, pfimou
nebo rozvétvenou alkylovou skupinu (napfiklad methylovou skupinu, ethylovou skupinu, n—
propylovou skupinu, terc. butylovou skupinu a n-butylovou skupinu), alkoxyalkylovou skupinu
(naptiklad methoxymethylovou skupinu), aralkylovou skupinu (naptiklad benzylovou skupinu),
aryloxyalkylovou skupinu (napfiklad fenoxymethylovou skupinu), arylovou skupinu (napfiklad
fenylovou skupinu, kterd je pfipadné substituovana atomem halogenu, alkylovou skupinou,
obsahujici 1 aZ 4 uhlikové atomy, nebo alkoxylovou skupinou, obsahujici 1 az 4 uhlikové
atomy), sulfonitové estery, jakymi jsou estery odvozené od alkyl nebo aralkylsulfonylové
skupiny (napfiklad od methansulfonylové skupiny), aminokyselinové estery (naptiklad estery,
odvozené od L—valylové skupiny nebo L—isoleucylové skupiny) a mono-, di- nebo trifosfatové
estery.

Pokud jde o vy$e popsané estery, potom, pokud neni vyslovn& uvedeno jinak, alkylovy zbytek,
obsaZeny v téchto esterech, vyhodné obsahuje 1 az 16 uhlikovych atomii a zejména obsahuje 1 az
4 uhlikové atomy. Libovolny arylovy zbytek, ktery je pfitomen v takovych esterech, vyhodné
zahrnuje fenylovou skupinu.

Uvedené estery mohou byt zejména alkylestery, ve kterych alkylovy zbytek obsahuje 1 aZ 16
uhlikovych atomil, nesubstituovanym benzylesterem nebo benzylesterem, substituovanym
alespoii jednim atomem halogenu (atomem bromu, atomem chloru, atomem fluoru nebo atomem
jodu), alkylovou skupinou, obsahujici 1 aZz 6 uhlikovych atomi, alkoxylovou skupinou,
obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomd, nitro-skupinou nebo trifluormethylovou skupinou.

Farmaceuticky pfijatelné soli sloudeniny A zahrnuji soli, odvozené od farmaceuticky
ptijatelnych anorganickych a organickych kyselin a bazi. Jako piiklady vhodnych kyselin lze
uvést kyselinu chlorovodikovou, kyselinu bromovodikovou, kyselinu sirovou, kyselinu dusi¢nou,
kyselinu chloristou, kyselinu fumarovou, kyselinu maleinovou, kyselinu fosfore¢nou, kyselinu
glykolovou, kyselinu mléénou, kyselinu salicylovou, kyselinu jantarovou, kyselinu p-toluen-
sulfonovou, kyselinu vinnou, kyselinu octovou, kyselinu citronovou, kyselinu methansulfonovou,
kyselinu mravenci, kyselinu benzoovou, kyselinu malonovou, kyselinu naftalen—2-sulfonovou
a kyselinu benzensulfonovou. Pfi pfipravé sloudenin podle vynilezu a jejich farmaceuticky
pfijatelnych soli mohou byt v8ak pouzity idalsi kyseliny, které nejsou samy o sob& farma-
ceuticky pfijatelné, jako napfiklad kyselina $tavelova, pfiéemz takové kyseliny pfedstavuji pfi
uvedené pfipravé pouze meziprodukty.

Soli, odvozené od ptislusnych bazi, zahrnuji soli, zahrnujici alkalicky kov (naptiklad sodik), kov
alkalickych zemin (napfiklad hof&ik), amonium a NR;" (kde R znamena alkylovou skupinu,
obsahujici 1 az 4 uhlikové atomy).

Dile uvedené odkazy na sloudeninu podle vynalezu tudiz zahrnuji jak slou¢eninu A, tak i jeji
farmaceuticky pfijatelné derivaty.

Slouceniny podle vyndlezu maji antiviralni i¢innost bud’ samotné, nebo/a jsou metabolizovatelné
za vzniku sloudenin s antiviralni G¢innosti. Tyto slouéeniny jsou zejména (&inné jako inhibitory
replikace retrovirti, véetné lidskych retrovird, jakym jsou viry lidské nedostategnosti imunitniho
systému (HIV- human immunodeficiency viruses), které se uplatiiuji v rimci onemocnéni AIDS.

Slou¢eniny podle vynélezu jsou rovnéZ pouzitelné pro lé&eni Zivodichl, véetné lidi, infikovanych
virem hepatitidy B (HBV).

Dalsim pfedmétem vynalezu je tedy slou€enina A nebo jeji farmaceuticky pfijatelny derivat pro
pouziti jako U¢inné terapeutické €inidlo, zejména jako antiviralni &inidlo, naptiklad pfi léCeni
retrovirdlnich infekci nebo infekci HBV.
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Daléim nebo alternativnim pifedmétem vynalezu je zpisob lé¢eni virdlni infekce, zplsobené
virem hepatitidy B (HBV) nebo retrovirem, jakym je HIV, u savcd véetn€ lidi, jehoZ podstata
spoéiva v tom, Ze se pacientovi podd G¢inné mnoZstvi slouCeniny A nebo jejiho farmaceuticky
pfijatelného derivatu.

Daliim nebo alternativnim pfedmétem vynilezu je pouZiti sloufeniny A nebo jejiho
farmaceuticky piijatelného derivatu pro vyrobu lé&iva pro lé€eni virdlni infekce.

Slougeniny podle vynalezu jsou rovn&Z pouZitelné pro Ié&eni stavii, souvisejicich s AIDS, jakymi
jsou komplex provazejici AIDS ARC (AIDS-related complex), progresivni celkova lymfadeno-
patie PGL (progressive generalized lymphadenopathy), neurologické stavy, provazejici AIDS
(jako demence nebo tropické paraparesa), stavy odvozené od pozitivni reakce na HIV-protilatku
nebo od pozitivni reakce na HIV, Kaposiho sarkom, trombocytopenie purpurea a pfidruzené
ptilezitostné infekce, napfiklad pneumocystis carinii.

Slouteniny podle vynalezu jsou rovnéz pouZitelné pii prevenci proti progresi nemoci do
klinického stavu u pacientd, ktefi jsou anti-HIV-protilatka-pozitivni nebo HIV-antigen-pozitivni,
a profylaxi, nasledujici po expozici virem HIV.

Sloudenina A nebo jeji farmaceuticky pfijatelné derivaty mohou byt rovn€Z pouZity pfi prevenci
zamofteni fyziologickych tekutin, jakymi jsou krev nebo sémé, in vitro viry.

Slougeniny podle vynalezu jsou rovnéz pouZitelné pfi 1éceni Zivogichd veetng lidi, infikovanych
virem hepatitidy B.

Pro odbornika v tomto oboru je samoziejmé, ¥e zde pouzity vyraz léCeni se vztahuje jak na
profylaxi, tak i na 1éeni jiZ existujicich infekci nebo symptomi.

Je tieba uvést, Ze mnozstvi sloudeniny podle vynélezu, nezbytné pro uvedené 1é¢eni, bude zaviset
nejen na konkrétni zvolené sloucening, nybrz také na zpisobu podani této slouceniny, charakteru
stavu, ktery je léten, ana véku astavu pacienta abude skone€nou platnosti zaviset na
rozhodnuti oSetfujiciho lékate nebo veterinafe. Obecné se viak pouZité davky budou pohybovat
od asi 0,1 do asi 750 mg/kg télesné hmotnosti a den, pfi¢emz vyhodné se tyto davky budou
pohybovat v rozmezi od 0,5 do 60 mg/kg télesné hmotnosti a den a nejvyhodnéji se tyto davky
budou pohybovat od 1 do 20 mg/kg télesné hmotnosti a den.

Potfebna davka mize byt vhodné podana ve formé jediné davky nebo ve formé dilgich davek,
podanych ve vhodnych intervalech, naptiklad ve formé& dvou, tfi, &tyt nebo vice dil€ich davek
denné.

Slougenina podle vynilezu se vhodné podava v jednotkové davkovaci formg, ktera napiiklad
obsahuje 10 aZ 1500 mg, vhodné obsahuje 20 az 1000 mg a nejvhodnéji obsahuje 50 az 700 mg
Gdinné latky.

V ide4lnim pripadé by méla byt (&inna latka podéna tak, aby se dosahlo maximalni koncentrace
u&inné latky v plazmé asi 1 a2 asi 75 uM, vyhodné asi 2 aZ 50 pM a nejvyhodnéji asi 3 az asi
30 uM. Toho miZe byt napiiklad dosaZeno intravendzni injekci 0,1 az 5 % roztoku udinné
latky, pfipadng ve fyziologickém roztoku, nebo perorlnim podénim bolusu, obsahujiciho asi 1
a% asi 100 mg G&inné latky. Pozadovana hladina Gginné latky vkrvi mize byt udrZovéna
kontinualni infuzi, zaruujici dodani asi 0,01 aZ asi 5,0 mg dcinné latky/kg télesné hmotnosti
aden, nebo separatnimi infuzemi, obsahujicimi asi 0,4 aZ asi 15 mg GCinné latky/kg t&lesné
hmotnosti.
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I kdyz miize byt sloudenina v ramci uvedené terapie podana jako takova, je vyhodné podat ji ve
formé farmaceutické formulace.

Dal§im pfedmétem vynalezu je farmaceutickd kompozice, jejiz podstata spoliva vtom, Ze
obsahuje sloudeninu A nebo jeji farmaceuticky pfijatelny derivat, jeden nebo né&kolik
farmaceuticky pfijatelnych nosiéi a pfipadné dal$i terapeutické nebo/a profylaktické ptisady.
PouzZity nosi¢ nebo pouZité nosi¢e musi byt pfijatelny nebo museji byt pfijatelné v tom smyslu,
Ze je, popfipadé Ze jsou kompatibilni s ostatnimi pfisadami kompozice a nejsou zavadné pro
pfijemce takové kompozice.

Farmaceutické kompozice zahrnuji kompozice, vhodné pro peroralni, rektalni, nasalni, topické
(také bukvalni a sublingvalni), vaginalni nebo parenteralni (také intramuskuldrni, subkutanni
a intravendzni) podani, nebo formy, vhodné pro podani inhalaci nebo insulfaci. Tyto kompozice
mohou mit v pripadé potfeby formu diskrétnich davkovacich jednotek a mohou byt vyrobeny
libovolnou ze znamych metod, pouZzivanych ve farmaceutickém primyslu. Viechny tyto metody
zahrnuji stupefi, ve kterém se smisi (¢inn& sloudenina s kapalnymi nosi¢i nebo jemné
dezintegrovanymi pevnymi nosi¢i, nebo s ob&ma typy téchto nosi¢d, nadeZ se ziskany produkt
tvaruje do poZadované formy pro danou kompozici.

Farmaceutické kompozice, vhodné pro peroralni podani, mohou mit vhodné formu diskrétnich
jednotek, jakymi jsou kapsle, oplatky nebo tablety, pfi€emZ kazda zt&chto forem obsahuje
pfedem stanovené mnoZzstvi u¢inné latky. Dale miZe mit uvedend kompozice formu prasku nebo
granuli, roztoku, suspenze nebo emulze. Uvedena u¢inna litka muZe byt rovnéz podana jako
bolus, lektvar nebo pasta.

Tablety a kapsle pro peroralni podani mohou obsahovat konvenéni pomocné latky, jakymi jsou
pojiva, plniva, maziva, dezintegrani &inidla nebo smadeci &inidla. Tablety mohou byt
zapouzdfeny o sob& zndmymi postupy. Peroralni kapalné pfipravky mohou byt napiiklad ve
formé vodnych nebo olejovych suspenzi, roztokii, emulzi, syrupt nebo elixirii, nebo mohou byt
prvotné formulovany jako suchy produkt, ze kterého se teprve pfed pouZitim smidenim s vodou
nebo jinym vhodnym kapalnym nosi¢em vytvofi vySe uvedena kapalna peroralni kompozice.
Takové kapalné preparaty mohou obsahovat obvyklé ptisady, jakymi jsou suspendaéni ¢inidla,
emulgaéni &inidla, nevodna vehikula (ktera mohou zahrnovat pozivatelné oleje) nebo konzer-
vaéni ¢inidla.

Slougeniny podle vynédlezu mohou byt rovnéz formulovany pro parenteralni podani (napiiklad
injekci, napfiklad injekci bolusu nebo kontinualni infuzi) a mohou mit formu jednotkové davky,
naptiklad formu ampuli, pfedb&Zn& naplnénych injek&nich stiikadek, maloobjemové infizni
nadoby nebo vicedavkového kontejneru, pfitemz tyto formy obsahuji také pridana konzerva¢ni
¢inidla. Tyto kompozice mohou mit formu suspenzi, roztokdi nebo emulzi v olejovych nebo
vodnych nosi¢ich a mohou obsahovat formulagni éinidla, jakymi jsou suspendaéni ¢inidla,
stabilizadni ¢inidla nebo/a dispergadni &inidla. Alternativné miZe mit ucéinna slozka formu
pradku, ziskaného aseptickou izolaci sterilniho pevného produktu nebo lyofilizaci z roztoku,
pfitemz se ztakového prasku pfipravi teprve pfed pouZitim kapalnd kompozice smidenim
s vhodnym nosi¢em, jakym je napfiklad sterilni apyrogenni voda.

Za igelem topického podani na pokozku mohou byt slou€eniny podle vynalezu formulovany jako
masti, krémy nebo lotiony, nebo jako transdermalni nplasti. Masti a krémy mohou byt naptiklad
formulovany s vodnymi nebo olejovymi zaklady za pouziti pfidavku vhodnych zahu$tovacich
nebo/a Zelatizagnich ¢inidel. Lotiony mohou byt formulovany s vodnymi nebo olejovymi zaklady
abudou obvykle obsahovat jedno nebo né&kolik &inidel/ zvolenych zmnoziny, zahrnujici
emulgadni ¢inidla, stabilizaéni &inidla, dispergaéni &inidla, suspendaéni &inidla, zahuStovaci
¢inidla nebo barvici ¢inidla.
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Kompozice, vhodné pro topické podani do ust, zahrnuji pastilky, obsahujici d€innou slozku
v ochuceném zakladu, kterym je obvykle sacharéza, akiciovy extrakt nebo tragant, pastilky,
obsahujici G&innou slozku v inertnim zakladu, jakym je Zelatina a glycerin, nebo sacharéza
a akéciovy extrakt, a Gstni vyplachy, obsahujici (€innou latku ve vhodném kapalném nosici.

Farmaceutické kompozice, vhodné pro rektalni podani a majici pevny nosi¢, maji nejvyhodnéji
formu &ipkil, obsahujicich jednotkovou davku G¢inné latky. Vhodné nosi€e zahrnuji kakaové
maslo nebo jiné materialy, které se obvykle k tomuto Gcelu pouZivaji, pficemZ tyto Cipky se
obvykle pfipravuji smienim 0&inné slougeniny se zmék&enym nebo roztavenym nosi¢em nebo
nosi¢i, naslednym ochlazenim a tvarovanim ve formach.

Formulace, vhodné pro vaginalni podani, mohou mit formu pesarii, tampént, krémi, gelu, past,
pén nebo spreji, které vedle Gginné latky obsahuji obvyklé vhodné nosice.

Za G&elem intranasilniho podani mohou byt sloudeniny podle vyndlezu pouZity ve formé
kapalného spreje nebo dispergovatelného prasku, nebo ve forme kapek.

Kapky mohou byt formulovdny spoletn& svodnym nebo nevodnym zékladem, ktery miize
rovnéz obsahovat jedno nebo nékolik dispergaénich &inidel, solubilizagnich Cinidel nebo
suspenda&nich &inidel. Kapalné spreje se vhodné vypousti z tlakovanych nadobek.

Za u¢elem podani inhalaci se slougeniny obvykle vypousti z insuflatoru, mlhového rozpraSovace
nebo tlakované nadobky, anebo za pouZiti libovolného jiného prostfedku, vhodného pro
uvoliiovéni aerosolového spreje. Tlakovana nadobka mtiZze obsahovat vhodnou hnaci latku, jakou
je dichlordifluormethan, trichlorfluormethan, dichlortetrafluorethan, oxid uhlicity nebo jiny
vhodny plyn. V ptipadé tlakovaného aerosolu miZe byt jednotkova davka uvolnéna za pouZiti
ventilu, schopného p¥i kazdém zmagknuti ovladace ventilu uvolnit odméfené mnoZstvi obsahu
tlakované nadobky. '

Alternativné mohou mit slougeniny podle vynilezu za u&elem podéni inhalaci nebo insuflaci
formu suché praskové kompozice, napfiklad praSkovou smés sloudeniny podie vynalezu
avhodné praskové baze, jakou je laktéza nebo Skrob. Tato praSkova kompozice miZze mit
jednotkovou davkovaci formu, napfiklad formu kapsle nebo patrony, nebo naptiklad Zelatinové
tobolky, ze které miiZe byt uvedeny prasek aplikovan pomoci inhalatoru nebo insuflatoru.

V ptipadé, Ze je to Zadouci, mohou byt vySe uvedené kompozice upraveny tak, Ze uvolituji
aéinnou latku plynule v urditém ¢asovém intervalu.

Farmaceutické kompozice podle vynalezu mohou rovnéZ obsahovat dal3i G¢inné ptisady, jakymi
jsou antimikrobialni ¢inidla nebo konzervacni €inidla.

Slougeniny podle vynilezu mohou byt rovnéz pouzity v kombinaci s dalSimi terapeutickymi
&inidly, naptiklad s ostatnimi antiinfek&nimi inidly. Slouceniny podle vynalezu mohou byt
zejména pouzity spole¢né se zndmymi antiviralnimi ¢inidly.

Dalsim pfedmétem vynilezu je kombinace, obsahujici slou¢eninu A nebo jeji fyziologicky
prijatelny derivat a dalsi terapeuticky G¢inné &inidlo, zejména antivirdlni ¢inidlo.

Vyse uvedend kombinace miZe byt vhodn& formulovana pro pouZiti ve formé farmaceutické
kompozice a tudiz farmaceutickd kompozice, obsahujici vySe uvedenou kombinaci spole¢né
s farmaceuticky pFijatelnym nosi&em, pfedstavuje dalsi pfedmét vynalezu.

Vhodna terapeuticka &inidla pro pouZiti v takovych kombinacich zahrnuji acyklické nukleosidy,

jako acyclovir nebo ganciclovir, interferony, jako alfa-, beta- nebo gamma-interferon, inhibitory
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renalni exkrece, jako probenecid, inhibitory transportu nukleosidii, jako dipyridamole, 2,3—
dideoxynukleosidy, jako AZT, 2',3~dideoxycytidin, 2,3'-dideoxyadenosin, 2',3'-dideoxyinosin,
2',3'-dideoxythymidin, 2',3'-dideoxy-2',3'-didehydrothymidin a 2',3'-dideoxy-2',3'-didehydro-
cytidin, imunomodulatory, jako interleukin-2 (IL-2) a stimulagni faktor granulocytové makro-
fagové kolonie (GM-CSF), erythropoietin, ampligen, thymomodulin, thymopentin, foscarnet,
ribavirin a inhibitory vazby HIV k receptoriim CD4, napfiklad rozpustny CD4, fragmenty CD4,
hybridni molekuly CD4, glykosyla¢ni inhibitory, jako 2—-deoxy-D-glukdza, castanospermine
a 1-deoxynojirimycin.

Jednotlivé slozky takovych kombinaci mohou byt podany bud’ nasledné nebo soudasné
v separatnich nebo sloucenych farmaceutickych kompozicich.

V pfipadé, Ze se slougenina A nebo jeji farmaceuticky pfijatelny derivat pouZije v kombinaci
s druhym terapeutickym ¢&inidlem G¢innym proti stejnému viru, potom davka kazdé sloueniny
miZe byt stejna jako davka této sloudeniny, kdy se slouéenina pouZiva samotnd, nebo se od této
davky muZe ligit. Pro odbornika v tomto oboru nebude obtiZné takové davky stanovit.

SlouCenina A ajeji farmaceuticky pfijatelné derivity mohou byt pfipraveny libovolnym
vhodnym zpiisobem pro pfipravu sloudenin s analogickou chemickou strukturou, napiiklad
zplsobem, popsanym v evropské patentové pfihlasce 0382526 A2.

Pro odbornika v tomto oboru je zfejmé, Ze v pfipadé nékterého z niZze uvedenych zpilisobii mize
byt poZadované stereochemie slouCeniny A dosaZeno bud’ tim, Ze se pfi syntéze vychazi
zopticky &istého vychoziho materidlu, nebo rozitépenim racemické smési v libovolném
vhodném stupni syntézy. Pfi viech téchto zpisobech muze byt opticky &isty poZadovany produkt
ziskan rozstépenim findlniho produktu kazdé reakce.

Pfi jednom takovém zpiisobu se 1,3—oxathiolan obecného vzorce VIII

R o
s
S

(VIID),

ve kterém anomerni skupina L znamena od$tépitelnou skupinu, uvede v reakci s pfisluSnou bazi.
Vhodné skupiny L zahrnuji -OR, kde R znamena alkylovou skupinu, napfiklad alkylovou
skupinu, obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atomi, zejména methylovou skupinu, nebo R znamena
acylovou skupinu, napiiklad acylovou skupinu, obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi, zejména
acetylovou skupinu, nebo atom halogenu, naptiklad atom jodu, atom bromu nebo atom chloru.

Sloucenina obecného vzorce VIII se vhodné uvede v reakci s 5—chlorcytosinem nebo jeho
prekurzorem, tvofenym pfislunou pyrimidinovou bazi (pfedbézné silylovanym silylaénim
¢inidlem, jakym je hexamethyldisilazan), v kompatibilnim rozpoustédle, jakym je methylen-
chlorid, za pouZiti Lewisovy kyseliny, jakou je chlorid titanidity, trimethylsilyltriflat,
trimethylsilyljodid (TMSI) nebo sloudenina &tyfmocného cinu, jakou je chlorid cinicity.

1,3-Oxathiolany obecného vzorce VIII mohou byt naptiklad p¥ipraveny reakci aldehydu vzorce
VII s merkaptoacetalem vzorce VI v kompatibilnim organickém rozpoustédle, jakym je toluen,
v ptitomnosti kyselého katalyzatoru, jakym je napfiklad Lewisova kyselina, zejména chlorid
zinenaty.

HSCH,CH(OC,Hs), (VD
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Merkaptoacetaly obecného vzorce VI mohou byt pfipraveny o sobé znimymi zpisoby, napiiklad
zplisobem, popsanym G. Hesse-m a L. Jorder-rem v Chem.Ber., 85, str.924-932 (1952).

Aldehydy vzorce VII mohou byt p¥ipraveny o sob& zndmymi zpisoby, napfiklad zpisobem,
popsanym E. G. Halloquist-em a H. Hibbert-em v Can. J. Research, 8, str.129-136 (1933).
Surovy aldehyd vzorce VII miZe byt vhodn& pielistén pfevedenim na krystalicky hydrogen-
sititanovy adukt a naslednym zp&tnym pfevedenim na volny aldehyd.

P¥i druhém zpiisobu se slouenina A ziské interkonverzi slou¢eniny obecného vzorce IX

HOCH, B
o

S
(IX),

ve kterém B znamena bazi, konvertovatelnou na 5—fluorcytosin.

Takov4 interkonverze miize byt provedena bud’ jednoduchou chemickou transformaci (napriklad
konverzi uracilové baze na cytosin), nebo enzymatickou konverzi za pouZiti deoxyribosyl-
transferazy. Takové zplisoby a podminky jejich provadéni jsou velmi dobie znamé v odveétvi
chemie nukleosidi.

Pii tfetim zpiisobu miZe byt sloudenina obecného vzorce XI

R4
0]
"y

S
(XD

ptevedena na sloudeninu A konverzi anomerni skupiny NH; na 5—fluorcytosinovou bazi zpisoby,
které jsou velmi dobfe zndmé v chemii nukleosidi.

Mnoho z vy3e uvedenych reakci bylo rozséhle popsano v souvislosti se syntézami nukleosidi,
napiiklad v Nucleoside Analogs - Chemistry. Biology and Medical Applications, R. T. Walker
akol., nakl. Plenum Press, New York (1979), str. 165-192, avT. Ueda, Chemistry of
nucleosides and Nucleotides, sv. [, L. B. Townsend Ed. , Plenum Press, New York (1988), str.
165-192.

Je tfeba uvést, Ze vyse uvedené reakce mohou vyZadovat pouZiti vychozich latek s chranénymi
funk&nimi skupinami, pfi¢emZ tyto ochranné skupiny mohou byt za icelem ziskani poZadované
slou¢eniny odstranény v Grovni meziproduktii nebo findlniho produktu. Zavedeni ochrannych
skupin a jejich odstranéni miZe byt provedeno konven¢nimi postupy. Tak napfiklad aminové
skupiny mohou byt chranény skupinou, zvolenou z mnoZiny, zahrnujici aralkylovou skupinu
(naptiklad benzylovou skupinu, acylovou skupinu, arylovou skupinu (naptiklad 2,4—dinitro-
fenylovou skupinu) nebo silylovou skupinu. Nasledné ptipadné odstranéni ochranné skupiny se




20

25

30

35

40

45

50

pfipadné provadi hydrolyzou nebo hydrogenolyzou, vyhodné¢ za standardnich podminek.
Hydroxylové skupiny mohou byt chranéné za pouziti konvenénich ochrannych skupin
hydroxylové funkce, jak je to naptiklad popsano v Protective Groups in Organic Chemistry, 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). Ptiklady vhodnych ochrannych
skupin hydroxylové funkce zahrnuji skupiny, zvolené z mnoziny, zahrnujici alkylovou skupinu
(naptiklad methylovou skupinu, terc.butylovou skupinu nebo methoxymethylovou skupinu),
aralkylovou skupinu (napfiklad benzylovou skupinu, difenylmethylovou skupinu nebo trifenyl-
methylovou skupinu), heterocyklické skupiny, napfiklad tetrahydropyranylovou skupinu,
acylovou skupinu (napfiklad acetylovou nebo benzoylovou skupinu) asilylové skupiny,
napiiklad trialkylsilylovou skupinu (zejména terc.butyldimethylsilylovou skupinu). Ochranné
skupiny hydroxylové funkce mohou byt odstranény konvennimi postupy. Tak naptiklad
alkylova, silylova, acylova a heterocyklicka skupina mohou byt odstranény solvolyzou naptiklad
hydrolyzou za kyselych nebo bazickych podminek. Aralkylové skupiny, jako napfiklad
trifenylmethylova skupina, mohou byt také odstranény solvolyzou, napftiklad hydrolyzou za
kyselych podminek. Aralkylové skupiny, jako napfiklad benzylova skupina, mize byt odstépena
napiiklad za pouZiti systému BF;/etherat a anhydrid kyseliny octové a naslednym odstranénim
takto vytvofenych acetitovych skupin v pFislu$ném stupni syntézy. Silylové skupiny mohou byt
rovnéZz vhodné odstranény za pouZiti zdroje fluoridovych iontli, jakym je napfiklad tetra—n—
butylamoniumfluorid.

Pfi provadéni vyse uvedenych zpusobi se sloudenina A obvykle ziskd ve formé smési isomerti
cis a trans a z t€chto isomeri je zajimavou slouceninou pravé isomer cis.

Uvedené isomery mohou byt rozdéleny fyzikalnimi postupy, napfiklad chromatografii na
silikagelu nebo frakéni krystalizaci, a to bud’ pfimo, nebo ve formé vhodného derivéatu, naptiklad
acetatu (pfipraveného napfiklad za pouZiti anhydridu kyseliny octové), nalez se po rozdéleni
provede zpétna konverze na plivodni produkt (naptiklad deacetylaci za pouZiti roztoku amoniaku
v methanolu).

Farmaceuticky ptijatelné soli sloudenin podle vynilezu mohou byt pkipraveny postupy,
popsanymi v patentu US 4,383,114. Je-li tedy naptiklad Zadouci pfipravit adi¢ni sul slou¢eniny
A s kyselinou, potom miiZze byt finalni produkt z libovolného vyse uvedeného postupu pieveden
na sl reakci rezultujici volné baze svhodnou kyselinou za pouZiti konvenénich postupi.
Farmaceuticky pfijatelné adi¢ni soli skyselinami mohou byt pfipraveny reakci volné baze
s ptislu$nou kyselinou, ptipadné v pfitomnosti vhodného rozpoustédla, jakym je ester (naptiklad
ethylacetat) nebo alkohol (naptiklad methanol, ethanol nebo isopropanol). Soli s anorganickymi
bazemi mohou byt pfipraveny reakci slou¢eniny A s vhodnou bazi, jakou je napiiklad alkohol
(napfiklad methanol). Farmaceuticky pfijatelné soli mohou byt rovnéZ ptipraveny z jinych soli
slouceniny A, v&etné farmaceuticky pfijatelnych soli, a to za pouZiti konvennich metod.

Slou¢enina A muZe byt pfevedena na farmaceuticky pfijatelny fosfat nebo jiny ester reakci
s fosforylatnim &inidlem, jakym je POCIs;, nebo reakci s vhodnym esterifika¢nim &inidlem,
jakym je halogenid kyseliny nebo anhydrid kyseliny. Ester nebo siil slouteniny A miZe byt
pfevedena na plvodni sloudeninu napfiklad hydrolyzou.

Stépeni finalniho produktu nebo jeho meziproduktu, nebo vychozi latky, pouzité pro jeho
pfipravu, mize byt provedeno libovolnou vhodnou znamou metodou: viz napiiklad E. L.Eliel,
Stereochemistry of Carbon Compounds, McGraw Hill (1962) a S. H. Wilen, Tables of Resolving
Agent.

Tak napfiklad sloutenina A muiZe byt ziskana chirdlni chromatografii za pouZiti vhodné

stacionarni faze, jakou je naptiklad acetylovany beta—cyklodextrin nebo triacetat celuldzy,
a vhodného rozpoustédla, jakym je napfiklad alkohol, zejména ethanol, nebo vodny roztok
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napiiklad triethylamoniumacetatu. Alternativng mohou byt slouCeniny Stépeny mechanismem
enzymem mediovaného enantioselektivniho katabolismu za pouZiti vhodného enzymu, jakym je
cytidin—deaminaza, nebo selektivni enzymatickou degradaci vhodného derivatu s 5'-nukieoti-
dazou. V ptipadé, Ze se uvedené 3tépeni provadi enzymaticky, potom miZe byt enzym pouZit
bud’ v roztoku, nebo vhodngji v imobilizované formé. Enzymy mohou byt imobilizoviny
libovolnou vhodnou znamou metodou, naptiklad adsorpci na pryskyfici, jakou je Eupergit C.

V nasledujici &asti popisu bude vynalez bliZe objasnén pomoci konkrétnich pfikladii jeho

provedeni, které viak maji pouze ilustralni charakter a nikterak neomezuji rozsah vynalezu,
ktery je jednozna&n& vymezen formulaci patentovych nérokii.

P¥iklady provedeni vynalezu

Meziprodukt 1

(:l:)—cis—2—Hydromeethyl—-5—{5’-ﬂuorcytosin— '-yl)}-1,3—oxothiolan

i) 2-Benzoyloxymethyl-5—acetoxy—1,3—oxathiolan

Benzoyloxyacetaldehyd (216,33 g, 1,32 mol) se rozpusti v pyridinu (373 ml, 4,61 mol) a k ziska-
nému roztoku se ptida 1,4-dithian-2,5~diol (100,31 g, 0,66 mol). Ziskana heterogenni smés se
micha pod atmosférou dusiku po dobu jedné hodiny pfi teploté 60 az 65 °C. Po ukonéeni reakce
se ziska &iry roztok K reakéni smési se pfida dichlormethan (650 ml) a smés se ochladi na
teplotu 0 °C na l4zni soli a ledu. K roztoku, chlazenému na teplotu 0 az 5 °C, se v prabéhu 1,5 az
2 hodin po kapkach ptida acetylchlorid. Reakéni smés se potom micha po dobu 30 minut pfi
teploté 0 aZ 5 °C, nadez se opatrné nalije do chladného (0 °C) nasyceného roztoku hydrogen-
uhliitanu sodného. Organicka vrstva se oddéli. Vodna vrstva se extrahuje dichlormethanem (3 x
200 ml). Sloutené organické vrstvy se promyji nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného (3 x 200 ml a solankou (200 ml). Roztok se vysusi nad siranem sodnym a zahusti za
vakua. Stopy pyridinu se odstrani azeotropni destilaci s benzenem. Ziska se 320,79 g surového
produktu, ktery se piedisti destilaci v kuli¢kovém aparatu nebo filtraci skrze kratky sloupec
silikagelu (eluéni soustava: smés hexanu a ethylacetitu v objemovém poméru 3:1).

ii) cis- a trans—2-Benzoyloxymethyl-5—(N,'-acetyl-5"-fluorcytosin- "—yl)-1'-yl)-1,3—oxathiolan

5—Fluorcytosin (4,30 g, 33,3 mmol), hexamethyldisilazan (25 ml) a siran amonny (120 mg) se
zahfivaji na teplotu varu pod zpétnym chladiem aZ do okamZiku, kdy se cytosin rozpusti
(3 hodiny), nadeZ se v tomto zahfivani na teplotu varu pod zpétnym chladiem pokracduje jesté po
dobu 2 hodin. Hexamethyl disilazan se odpati za vakua a ke zbytku se pfida toluen (100 ml) za
uéelem odpafeni rozpoustédel. Rezultujici roztok bis(trimethylsilyl)fluorcytosinu v dichlor-
methanu (40 ml) se pod atmosférou argonu pfida k roztoku 2-benzoyloxymethyl-5-acetoxy-1,3—
oxathiolanu (8,537 g, 30,3 mmol) v bezvodém dichlormethanu (100 ml) a molekularnim situ
(4A, 2 g), ktery byl pfedb&zné pripraven pod atmosférou argonu a chlazen na teplotu 0 °C po
dobu 20 minut. K této smési se pfi teploté 0 °C prida /(trifluormethansulfonyl)oxy/trimethylsilan
(6 ml, 31 mmol) a rezultujici roztok se micha pfi okolni teploté po dobu 2 hodin. Filtrat se
dvakrat vytiepe do 300 ml solanky a jednou do destilované vody. Organicka vrstva se vysusi nad
siranem hofe&natym, zfiltruje a odpaii k suchu. Takto se ziska surovy 5—fluorcytosinovy derivat

(10,1 g).

R;= 0,57 (ethylacetat/methanol v objemovém poméru 9:1).
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Tento zbytek se bez jakéhokoliv dal$iho &isténi v nasledujicim stupni acetyluje. Surovy produkt
se rozpusti v bezvodém dichlormethanu (120 ml) a toto rozpusténi se provadi v baiice s kulatym
dnem o obsahu 500 ml a pod atmosférou argonu. K ziskanému roztoku se pfida triethylamin
(12,7 ml, 91,1 mmol) a dimethylaminopyridin (111 mg, 0,9 mmol). Baiika se potom ponofi do
ledu a zde se pfechovava pod atmosférou argonu po dobu jedné hodiny. Do chlazené. bariky se
pomoci injekéni stifkaky zavede anhydrid kyseliny octové (4,3 ml, 45 mmol), ktery byl pfedtim
pfedestilovan nad octanem sodnym. Ziskana smés se micha pfes noc, nafez se opatrné dekantuje
do Erlenmayerovy baiiky, obsahujici nasyceny roztok hydrogenuhligitanu sodného. Produkt
potom promyje destilovanou vodou anasledné jes$té roztokem solanky. Methylenchloridové
podily se vysus$i a odpafi k suchu za vysokého vakua, pfiemz se ziskd acetylovana alfa/beta-
smés ve formé& bezbarvé pény, majici po vysuseni hmotnost 9,6 g. Vysokotlakou chromatografii
za pouZiti eludni soustavy, tvofené smési ethylacetdtu a methanolu v objemovém poméru 9:1, se
ziska 3,1 g (7,8 mol, 46 %) &istého isomeru trans poZadované sloudeniny a 3,5 g (8,9 mmol,
30 %) &istého isomeru cis poZzadované slou€eniny.

trans-Isomer: R¢= 0,65 v soustavé, tvofené smési ethylacetitu a vody v objemovém poméru 9:1

U.V.: (MeOH) Lambda max: 309 nm,

'H-NMR & (ppm in CDCl;)

8,77 (b, 1H; C,NH-Ac), 8,06 (m, 2H; aromat.), 7,70 (d, 1H; C¢-H, Jcr =6,3 Hz), 7,62 (m, 1H;
aromat.), 7,49 (m, 2H; aromat.), 6,51 (dd, 1H; Cs-H), 5,91 (dd, 1H; C,-H), 4,48 (dd, 2H; C,-
CH,OCOCHs), 3,66 (dd, 1H; C4-H), 3,34 (dd, 1H; C,4-H), 2,56 (s, 3H; NH-COCHa)

cis-isomer: Rg= 0,58, ethylacetat/methanol 9:1

U.V.: (MeOH) Lambda max.: 309 nm,

'H-NMR & (ppm in CDCl;)

8,72 (b, 1H; C;/~NH-Ac), 8,06 (m, 2H; aromat.), 7,87 (d, 1H; C¢'-H, Jcr = 6,2 Hz), 7,60 (m, 1H;
aromat.), 7,49 (m, 2H; aromat.), 6,32 (dd, 1H; Cs-H), 5,47 (dd, 1H; C,-H), 4,73 (dd, 2H; C,-
CH,0COC¢Hs), 3,62 (dd, 1H; C4-H), 3,19 (dd, 1H; C4-H), 2,55 (s, 3H; NH-COCHs)

iii) ()-cis—Hydroxymethyl-5—(5"-fluorcytosin—1'-yl)-1,3—oxathiolan

1,2 g (3,05 mmol) cis—2-benzoyloxymethyl-5—(N4-acetyl-5'-fluorcytosin—1'-yl)-1,3~oxathio-
lanu se micha ve 30 ml roztoku amoniaku v methanolu pfi teplot¢ 0 °C po dobu jedné hodiny
a potom jesté pres noc pfi okolni teploté. Reakéni smés se odpafi za snizeného tlaku. Zbytek se
dvakrat rozette (2 x 30 ml) s bezvodym etherem. Pevny zbytek se rekrystalizuje z absolutniho
ethanolu, pfi¢emz se ziska 655 mg (2,64 mmol , 87 %) &istého poZadovaného cis-produktu.

Teplota tani: 204-206 °C,
R¢= 0,21 ve smési ethylacetdtu a methanolu v objemovém poméru 9:1).

Pozadovana sloudenina byla identifikovana 'H- a “C-nukledrni magnetickorezonanéni spektro-
skopii a ultrafialovou spektroskopii:
Lambda max. (H,0) : 280,9 nm.

cis-isomer:
'H-NMR & (ppm. DMSO-dg)
8,22 (d, 1H; C¢' -H, Jcr =7,26 Hz), 7,84 (d, 2H; C, -NH)), 6,16 (t, 1H; Cs-H), 5,43 (t, 1H; Cp-

CH,-OH), 5,19 (t, 1H; C,-H), 3,77 (m, 2H; C,-CH,OH), 3,35 (dd, 1H; C4+-H),
BC.NMR (DMSO-d)
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C6v C 2| CA’ CS'

153,46 158,14 134,63 126,32
(Jcr=14,0 Hz) (Je=24,1 Hz) (Jer=32,5 Hz)
Cs Cs C» CH,OH
86,82 36,80 86,77 62,32
Ptiklad 1

(-4—~Amino-5-fluor-1—(2-hydroxymethyl-1,3-oxathiolan—5-yl)-(1H)-pyrimidin-2-on

i) (¥)—cis-2-hydroxymethyl-5—(5'fluorcytosin— '—yl)-1,3—oxathiolanmonofosfat

K michané smési meziproduktu 1 (500 mg, 2,024 mmol) v bezvodém trimethylfosfatu (10 ml),
chlazené na teplotu 0°C, se po kapkach pfidd oxychlorid fosfore¢ny (1,22 ml, 13,1 mmol).
Reakéni smés se miché pti této teploté po dobu jedné hodiny, naéeZ se prudce nalije do ledové
vody. pH ochlazené reak&ni smési se nastavi na 3 pfidanim vodného IN hydroxidu sodného
a reakéni smés se zavede na sloupec aktivniho uhli (5 g, DARCO ktery se potom eluuje vodou
a nasledng ethanolem a vodnym roztokem amoniaku v objemovém poméru 10:10:1. Frakee,
obsahujici surovy monofosfat, se sloudi a odpafi a zbytek se zavede na sloupec 15 g DEAE
sephadex A25 (v HCOjs-cyklu). Eluce se provadi za pouZiti gradientu vody (300 mi), 0,IM
NH,HCO; (300 ml) a 0,2M NH,HCO; (100 ml). Odpafenim pisludnych frakei po zfedéni vodou
(30 ml) se ziska (£)-cis—2-hydroxymethyl-5—(5-fluorcytosin—1'-yl)-1,3-oxathiolanmonofosfat
ve formé bilého pevného produktu. ,

R¢= 0,5 (n-propanol/NH,OH 6:4),
vytézek: 612 mg (1,77 mmol, 87,9 %),

'H-nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

(D,0, hodnoty delta v ppm)

8,27 (d, 1H, C's-H, Jus= 6,47 Hz), 6,33 (dd, 1H, Cs—H), 5,47 (t, 1H, C-H), 4,84 (m, 2H,C—
CH,OH), 3,63 (dd, 1H, C,4H), 3,30 (dd, 1H, C4H),

gistota (stanovena vysokotlakou kapalinovou chromatografii): vy3si nez 99 %.

ii) (+)~cis—2-hydroxymethy}-5~(5'-fluorcytosin—1'-yl)-1,3—oxathiolan

K roztoku (+)cis—2-hydroxymethyl-5—(5'-fluorcytosin—1'-yl)-1,3—oxathiolanmonofosfatu
(100 mg, 0,29 mmol) ve 3 ml glycinového pufru (glycin (52,6 mg) a chloridu hofeénatého
(19 mg) ve vodé (10 mi) se v jediné porci pfida 5'-nukleotidiza (Sigma, 3,5 mg, 29 jednotek/
mg). Rezultujici smés se inkubuje za tfepani pfi teploté 37 °C. Reakce se sleduje vysokotlakou
kapalinovou chromatografii (chiralni sloupec alfa-AGP, elu¢ni &inidlo: 0,2M roztok fosfo-
re¢nanu sodného, majici pH 7, pritok: 0,15 ml/min) odebiranim vzorki a jejich analyzovanim
v jednotlivych intervalech. Po 2,5 hodiny byl pozorovan pouze (+)-enantiomer. Byl pfidan dalsi
enzym (2 mg) a v inkubaci bylo pokratovéano po dobu dalgich 3 hodin. Analyza vysokotlakou
kapalinovou chromatografii potvrzuje selektivni a Gplnou hydrolyzu (+)-enantiomeru. Rezultujici
smés se zavede na sloupec DEAE sephadex A-25 (v HCO;-cyklu). Eluce se provadi za pouZiti
vody (155 ml) a potom 0,1 a 0,2M NH,HCO; (100 ml kaZdého). Ptislu$né frakce, obsahujici
prvng eluovany nukleosid, se sloudi a zahusti. Zbytek se precisti na kratkém sloupci silikagelu za
pouziti elu¢ni soustavy, tvofené smési ethylacetatu a methanolu v objemovém poméru 4,5:0,5,

-12 -




10

15

20

25

30

35

40

45

50

apotom rozdéli vysokotlakou kapalinovou chromatografii (za pouZiti vySe uvedenych
podminek). Takto se ziskd &isty (+)—cis—2-hydroxymethyl-5—(5'-fluorcytosin—1'-yl)-1,3—
oxathiolan (23 mg, 0,093 mmol , 32 %) ve formé& bilého pevného produktu.

/alfa/? yepa = + 123° /c, 1,00, methanol),
teplota tani: 185 °C,

nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

(DMSO, hodnoty delta v ppm)

8,26 (d, 1H, C's-H, Jur = 5,22 Hz), 7,87 (s, 1H, NH,, D,O vyménitelny), 7,63 (s, 1H, NH,, D,O
vyménitelny), 6,20 (dd, 1H, Cs—H), 5,48 (t, 1H, C;H), 5,24 (t, 1H, CH,-OH, D,O vyménitelny),
3,84 (m, 2H, C,~CH,0H), 3,50 (dd, 1H, C,H), 3,37 (dd, 1H, C;H),

iii) (-)~cis—2-Hydroxymethyl-5—(5'-fluorcytosin—1'-yl}-1,3—oxathiolan

Ptisluiné frakce, eluované ze sloupce sephadexu a obsahujici v pofadi jako druhy eluovany
nukleosid, popsany ve stupni ii, se slou¢i a odpafi za sniZeného tlaku. Zbytek se rozpusti ve 2 ml
vody a uvede do styku s alkalickou fosfatazou (Sigma, 1 ml, 60 jednotek/ml), nadeZ se inkubuje
pti teploté 37 °C po dobu 1,5 hodiny. Rozpoustédlo se odpaii a zbytek se pfetisti chromato-
graficky na sloupci silikagelu za pouziti eluéni soustavy, tvofené smési ethylacetitu a methanolu
v objemovém poméru 4:1, a potom vysokotlakou kapalinovou chromatografii (pfi separaci je
pouzito vy$e zminénych podminek). Takto se ziska &isty (—)-cis—2—hydroxymethyl-5—(5'—fluor-
cytosin—1'-yl)}-1,3—oxathiolan (20 mg, 0,081 mmol, 28 %).

Teplota tani: 190 °C (za rozkladu),
R¢= 0,21 (ethylacetat/methanol 4:1),
UV-spektrum: (H,0) max. : 279,1 nm,

'H-nuklearni magnetickorezonan&ni spektrum:

(DMSO-dg, hodnoty delta v ppm)

8,25 (d, 1H, C'+-H, Jyz = 7,26 Hz), 7,88 (b, 1H, C''—NH,, D,O vymeénitelny), 7,85 (b, 1H, C's—
NH,, D,O vyménitelny), 5,24 (t, 1H, CZ—H), 3,83 (m, 2H, C,—CH,-OH), 3,19 (dd, 1H, C,—H),
3,15 (dd, 1H, C,—H).

V nasledujicim ptikladu bude ilustrovan alternativni zpiisob pfipravy slou¢eniny A.

Meziprodukt 2
(1'R,2'S,5'R)}-Menthyl-5R—~(5-fluorcytosin—1"-yl)-1,3-oxathiolan—2S—karboxylat

K suspenzi 5-fluorcytosinu (155 mg, 1,2 mmol) v methylenchloridu (1 ml) se pfi okolni teploté
apod argonovovou atmosférou postupné piida 2,4,6-kollidin (0,317 ml, 2,4 mmol) a terc.-
butyldimethylsilyltrifluormethansulfonat (0,551 ml, 2,4 mmol). Ziskana smé&s se micha po dobu
15 minut, pfi¢emz se ziskd &iry roztok. Zavede se roztok (1'R,2'S,5'R)}-menthylSR-acetoxy-1,3—
oxathiolan—2S-karboxylatu (330 mg, 1 mmol) v methylenchloridu (0,5 ml) a potom je$té jodtri-
methylsilan (0,156 ml, 1,1 mmol). V michani se pokraduje jest& po dobu 3 hodin. Smés se zfedi
methylenchloridem (20 ml) a postupn& promyje vodnym nasycenym roztokem hydrogen-
uhli¢itanu sodného, vodou a solankou, nakeZ se zahusti. Zbytek se vyjme smési etheru a hexani
(1:1, 10 ml) a nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhligitanu sodného (2 ml) a micha pfi
okolni teploté po dobu 15 minut. Vodna vrstva se oddéli a organicka faze se odstfedi, pfi¢emz se
ziska bily pevny produkt, ktery se promyje hexany (3 x 5 ml) a potom vysu¥i za vakua. Takto
ziskany (1'R,2'S,5'R)-menthyl-5R—(5"-fluorcytosin—1"-yl)-1,3—oxathiolan-2S—karboxylat
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(350 mg, 88 %) obsahuje asi 6 % (1'R,2'S,5',R)menthyl-5S—(5"-fluorcytosin—1"~yl)-1,3—oxa-
thiolan~2S~karboxylat (NMR). Tento produkt se rekrystalizuje ze smési methanolu, methylen-
chloridu a benzenu za vzniku krystalického produktu.

/alfa®p = +22° (¢, 0,19, MeOH)
teplota tani: 216-218 °C,

'H-nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

(CDCl;, hodnoty delta v ppm)

0,78 (d, 3H, J=7 Hz), 0,91 (t, 6H, J=7,3 Hz), 1,00 (m, 2H), 1,39-2,04 (m, 7H), 3,12 (dd, 1H,
H=6,6 Hz, 6,1 Hz), 3,52 (dd, 1H, J=4,7 Hz, 6,1 Hz), 4,79 (dt, 1H, J=4,4 Hz, 4,3 Hz), 5,46 (S,
1H), 5,75 QBir. s, 1H, vyménitelny), 6,42 (5t, 1H, J=5,0 Hz), 8,10 (ir.s, 1H, vymé&nitelny), 8,48
(d, 1H, J=6,6 Hz),

BH-nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

(CDCI;-DMSO-d6, hodnoty delta) 16,7, 21,2, 22,4, 23,7, 26,6, 31,8, 34,4, 36,6, 40,5,
472,77,1,79,1, 90,8, 126,3 (d, J=33 Hz), 137,1 (d, J=244 Hz), 154,2, 1583, (d, J=15 Hz),
170,1.

Ptiklad 2
2S-Hydroxymethyl-5R—(5'-fluorcytosin—1'-yl)-1,3~oxathiolan

K suspenzi lithiumaluminiumhydridu (10 mg, 0,54 mmol) v tetrahydrofuranu (1 ml) se pfi okolni
teploté a pod atmosférou argonu pomalu pfidd roztok (1'R,2'S,5'R)}~menthyl-5R—(5"—fluor-
cytosin—1"-yl)-1,3—oxathiolanu-2S—karboxylatu (54 mg, 0,135 mmol) v tetrahydrofuranu
(2 ml). Reak&ni smés se potom mich4 po dobu 30 minut, nateZ se k ni pfida prebytek methanolu
(2 ml) a potom jesté silikagel (3 g). Ziskana suspenze se zavede na chromatograficky sloupec
silikagelu a sloupec se eluuje elugni soustavou, tvofenou smési ethylacetatu, hexanu a methanolu
v objemovém poméru 1:1:1. Z odpovidajicich frakci eluatu se izoluje gumovity produkt, ktery se
vysusi azeotropni destilaci stoluenem, pfidemz se ziskd 20,7 mg (63 %) bilého pevného
produktu.

/alfa/*’p = +114° (c = 0,12, methanol),

'H-nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

(DMSO-dg, hodnoty delta v ppm)

3,14 (dd, 1H, J=4,3; 11,9 Hz), 3,42 (dd, 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 (3ir. m, 1H, vyménitelny), 7,83 (Sir. m, 1H, vyménitelny), 8,20
(d, 1H, J=7,66 Hz).

Ptiklad 3

Biologicka u€innost

i) Antiviralni uc¢innost

Antiviralni G&innost sloudeniny z ptikladu 1 proti HIV-1 byla stanovena za pouZiti nasledujicich
bunéénych fad:

buiiky C8166, lidska T-lymfoblastoidni buné¢na fada, infikovand kmenem RF HIV-1,
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buriky MT-4, lidska leukemicka T-bun&¢n4 fada, infikovana kmenem RF HIV-1.

Antivirlni G&innost v butikich C8166 byla stanovena inhibici tvorby bunéénych celkd,
vzniklych spojenim jednotlivych bun&k nebo dé&lenim jader bez rozdéleni plazmatu (syncytium)
(Tochikura a kol. Virology, 164, 542-546), zatimco antivirdlni (¢innost v buiikich 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)/. Antivirdlni G&innosti
v uvedenych bun&nych fadach byly také stanoveny analyzou mnoZstvi antigenu HIV p24,
syntetizovaného v pfitomnosti nebo absenci enantiomeri. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v tabulce 1 a v tabulce 2.

Tabulka 1
50 % antiviralni u¢innost (ug/ ml)
Test: Formazan Inhibice tvorby
syncytia

Buitky: MT-4 C8166
) Vir (HIV-1) HIV-1 RF HIV-1 RF
U¢inna latka
(+)-enantiomer vice nez | 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)
Buriky: C8166
Vir RF

(+)~enantiomer 0,1
(—)-enantiomer 0,0022
Meziprodukt 1 10,011
AZT 0,017
i) Cytotoxicita

Cytotoxicita slouéeniny z pfikladu 1 a racemické sloudeniny (meziprodukt 1) byla stanovena za
pouZiti dvou CD4-bun&nych fad: H9 a CEM. Sloudeniny, které byly takto testovany, byly
sériové zfed&ny z podatedni koncentrace 100 pg/ml na findlni koncentraci 0,3 pg/ml v 96
jamkovych mikrotitradnich plotnich. Do kazdé jamky bylo zaogkovano 3,6 x 10* bungk
(v nékterych jamkach mikrotitradni plotny jsou pfitomné builky bez G&inné litky a tyto jamky
slouzi jako kontrolni pokusy). Po 5 denni inkubaci pfi teploté 37 °C se polty Zivych bunék
stanovi pfevedenim obsahu jamek do hemocytometru a obarvenim bun&k trypanovou modfi.
Ziskané vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce 3.
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Tabulka 3

50 % cytotoxicita (pg/ml)

Utinna latka Buiiky CEM Buiiky H9
(+)-enantiomer 217 ‘ 334
(-)-enantiomer 148 296
Meziprodukt 1 173 232

PATENTOVE NAROKY

1. (-)Cis—4—amino-5—fluor—1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5—yl)}-(1H)-pyrimidin—2—
on nebo farmaceuticky pfijatelna sil, ester nebo sul esteru uvedené slouceniny.

2. Smés (-)cis—4-amino—5—fluor~1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5—yl)-(1H)-pyrimi-
din—2-onu nebo farmaceuticky pfijatelné soli, esteru nebo soli esteru uvedené slouceniny,
a (+)-cis—4—amino—5—fluor—1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan~5-yl)1H)-pyrimidin-2-onu
nebo farmaceuticky piijatelné soli, esteru nebo soli esteru (+)-cis—4—amino—5—fluor—1-(2—
hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5~yl)~(1H)~pyrimidin—2-onu, ve které je (+)-enantiomer pii-
tomen v mnoZstvi, nepfesahujicim 5 % hmotn..

3. Smés podle ndroku 2, vyzmnaé&ena tim, Ze (+)-enantiomer je pfitomen v mnoZstvi,
nepfesahujicim 2 % hmotn..

4. Smés podle ndroku 2, vyznaéena tim, Ze (+)-enantiomer je pfitomen v mnoZstvi
mensim neZ 1 % hmotn..

5. Farmaceuticka kompozice, vyzna&ena tim, Ze obsahuje (-)—cis—4-amino—5—fluor—
1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan-5-yl)~(1H)-pyrimidin—2—on podle ndroku 1 nebo smés
podle nékterého z naroku 2 aZ 4 spoleéng s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em.

6. (-)-Cis—4-amino-5—fluor-1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan-5-yl)~(1H)-pyrimidin-2—
on podle naroku 1 nebo smés podle n&kterého z naroki 2 aZ 4 pro pouZiti v terapii.

7. Pouziti (-)-cis—4—amino-5—fluor-1—-(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan-5-yl)~(1 H)-pyri-
midin—2—onu podle naroku 1 nebo smési podle n&kterého z néroki 2 az 4 pfi vyrobé léciva pro
1éeni virdlni infekce.

8. Pouziti (—)—cis—4—amino—5—ﬂuor—1;(Z—hydroxymethyl~1,3—oxathiolan—5—yl)—(1H)—pyri—
midin-2—onu podle naroku 1 nebo smési podle n&kterého z narokd 2 az 4 pfi vyrobé 1éCiva pro
lé¢eni infekce HIV.

9, Pouziti (—)—cis—4—amino—5—ﬂuor—-1—(2——hydroxymethyl—1,3-—oxathiolan—5-—yl)——(1H)—pyri-
midin~2—onu podle naroku 1 nebo smési podle n&kterého z naroki 2 az 4 pfi vyrobé léCiva pro
lé&eni infekce virem hepatitidy B.

Konec dokumentu
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