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(57) Anoctace:
Sloudenina L-nukleosidu vzorce /I/, kde R je
purinovd nebo pyrimidinovd bdaze. PouZziti
slouceniny /17 a fefich farmaceuticky vy-
znamnych soli pro vyrobu lé¢iva k 1é¢eni EBV
nebo HBV infekce. V preferovaném provedeni
, je idinnou slougeninou 2 -fluor-5-methyl-b-
| L-arabinofuranosyluridin /také oznateny L-
FMAU/, ktery je protivirovym ¢inidlem proti
HBV a EBV a vykazuje nizkou cytotoxicitu.
Dalsi pfiklady Géinnych sloudenin zahrnuji T
Ni-/2 -deoxy-2 -fluor-b-L-arabinofuranosyl/- g8
5-ethyluracil, N1-/2 -deoxy-2 -fluor-h-L-ara- )
binofuranosyl/-5-jodeytosin a Nj-/2 -deoxy-2
-fluor-b-L-arabinofuranosyl/-5-joduracil.
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Tento vyndlez spada do oblasti zplisobi- 1é&eni_hepatitidy viru
- ET

B (takeé oznaCovany jako “HBV") a Epstain-Bar viru (oznacdovany
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zainrnuiji poddvani uéinneho mnoZstvi jedne
nebo  vice zde ' popsanych  aktivnich slou€enin  nebo
farmaceuticky pifijatelného derivatu nebo proléfiva jednég

z téchto sloufenin.

Dosavadni stav techniky:

Hepatitida viru B dosdhla ve svdtd Grovni epidemie.Po obdobi
dvou aZ Sesti mds{&ni inkubace, kdy hostitel nevi o infekci,
nilZe wvést HBY infekce k akutnf{ hepatitidé a podkozeni
Jater,coZ vyvolavd bolesti bficha, Zloutenku a zvvySeni
hladiny = néktervch enzynfi v krvi. HBV zplisobuje prudkou
hepatitidu, prudce progreéivni, cdasto smrtelnou formu
nemoci, pri které ijsou velké &4sti jater znifeny.

Ubvyklé se pacienti z akutni virové hepatitidy uzdravi. U
nékterych pacientt vak vysoké hladiny wvirového antigenu
pfetrvavaiji v krvi po delfi nebo neomezenou dobu a
vyvoldvaii chronickou infekci. Chronické infekce mohou vést
ke chronické pfetrvdvajici hepatitid&. Pacienti inf ikovani
chronickou trvalou HBV jsou nejvice soustieddni v rozvoiovych
zemich.Uprost¥fed roku 1991 bylo pouze v Asii pfibliZns 225
miliond chronickych nosi&d HBY, a ve svdts kolem 300 miliond
nosi€f.Chronické .trvalé hepatitidy mohou zplisobovat
tinavu,cirhézu jater, hepatoceluldrni karcinom a primérné

rakovinu jater. -

V zapadnich primyslovych =zemich vysoce rizikové skupiny pro

HBV infekci zahrnuiji ty, kte¥i jsou v kontaktu s HRBV nosici




Ly

-

4

nebo s Jjejich vzorky krve.Epidemiologie HBV je .ve skutefnosti
velmi podobnd ziskani syndromu ztraty imunity, coZ
vysveétluje, pro€ ije HBV infekce b&%nd mezi pacienty s AIDS
nebo HIV- spojenymi infekcemi. HBV je vZak vice nakaZlivy neZ
HIV.

HBV je po tabdku druhou p¥idinou rakoviny 1idi.

Mechanigsmugs

» Kterym HBV indukuje rakovinu, neni zndmy, aviak

pI'edpoklada se, Ze je primym podnétem rozvoije tumoru, nebo
miZe rozvijet tumor nep¥imo pres chronicky =zanét, cirhdézu a

regeneraci bunék spojencu s infekeif.

Epstein-Barr virus (EBV) je ¢lendm rodu Lymphocryvptov irus,
ktery spada do podfeledd  ganmaherpesvirinae.Je zvlasts
lymfotropni.EPV na klasickou strukturu herpesvirfi, totiZ ieho
dvojity DNA  denom je  obsa¥en v ikosapentaedrickén
nukleocapsidu, ktery je, v ¥ads, obklopen lipidovym obalem
hust& pokrytym virovymi glykoproteiny.

Amorfni cobalovy protein zabird prostor mezi  obalem a

nukleocapsiden.

VSechny lidské oparové viry infikuji a replikuji se do urdits
niry v lymfocytech, ale EBV je vy¥konn&jisi. Vyznanndis{i je, e
patogeneze a hostitelské reakce na infekci EBV zavisi vice na
lymfocytni infekeci, neZ je to patrné u Jjinych 1idskych

oparovych viri.

EBV je nyni urcen jako pfifina B-bun&&nych
lymfoproliferaénich chorob a je fazen k variet® ostatnich
tEZKych a chronickych onenocnéni, v&etnd  vzdcného
progresivniho mononukledze podobného syndromu a ordani vlasoveé
leukoplakie u pacientfi AIDS.

Predpoklad, Ze EBV je hlavn{ pfi&inou ¢hronické idnavy, neni

podrobné prozkoumdn.
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EBV se primarné pfenasi slinami, avak neékteré infekce jsou
prenosné krevni transfuzi.Vice ne® 85 % pacientfi v akutni

fazi infek&ni mononukledzy vyluduje EBV.

EBV je spojovdna s rakovinou.

Nejméng dv& skupiny pacienth jsou v  nebezpedi rozvoije
EBV-spojenych lymfomii: ti, kteri pfijali transplantaty
ledvin, srdce, kostn{ dfen¥, Hater nebo brzliku pod ochranou

imunosupresivni 1éd

by, a pacienti s AIDS.
EBV-spojené karcinomy zahrnuii Burkittiiv lyvmfom a nosohltanovy

karcinom.

Ve svétle faktu, Ze hepatitida wviru B a Epstein-Barr viru ma
téZky a dasto tragicky vliv na infikovaného pacienta, trva

siln& potieba zajistit G€inny farmaceuticky prostfedek pro

1eéfenti lidi infikovanych viry s velkou toxicitou pro

hostitele.

Pfedmé&tem tohoto vyndlezu je tedy poskytnout sloufeninu,

kompozici, a zpisob lé€eni hepatitidy viru B.

DalZim predm&tem vyndlezu je poskytnout slauﬁehinu, konpozici

a zpfisob 1é¥eni Epstein Barr viru.

Prednét vyndlezu:

Zplisob 1éCeni hostitele, zeinéna clovéka, infikovaného HBV
nebo EBV se =zajisti tak, e zahrnuje podani HBV- nebo

EBV~1é¥ivého mnoZstui L-nukleosidu vzorce

OH

HO F




=
=2

B

kde R je purinova nebo pyrimidinova baze.

Ve wyhodném provedeni je nukleosid stanoven jako indikovany
enantioner a v podstate | za nepi*itonnost i ieho
korespondujiciho enant.iomeru ( napi . enantiomnerng

cbohaceny, v@etn® enantiomernd &iste formny) .

V jednon vvhodnsm provedeni ie nN€innou sloudeninou
2 —fluor~5—ﬁethyl—a-L—arabinofuranosyluridin (take
oznafovany jako L-FMAU). Tato sloufenina dje potencidlnim

antivirovym <¢&inidlem proti HEV a EBV a vvkazuie nizkou
cytotoxicitu.

Dal¥i  specifické priklady aktivni sloufeniny zahrnuijif
N1~(2’—deoxy-2’—fluor—a—L-arabinofuranosy1)—5—ethy1uraci1, |
N1-(27—deoxv—2d—f1uor~8—L-arabinofuranosyl)—5—10docytosin);

a

N1—(2'-demxv—z’—f1uor-s—Luarabinofuranosyl)u5—iodouracil_

V alternativnim provedeni ije L-nukleosid stanoveny pro
pouZiti pfi ledeni{ HBV nebo EBV tak, Ze obsahuje
2’—arabinohydroxylovou skupinu, napi:. L-arathymidin,

L-fludarabin, L-araguanosin, a L-arainosin, jak je zobrazeno

na obr.1.

Zde popsané L-nukleosidy a Jejich  farmaceuticky piijatelnd
formulace obsahuijici tyto slouCeniny jsou vhodné p¥i prevenci
a léfeni HBV infekc{ a jinych podobnych stavl jako anti-HBV
prot.ilatka pozitivni a HBV-pozitivni , chronicgé
poskozeni Jjater vyvolang HBV, cirhéza, akutni hepatitida,

prudka hepatitida, chronicka trvala hepatitida, a inava.

Sloufeniny  mohou byt podobné& pouZity pifi - 1é&en{

EBV-piidruZenvch nemoci .
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Tyto sloudeniny nebo formulace mnohou také byt pouZity
profylakticky k prevenci nebo zpoZddni progrese klinickych
onemocnéni u  Jjednotliveid, které jsou anti-HBY nebo anti-ERV
protilatka nebo HBV- nebo EBV-antigen pozitivni, nebo

byli vystaveni HBV nebo EBVY.

V dalfim provedeni mnohou byt G&innd sloufenina nebo jejf
nebo soli  podavany v' kombinaci nebo alternaci s
jinou  anti-HBY 14atkou nebo anti-EBV létkou, vifetng té&ch
uvedenyoh uyZe, nebo . anti-HIV ldatkou.

Dbecng b&hen alternativni léEbQ je 1i¢inne davkovani kaZde
latky poddvano v serii, zatimco pri kombinadni terapii je
acinné davkovani dvou nebo vice latek podavanych spoledins.
Davkovani bude zaviset na absordni,inaktiva®ni rychlosti a
rychlosti vylufovani 1€k, steindg jako na dalZich faktorech
znamych odbornikovi v oboru.Je potFeba poznanenat, Ze hmdnoty
davkovani se také budou ménit s t&Zkosti stavu, kitery se ma-
znirnit.Dale je zFejmé, Ze pro nékteré zvla¥tni subjekty by
nela byt uzpidsobena specificka davkovaci schemata a fasove
plany po dobu podle individudlni potifeby a odborného posudku

os0by podavaiici nebo dohliZejici na podavadni kompozice.

Neomezujfci pFiklady antivirovgch l&tek, které mohou byt
poqéity v kombinaci se zde popsanymi sloufeninami zahrnuijfi
(-)-enant.iomer Z2-hydroxymethyl-5-(5-f luorcytosin~1-y1)-1,3-
Oxathiolanu (FTC);

(=J)-enant.iomer 2-hydroxymethyl-5-(cytosin-1-y1)-1,3-oxathiolanu

(3T
karhovir, acyklovir, interferon,  BZT,

DPI (27,3 -dideoxyinosin), DDC (2,3 -dideoxycytidind,
L-DDC, L-S-F-DDC a DAT.

Popis aobrazkii:

Obr.1 =obrazuije vyhbranég L-nukleosidy, kterd spadaii do
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predloZeneho vyndlezu:

L-FMAU (2 -fluor-5-methyl-g-L-arabinofuranosyluridin),
L-FIaU (2’—f1u0r—5-jod—B—L—arabinofuranosvluridin).
L-FC (2’—f1uor—ﬁ—L—arabinofuranosylcytosin),

L-FIAC (2f—f1u0r—5-jod~B—L—arabinofuranosylcytosin),
L—2—C1—2’—F—2’—deoxyadenin,

L-TEAU (2’-fluor—ﬁ—ethyl—ﬁ—L—arabinofuranosyluridin),

L-arathymidin, L-fludarabin, L-araguanosin, a L-ara-inosin.

Obr.2 dJe graf v procentech Zivotaschopnvych bundk proti
kaoncentraci leécdiva L-FMAU v H1l buiikdch.

Obr. 3 je schematickyn zobrazenim prfipravy
1-0-acetyl-2.3.5-tri-0-benzoyl-g-L-ribofuranosy (sloucenina
10).

Ohr.4 je  schenatickyn zobrazenim alternativni pFipravy
1-0-acetyl-2,3,5~tri-0-benzoyl-g-L-ribofuranosy (sloufenina
10).

Obr.5 je schematick#m zobrazenim zpiisobu pfipravy
1.3.5-tri-0-benzaoyl-2-deoxy-2-f luor- ~L-arabinofuranosy

(sloucdenina 13).

Ghr.6 je schemat ickym zobrazenim zplisobu prfipravy
Ng—[3',5’—di—U~benzoy1~2’—deoxy—Z'—fluor—ﬁ—L—arabinofuranosyl]
=2,6-di-chlorpurinu’ ¢ sloufenina 15) a
Ng—[z'—deoxy—z’—fluor—ﬁ-L—arabinofuranosyl]

-2,6-di-chlorpurinu ( slouéenina 16).

Obr.7 je zobrazenim zpfisobu piipravy vice 2’—deoxy-2'-f1uor—6—

L-arabinofuranosyll -pyrimidind (sloufeniny 17 - 24).

Obr.8 je zobrazenim zplisobu pripravy N1—(2’—deoxy—21-fluor-B—L—

arabinofuranosyl)-5-jiodocytosinu (slouéenina 223,
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Obr.9 je zobrazenin ) zplsohu pripravy

9-@g-L-arabinofuranosvladeninu.
Obr.10 je zobrazenin alternativniho zplisobu p¥ipravy
1-0-acetyl-2,3,5-tri-0-benzoyl-g-L-ribofuranosy ( slouenina

10> z 1,2~di-0-isopropyliden-A-L-xylofuranosy (sloudenina 3).

Obr. 11 je graf koncentrace piazmy L-(-)-FMAU my$i po oralninm

podani v nastaveny das (kfiZek., 10 mg/kg podand ddavka ¢

dvakrat dennd) po 29 dni pféd farmakokinetickou studif a
potom se studie provede t¥icaty den pfi podéani ve steijné
koncentraci; tmavy kroufek, S50 mg/s/kg podavand ddvka po 29 dni
pr'ed studii a potom se provede rozbor tFicaty den v podani ve
steijng koncentraci :prazdny krouZek, 50 mgs/kg poddno poprve

prvni den studie).

Obr.12 je graf koncentrace L-(-)-FMAU v ijatrech mys{ PO
oralnim podéni v nastaveny &as (kfffek, 10 my/kg podana davka
4 dvakrat denn&) po 30 dni pied farmakokinetickou studii{
a potom se studie provede tFicAdty prvni den pi¥i podédn{ ve
stejine koncentraci;tmavy krouZek, 50 mg/kg poddvana davka - PO
30 dni pred studii a potom se provede rozhbor t¥icaty prvni
dén v poddni ve steiné koncentraci : prazdny krouZek, 50 ng /kg

podano poprvé prvni den studie).

Obr. 13a zobrazuje zménu hmotnosti t&la po tF¥iceti dnech

kentroly BDF1 samidky myEi.

Obr.13b a 13c zobrazuji zm&nu hmotnosti t&la po tficeti dnech
BDF1 sami¢ky my$i davkovani 10 mg/kg davky (13b) a 50 mgr/kg
(13c) L-(-)-FMAU. Uvedend hmotnost té&la =znameni primérnou a

standardni odchylku pé&ti aZ sedmi mysi.

Obr.14-20 predkladaiji klinickou chemii mnyZi plazmy po
podavani L-(-)-FMAU p¥i 10 mg/kg (ti¥i mv$i) neba 50 mng /kg

(t¥i my#i) podavino po t¥icet dni:
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Obr. 14 je Srafovany diagram koncentrace celkového bilirubinu

v plazmeé nysi v ng/dL.

Obr. 15 je Srafovany diagram koncentrace alkalicks fosfatasy

v plazmé& my3S{i v U/L.

Obr. 16 je Zrafovany diagram koncentrace kreatininu v plaznd

nysi v mgsdl.

Cbr.17 je Srafovany diagram koncentrace AST (SGOT, serum

glutamové stavelové transaminazy) v plazmé my3i v U/L.
Obr 18. je  Srafovany diagram koncentrace ALT (SPGT, serun

glutanoveé pyrovik transmindzy) v myvEi plazmé v U/L.

b

Obr.19 je sSrafovany graf koncentrace kyseliny mlédng v

plazmé ny$i v mmal /1.

Obr. 20 je Srafovany graf koncentrace mlécné dehydrogenasy v

plazmé mysSi v U/L.

Podstata vyndlezu

Jak bylo fefeno, termin “enantiomern® obohaceny” oznafuje
nukleosidovou kompozici, kterd =zahrnuje nejménd pFibliZns 95
%. a vyhodné& pribliZn& 97 %, 98 %, 99 % nebo 100 % jedingho

enantiomeru tohoto nukleosidu.

Zde pouZivany termin alkyl zejména zahrnuje, ale necmezuje
se na né€, €1 aZ Ci10 alkylové skupiny, v&etnd methyl, ethyl,
propyl, butyl, pentyl, hexyl, isopropyl, isobuty],
sek.-butyl.t-butyl, isopentyl, amyl. t-pentyl. cyklopentyl a
cyklohexyl.

Zde pouZivany termin acyl =zeiména zahrnuje, ale neomezeiu se

na né, acetyl, propionyl,butyryl, pentanoyl, 3-methylbutyryl,



hydrogen sukcinat, 3-chlorbenzoat, benzovl, acetyl, pivala?l,
methansulfonat, propionyl, valeryl, kyseliny kapronove,
kyseliny kaprylové, kyseliny Kkaprinové, kyseliny laurove,
kyseliny myristove, Kkyseliny palmitové, kyseliny stearové a

kyseliny alejove.

Zde pouZivany termin aryl, pokud neni definovdn jinak, znadi
fenyl .
Termin “chraneény", =zde pouZivany, pokud neni definovany

jinak, oznafuje skupinu, ktera se pFidd k dusikovénu nebo
kyslikovému atomu k zabrdnéni jeho dal¥i reakce v priitb&hu
derivatizace dalSich podilili molekuly, ve kterd je kyslik nebo
dusik umistén.

Pro odbornika v oboru organickyveh syntéz je znama Sirokd Pada

kyslik a dusik chrénicich skupin

Termin purinova nebo pyrimidinova  baze zahrnuie, ale
negmezuje se na n&, adenin, N6-alkylpuriny, N6é-acylpuriny
(kde je ccad Calkyl, arvl,alkarvyl, neho aralkyl>,
Hﬁ—benzylpurin, N6 -halopurin, N6é-vinylpurin,N6-acetylenpurin,
N6 -acylpurin, N6 -hydroxylalkylpurin, Né -thioalkylpurin,
thymin, cytosin, 6-azapyrimidin, 2-merkaptopyrimidin, uracil,
N3 -alkylpyrimidiny, NS-benzylpyrimidiny, N®-halopyrimidiny,
NS -vinylpyrimidin, N5 -acetylenpyrimidin, NB-acylpyrimidin,
NS -hydroxyalkylpurin, N6 -thicalkylpurin, S-azacytidinyl,
5-azauracilyl, triazolopyridinyl, imidazolopyridinyl,

pyrrolopyrimidinyl, pyrazolopyrinidinyl, .

Funkfni skupiny na bazi kysliku a dusiku jsou chrén&ny ijak je
nezbytné nebo  Zadouci. Vhodné chranic{ skupiny ijsou
odbornikovi v oblasti techniky dobfe zZndamé, a =zahrnuii
trimethylsilyl, dimethylhexylsilyl, t-butyldimethylsilyl,a
t-butyldifenylsilyl, tritylmethyl,alkylskupiny, acylskupiny
jako je acetyl, propionyl, butyl, methylsulfonvl, a
p-toluylsulfonyl. |
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Specificky =zahrnuije

cytosin, a S-ethvluracil.

Vynalezem, Jjak dJe zde
ledeni HBV infekce, EBV

podobnym zpidsobem, u lidského
je HIV, ktery zahrnuje podani
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fyziologicky prfijatelnych ‘soli,

prrijatelneém nosidi.
bud  anti-HBV aktivitu,

metabol izovdany na slouceninu

S~methyluracil

Sloufeniny podle
ant.i-EBV

nebo sloudeniny, které vykazuii
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(thymin), S-jodouracil,

popsan, Jje zpilisob a kompozice pro

infekce, a jinvch virl replikujicich

nebo zviteciho hostitele, jako

~

nfinného mnnoZstvi jedné nebo
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vyhodné na farmaceuticky

—

tohoto vvnalezu maj

aktivitu, nebo isou

ant.i~-HBV nebo anti-EBV aktivitu. Sloudeniny zde popsané mohou

byt také pouZity k lécdeni HBV a EBV sdruZenych nemoci.

Ufinnd sloufenina miiZe byt podana

ktery je pifi podani pffjemci
nepfimo vychozi latku,
sob&.

Neomezujicimi pTfiklady

soli Calternativné& oznadovang

-

nebo ktery vyvkazuje aktivitu

jako jakvkoliv derivat,

schopny poskytnout. pifimo nebo

sam o

jsou farmaceuticky prijatelné

iako "fyziologicky pfijatelne

sali"), a 5 a purinem nebo pyrimidinem acylovang nebo

alkylovang derivaty

aktivni

sloufeniny Calternativné

oznacovang jako “"fyziologicky aktivni derivaty”).

provedeni{
(napi. -CC(OR), wve

V jednom

kysel iny

cyklického C1 az Cio0

nethoxymethylu,

alkvlu,

je acylovou skupinou ester kyrboxyloveé

kterem e nekarbonvlova cast

'(RLT‘“"esterskupiny-“"vybrané"““z - -pfimého; --vétveného nebo--:

alkoxyalkylu vietneé

aralkylu v&etnd benzylu, aryloxvalkylu jako

je fenoxymethyl, arylu vcetn& fenyvlu vvhodné& substituovaneého

halogenem, €1 aZ Cg alkylem

nebo 4

aZ Cq alkoxyvskupinou,

estersulfonatu jako je alkyl nebo aralkylsulfonyl véetné

methansulfonylu, mono,
nebo monometoxytrityl,

(napi.

di nebo trifosforenan ester, trityl
substituovany benzyl, trialkvlsilyvl
dimethyl-t-butylsilyl)

nebo difenylmethylsilyl.
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Arylskupiny v esterech vyhodn& obsahuji fenyl nebo

] benzylskupinu. Alkylskupinou miZe byt prrimd, v8tvend neba

cyklicka ., vvhodné& C1 aZ C10 skupina.

I. Syntéza L-Nukleosidi
L-nukieosidy zde popsand€ mohou byt pFipraveny dale podrobnd

pPopsanymi zpﬁsoby, nebo zpiisoby znamymi z oblasti techniky.

Ve schematech syntéz popsanych ddle lze pou®it namisto

zde uvedenych jinad standardni c¢inidla, wvdéetns

ekvivalentnich kyselin, bazi a rozpouftédel, jak jsou znind
odbornikovi v oblasti techniky.gze pouZit Sirokou oblast
chranicich skupin kysliku a dusiku, které jsou popsédny, "
napi*., v Green a kol., "Protective Groups in Dréanic
Synthesis," John Viley and Sons, druhé vydani, 1991.

Vhodné chranici skupiny kysliku a dusiku zahrnuii, napiiklad.
trisubstituovanou silvlskupinu jako ie trimethylsilyl,
dimethylhexylsilyl t-butyldimethyldsilyl,
"t-butyldifenylsilyl, trityl, alkylskupina, acylskupiny ijako
Je acetyl, propionyl, benzoyl, p-NO2, benzoyl, benzyl nebo
toluyl, methylsulfonyl, nebo p-toluylsulfeonyl.

Funk&ni skupiny kysliku a dusiku na bazi heterocyklu .mohou

byt chrané&ny pied kondenzaci s cukrem.

Vhodnd redukéni &inidla zahrnuii NaBH4q, diisobutylaluminium
*- v 77 rhydrid-—- ¢DIBRT=H), " tetrahydroboritan™ " Tithny C(LiBH4). a

bis(metoxyetoxydaluminium hydrid sodny (Red-A1l).

Vhodna oxidadni ¢&inidla =zahrnuii vodnou Kkyselou kyselinu
chromovou °© C(HCr03),dichroman sodny (NazCrQ7>.pyridinium
chiorchroman (PCC), pyridinium dichroman (PDC), manganistan
draselny (KMnO4), tetraacetat olova/pyridin, kyslik na
katalyzatoru pletina/uhlik, RuOa, Rul4q /NalOg,




dimethylsulfoxid/dicyklohexylcarbodiimid (DMSO/DCC)  a donor
protonu, uhlic¢itan stfibrny, karbonattrifenylvizmut.,
Oppenaurova oxidace (alkoxid hliniku v acetonu) a oxid
nanganicity ( pro selektivni oxidaci allylovych nebo

benzylovych alkoholi za pritomnosti ijinych alkoholi).

Friedel-Craftsavy katalyzatory (Lewisovy kyseliny), kters
nohwu byl pouZity plfi  kondenzaCnich reakcich,zahrnuii Sniia,
ZnCla, TiCla, AlCIl3,FeCl3z, BFz~diethyleter a BCla. Tyto
katylyzatory vyéaéuji bezvodé podmninky. nebot p¥itomnost
vody sniZuje jejich aktivitu.Katalyzatory isou take
inaktivovany za pPitomnost.i organickych rozpoustédel s
aktivim wvodikem, jako Jjsou alkoholy a organické kyseliny.
Katalyzatory jsou typicky pouZivany v rozpoustédlech jakn ije
sulfid uhiiéit?, methylenchlorid, nitromethan,
1,2-dichlorethan, nitrobenzen, tetrachlorethan, chlorbenzen,
benzen, toluen, dimethylformamid, tetfahydrofuran, dioxan
nebo acetonitril. Bezvody chlorid hlinity neni rozpustny v

sulfidu uhliditém.Niedballa a kol.,J.0rqg.Chem.39,25 (1974).

Preferovanym katalyzatorem je SnCla. VYv¥hodnym rozpouStedlem
je 1,2-dichlorethan. Trimethylsilyltriflat miZe byt pouZit =za
stejnych padminek popsanvch vyZe pro Friedel-Craftsovy

katalyzatory.

Reakce probiha pri  teploté v rozmez{ od -10°C do 200 °©C.
Desilylace se mnfiZe provad&t s riiznymi reagenty, vcetné

kyseliny octove,kyseliny trifluoroctové, hydrogenfluoridu,

"n=tetrabutylamoniumf luoridu,” fluoridu ~draselného a pyridiniim

HC1.

S odkazem na obr.3, wvychdzeijicim z L-wxylosy (1a), klidouvy
meziprodukt 1-0-acetyl-2,3,5-tri-0-benzoyl-g-L-ribofuranosa

10> byl syntetizovan ¥ celkovén vyteZzky 20 %
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(L.Vargha,Chem.Ber.,1954, 87, 1351; Holy, A.. a kol.,Svnthetic
Procedures in Nucleic Bcid Chemistry, V1, 163-67).

Jak je wuvedeno na wobr.4, sloufenina 10 miife byt také
syntetizovana z draZEiho vychoziho materialu L-ribosvy
(Holy,A.,a kol., Syathetic Procedures in Nucleic Beid

Chemistry, V1, 163-67).

Obr.3 ilustruje alternativni syntézu sloufeniny 10 (vytéSek
23 %), ktery je nasledn& fluorovan v Cz (J.0rg.Chem., 1985,
50, 3644-47) a ziska se
1.3,.5-tri-0O-benzoyl-2-deoxy-2-f luoro-L-arabinofuranosa (¢13),
ktera byla kondenzovana s rilznymi bdzemi pfes broncukr k
poskytnut i 2’—deoxy—2’*fluorarabiuofuranosylnukleosidy v

riznych vyteZcich.

1.2-Di-0-isopropyliden- A -L.-xyvlofuranosa (3)

Do 650 mnl bezvodého acetonu byly pifiddny 4 ml koncentrovandg
kyseliny sirové, 5 g molekuldrniho sita (43), 80 g bezvodsho
siranu m&d natého a 50 g L-glykosy a sm&€s byla michana p¥i
teplot® mistnosti 36 hodin. Reak&ni smds byla .zfiltrovana
a dikladn& promyta acetonen, spojeneg filtraty byly-
neutralizovany hydroxidem amonnym a odpaifeny deosucha. Byl
pi'iddn ethylacetat (200 ml), potom =zfiltrovan a odpa¥en,
Vyt&Zeny olei, ktery byl rozpufZt&n ve 250 ml roztoku 2% HCI,

T byl nichdn pri feplot& mistnosti 2.5 hod. pH bylo udrovino na 8

nasycenvmn NaHCOz, potom byl odpaifen dosucha, zbytek byl
ext.rahovan ethylacetaten. Udsﬁranéhi rozpoustédla poskytne
Zluty olei sloufeniny 3 (41,7 g, 82,3 %).

1H-NMR (CDCl3): & 5.979 (d, J=3.78 Hz,1H, H-1); 4.519 (d, J =
3.6 Hz, 1H, H-2)> i 4.308 (bd, 1H, H-3>: 4.080 (m, 3H, H-4 a
H-5); 1.321 (s, 3H, CH3): 1.253 (s, 3H, CH3).
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1,2-Di-0-isopropyliden-3,5-di-0-o-tolylsulfonyl-d
-L-xyvlofuranosa 4)

Sloucenina 3 (40 g, 210 mmol) byla michéna v 500 ml bezvadého
pyridinu pfi 0 ©°C, zatimco TsCl (75 g, 393 mmnol) byl

rozpustén wve 100 ml CHClz a byl pfiddn po kapkdch. Po 3

hodinach byl p¥idan stejné jako predtim dalgi podi{l TsCl (50

g, 262 mnol) v 50 ml CHCiz. Sm&és byla michdna pifi teplots
mistnosti po 24 hod, potom ochlazena na 0 ©C, byla pFidéna
voda (10 nl), a michano pii teploté mnistnosti po 30 minut.

Reakéni smé&s byla vlioZena do 500 ml ledové vody, . extrahovéna
s CHClz <150 ml x 4>, promyta 1.5M HzS04 (150 ml x
4),nasycenym NaHCO3z (200 ml x 2), sufena (MgSOa).

Odstranénim rozpoustédla wvznikne hné&dy sirup, ktery bdhem
krystalizace z EtOH dava (4) jako bilou pevnou ldatku (103,8 g,
99%) .

1H-NMR (CDCl3)> & 7.282, 7.836 (m, 8H, OTs) :5.849 (d, J=3.51
Hz, 1H, H-1): 4.661, 4.779 (m, 2H, H-3 a H-4): 4.193 ¢ dd,
1H, H-2): 4.011 (d. 2H, H-5): 2.448, 2.478 (2s, 6H, -0Ts):
1.261, 1.320 (2s, 6H, CHz). |

4

1,2—Di—0—acetyl—3,S—di-U—p-tolylsulfnnyl—dﬂB-xylofurahosa 5)

Slou€enina 4 (70 g, 140,5 mmol) byla rozpuitdna v 700 ml

ledové AcUH a 100 ml Acz0, zatimco 50 ml konc.kyseliny sirové

bylo priddano po kapkdch pfi 0 ©C. Vysledny roztok byl michan
pfes noc p¥i teplotd mistnosti a potom nalit do 1 1 ledové
vady, extrahovan CHCls (200 ml X 4), promyt nasyc. NaHCOz,
suSen (MgSO4)>. Po odstrandni rozpouft&dla wve wvakuu byl

ziskan (5) jako sirup (82,4 g, vyts¥ek suroviny 110 %).
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Methyl—3.5~di—0—p—tolylsu1fonyl~4jB—xylofuranosa (B)

Surovina (5) ¢ 80 ¢) byla michana v 500 ml 1% HC1/CH30H pfi
teploteé mistnosti po 30 hod. Rozpoudt&dio bylo odstran&no za
sniZengho tlaku, zbytek rozpuftsn ve 200 ml CHClz, promyt
nasyc. NaHCO3, suSen (MgSQq).

Odstrangni rozpouitddla poskytlo (6) jako sirup ¢ 60 g, 90%

ze (4)).

Hethyl—2—0—benzov1—3.5—di-D—p—tolylsulfonyl—$7ﬁ*xylnfuranosid
7)

Sirup (6> ¢ 60 g, 127 mmol) byl rozpust.én ve 200 ml
pyridinu a michan pfi 0 °C, zatimco benzoylchlorid (40 ml,
345 mmol) byl pifid&n po kapkach, vysledny roztok byl michan
PT¥i teplat& mistnosti 17 hod. Byl zkoncentrovan na asi 50 ml,
potom vloZen do 300 ml ledové vody, extrahovan CHCl3, promyt
3N H2S04 a nasyc. NaHCOz, suSen (MgSO4>. Po odpaieni
rozpoust&dla byl ziskan (7> jako sirup ¢ 71 g, 97%).

Methyl-2.3,5-tri-0-benzoyl- A- 8 -L-ribofuranosid (9)

Sirup (7> ( 70 g) a benzoat sodny (100 g, 694 mmol) byl

-suspendovan--v- 1200 n1l-DMF -a- mechanicky mfchan pod ref luxen po

26 hod. Byl ochlazen na teplotu mistnosti a potom vloZ¥en do 1
I ledové vody, extrahovdn etherem, suZen (MgSD4)

Odpafenim rozpoudSt&dla byl =iskin sirup (50 g, 8a a 8h),
ktery byl rozpuZtén ve 180 nl pyridinu a bhenzoylovan ¢(BzCl1,
20 ml, 172 mmol) po 17 hod p¥i teplotd mistnosti. Po skonfenf{
byl ziskdn (9) jako hn&dy sirup (48 g, 83% ze (7).
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1-0~-acetyl-2,3,5-tri-0-benzoyl-g-L-ribofuranosa (10)
Sloufenina (9) (26 gfi54,6 mmal) byla zpracovana s 275 ml
ledové kyseliny octové, 55 ml acetanhydridu a 16 ml konc.
kyseliny sirové pifi 0 ©C pri teploté mistnosti po 17 hod.
Potom byla nalita do 1 1 ledoveé vody, extrahouéna
chloroformem ¢ 200 ml x 4). Spojeng extrakty byly promyty
nasyc. NaHCO3z a sufeny (MgSO4q). Po odstranéni rozpoustédla byl
ziskan hnédy sirup, ktery byl zpracovan s ethanolem za vzniku
(10) jako bilé pevné latky . (8,8 g, 32%). b.t. 124.7 ©C,
lit..129-130 ©C; D forma:130-131 °C [Alp = -45,613 (c 1.0, CHCI3)D,
D forma:[ 1p = +44,2

1Hg-NMR (CDCl3): & 7.317, 8.134 (m, 15H, 0Bz2>; 6.437 (L, 1H,
H-1>; 5.835 (m, 2H, H-2 a H-3); 4.649 (m, 3H, H-4 a H-9)
2.003 (s,3H, CH3COO-) -

1-0O-acetyl1-2.3,.5-tri-0-benzoyl-g-L-ribofuranosa

( 2z L-ribosy)

L-Ribosa ¢ 5 g, 33.3 mmol) byla suspendovéana ve 120 ml 1%
HC1/MeOH a michdna p¥i teplot® mistnosti po 3 hod. aZ se ziska
jasny roztok. Reakce byla zchlazena pifiddnim 30 ml bezvodého
pyridinu, potom byla latka odpafena za sniZeného tlaku.
V¥sledny sirup byl odpa¥en spolu s pyridinem ¢ 30 ml x 23,
potom rozpuftén v 80 ml bezvodého pyridinu a michén pfi O
..o, _zatinmco. benzoylchlorid (20 ml, 172 mmol) byl pfidan po_
kapkiach. Po michani pii pokojové teplotd po 17 hod byla reakce
ukonena. Voda 10 ml) byla p¥idéna a sm&s byla michdna pri
teplotd mistnosti 0,5 hod, potom zkoncentrovana na asi 50 ml,
vlita do 150 ml ledové vody, extrahovana chloroformem ¢ 50 nl
x 4), promyta postupng 3N HzS04 ¢ 30 ml x 2). nasyc NaHCOz (
30 ml % 3), a suSena (MgS04). |
Odstrang€nim rozpoustédla byl ziskdn (9) jako 13 g sirupu.

Surovy (9) byl rozpustén v 80 ml HBr/AcOH ( 45%, hmotn./obij.>
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a michédn pii teplot® mistnosti po 1.5 hod. Do této smési byla
pitiddna ledova kyselina octova ¢ 50 ml) a vysledny roztok byl
nichdn pri 0 ©C, pFifem¥ 34 ml vody bylo pomalu pridavano pi‘i
udrZovani teploty pod 7 ©C. Potom byl michén pi*i  teplote
mistnosti po 1 hod, vnesen do 200 ml ledovd vody, extrahaovan
chloroformem (50 ml x 5). Spojene extrakty byly promnyty

nagye. NaHCOs | suZ: (Mg5042 .

Fo odstranéni rozpoustddla se ziskal sirup (13 g), ktery hyl
rozpustén wve 40 ml bezvodeho pyridinu,michdn p¥fi 0 ©°C. Po
kapkach byl pfiddn acetanhydrid (14 ml, 148.4 mmol). Po
ukonéeni reakce byl produkt vnesen do 150 nl ledove vody,
extrahovan chloroformen ¢ 50 ml x 4}, promyt postupnd 4N
H2S04 (30 ml1 x 2), nasyc.NaHCD3z (50 ml x 2), a usufen (
MgS04q) .

Po odstran&ni rozpoust&dla a zpracovdni s methanblem byl

ziskdn (10> jako bila pevna latka ¢ 9,2 9, 53,7% z L-ribosy).

1.3.5-Tri-0-benzoyl- A ~L-ribofuranosa ¢(11)

Slou¢enina 10 ¢ 9 g, 17.84 nnol) byla michdna v 10 ml CH2Cl2
pi'l 0°C, zatimco 70 ml CHzCL» obsahujiciho HBr (3,2 g, 30.5
mnol) bylo priddnc v jedné ddvce. Sm&s byla michdna pi¥i 0 OC
Po 3.5 hod, byla piiddna voda ¢ 55 ml) a snds byla michdna pfFi
teploteé mistnosti 18 hod. Organickd vretva byla odebrina,

promyta nasyc. NaHCOs3 , susSena (MgS04) . Po  odpafeni

- fezpousSt&dla - byla -zfskdna p&na, kterd po rekrystalizaci Tz

CHzClz a n-hexanu poskytla (11) jako bilou pevnou latku. (6,2

9. 75,5%).b.t. 137-138°C, 1it.140-141 ©°C,[ Ip = -81,960 (¢ 0,55,

CHClz; D forma: [eAlp = +83,71.

TH-NMR (CDClz): & 7.312, 8.187 (m, 15H, OBz) : 6.691 (d,
J=4.59 Hz, H-1): 5.593 (dd, Ja-3= 6.66; Jz-3=1.8 Hz, 1H,
H~30: 4.637, 4.796 (m. 4H, H-2, H-4 a H-5); 2.3 (b, OH.
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1,3,5—Tri—0—benzoyl—2~ 0 - imidazosulfuryl —=A - L -

ribofuranosa (12

Sloufenina (11> ( 5, 94 g, 12,84 mmol) byla michdna v 50 pi
bezvodsho CHzClz PEi -15°C  (suchy led-CCl4). Bezvody DMF 15
ml) a sulfurylechlorid (3,2 ml, 3.98 nmmol) byly prfidany
postupn€. Roztok hvl michdn pii . -15 op PO 30 min a poton
ponechan pifi teplots mistnosti po 4 had. Ve tiech &astech by 1
Priddn imidazol ¢ 8,7 9. 12,78 nnol), piifems reakéni smeés
byla chlazena v ledové lazni. Potom byla nichdna p¥i teplots
mistnosti po 17 hod. Snds byla wnesena do 150 nl ledové vady
a vadni fdze byla extrahovina CHz2Clz € 50 ml x 3). Spojené
organickeé vrstyy byly promnyty vadou a sudeny (MgSQq) .
Purifikace na koloné& Chexan:EtDAc/5:1 - 1:1) poskytla (12)
jako pevnou bilou 14tkg ¢ 3.7 g, 49%). m.p. 124,.5-125,5 °C.-
lit: 129 eo(; Al = -68,976 D forma: +66,154.

1H~NMR (CDCl33: & 6.9, 8.2 (m, 18H, Af—H) P 6.67 (d, J=4._4

Hz, 1h, H-1) ; 5.59 (dd, 1H, H-3), 5.21 (dd, 1H, H-2) ; 4.5,
4.8 (m, 3H, H-4 a H-5).

1,3,5~Tri~U—benzoyl—2-de0xy—2—fluor-u£— L-

arabinofuranosa (1)

Suspenze (12) ( 3,33 9. 5,62 mmol), KHF> (1,76 g9, 22,56 mmol)

. V.30 ml 2,3-butandiolu . byla ~michdna pod argonen. Byla

zahf'{vana na 150 ©C zat{mco byl pridavédn 1 ml HF /H20 (48%,
27,6 mmol) a snds byla michana p¥i 1e0eC po 1,5 hod.Byla
pfiddna ledova solanka ke Zzmrazeni reakce, a poton byl roztok
ext.rahovan methylenchloriden C 50 ml x 4). Spojené extrakty
byly promnyty solankau, wodou, nasyc. NaHCQs, suseny nad
bezvodyn siranem hofeénétﬁm a aktivnim uhlim (Darco-60).Pot.on

byl nalit na podlo®ku ze silikadgelu (¢ 5 cnm X 5 cm), pronyt
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methylenchloridem a potom EtOARc za vzniku sirupu, pridemZ 2z
95% EtOH byl krystalizovan (13) (1,3 g, 49.8%).
b.t. 77-78 °C; 1it.:82 or.

1H~NMR (CDCl3)>: & 7.314, 8.146 (m, 15H, OBz): 6.757 (d, J=9._1
Hz, 1H, H-1>: 5.38 (d, J=48.5 Hz, 1H, H-2) : 5.630 (dd,
J=22.5 Hz, 1H, H-3): 4.768 (m, 3H. H-4 a H-5).

Hg—[3',5'—Di-D—benzoyl—z'—deoxy-z'—f1uor*a—L—arabinofuranosyl]
—2,6—di~chlorpurin 15>

Sloufenina 13 (464 ng, 1 mmol) byla rozpuftdna v 10 ml
methylenchloridu, zatimco bylo pfiddno 1,4 ml HBr/&cOH (45%
hmotn. /obj.). Roztok byl michan pfi teploté mistnosti po 24
hod, a potom odpafen dosucha. Zbytek byl rozpuitén ve 20 mi
nethylenchloridu a promyt wvodou, nasyc. 'NaHCDa, sufen
(M9504). Filtraci a odpafenim vznikl bromcukr (14) (100%,
na zakladeé TLC).

Ve stejnoun dobu byl 2,6-dichlorpurin (378 mg, 2 mnnol)
suspendovan v 15 ml HMDS a 2 mg siranu amonného, a poton.
vafen pod zpgtnym chladiem 2 hod. HMDS byl odpafen ve

vysokem vakuu pod dusikem Nz za vzniku bilé silvlovang bhaze.

Bromcukr 14 byl rozpusten ve 259 ml bhezvodeého

1.2-dichlorethanu. Vysledny roztok byl pFfidan do silylované

- -bdze pod- N2-.--Sm&s -byla michdna pod refluxem po 2 dny. Byl

prfidén chloroform, a potom postupné pronyvan vodou ¢ 20 ml x
2>, nasyc. NaHCUz € 20 ml x 2), nasyc. NaCl raztok (20 mlnx
2), a suSen (MgSO4). Z CHCl3 krystalizovala sloufenina 15
(105 mg, 19,7%). b.t. 158 ©C: D forna: 158 °C.

UV (methanol): A max: 238.50 nm, 273.0 nm.

.
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TH-NMR (300 MHz. DMSO-de) : & 8.82 (d, J=1.5 Hz, 1H. H-8):
7-49, 8.33 (n, 10H, OB2) ; 6.767 (dd, Ju-n= 4 Hz, Kp-n=13.8
Hz, 1H, H-17): 5.854 (dq, J=67.4 Hz, 1H, H-2">: 5.910 (n, 1H,
H-37) : 4.751 (m, 3H, H-4  a H-5)

Ng—[2’—deoxy—2'—fIuor—B~L—arahinofuranosyl]—2,6—di-ch10rpurin
(16)

Sloudenina (15) (70 ng, 0,13 mmol> byla rozpufténa ve 25 ml

nasyc. NH3/CHzOH v utdsnéné acelovs bomb& a zahifivdna na 90

byla ziskana Zlutd polotuha latka, kterd byla &iZtsna
preparativni TLC (9:1/CHCl3:CHz0H).

Lyofilizaci z vody a 1,4-dioxanu hvl ziskan bily prasek (16)
€30 mg, 75 %>.UV (H20) pH2,}{max 212.00 nm, 263.50 nn (E6711):
PH7, A max 213.50 nn, 263.00 nm (€ 7590>: pH 11. ) max 213.5 mm,
263,00 nm (E 5468).

_ TH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 8.279 (d, J=1.5 Hz, 1H, H-8):

7.908 (bs, 2H, NH2); 6.321 (dd, JH-n=4.4 Hz, Jr-g= 13.8 Hz,
1H, H-17); 5.986 t, 1H, 5 -0H); 5.230 (dt. Jr-n= 52.6 Hz,

1H, H-27>: 5.115 (4, 1H, 3 -0H): 4.425 (dq, Je-u= 19 Hz, 1H,

H=3"); 3.841 (m. 1H, H-47);: 3.636 (d, 2H., H-57).

ul—(z'—neoxy—z'—fluor—a',5'—di*u—benzyl—B-L—arabinofuranosyl)—
thymin 17>

Do roztoku (13> ¢ 400 mg, 0,86 mmol) v bezvodém CH2Clz (10 mi1)
byl pr'iddn bromovodik v kyseling& octoves ¢ 45% hmotn. /obij.,
1.5 ml), a =ziskany roztok byl michan pr'i  teplotd mistnosti po
17 hod. Po odpafeni rozpou¥tddla a spoledném odpafeni s

toluenem byla ziskdna sloufenina (14).

—
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Ve stejnou dobu byl thymin (215 ng, " 1.72 mmol) vafen pod
zpetnym chladifem v HMDS ¢ 25 n@l) pod dusikem 17 hod a byl
ziskan honogenni roztok. Po odpafeni rozpoustddla byl ziskan

silylovany thymin.

Roztok (14> v dichlotmethanu ( 30 ml)> byl piFidan do

silylovangho thyminu a vy¥sledny roztok byl vafen pod zpé&tnym

chladifem pod dusikem 3 dnv.  Bvla pifidina wnds C & PSLom byl

rrodukt extrahowvan CHC13. Organicka vrstva byla promyta
vodou, solankou a sufena (MgS04a).Po odpafeni rozpoustédla se

ziskal syravy produkt., ktery byl &igtén preparativni TLC

PE1 pouZiti 2% MeOH/CHCl: za vzniku:(17) (235 ng, 58%). m.p*

99 - 101 °C. IV (Methanal): 230, 264 nm [Alp = +22, 397

YH-NMR (CDClz>: & 7.343 - £.389 (n, 12H, Ar-H, NH>: 6.34 dd,
JH-H= 2.97 Hz, Jr-m= 28.32 Hz, IH, H-1: 5.383 (dd, Jy_n=
2.7 Hz, Jr-u = 63.27 Hz, 1H, H-2); 5.565 (dd.1H, H-3 ):
4.812 (d, 2H, H-5); 4.466 (m, 1H,H-4 ): 1.775 (s, 3H, CHz).
Anal. (C2qHz1N207F), C: 61.01: H, 4.57; N: 5.73: F:9.92.

H1—(2'—Deoxy—z’—f1uor—B—L—arabinofuranosyl)-thymin 18>

Slou€enina (17) (145 ng, 0,309 mmol) byla =zpracovdna s
NH3z /CH30H pffi  teplotd mistnosti po 18 hod. Po odpareni

rozpoustédla a purifikaci preparativni TLC ¢ 15% MeQH/CHCl3)

byl ziskan (18> ¢ 70 mng, 87,5%). b.t. 174-175 °oC. UV: 264 nm,

[AIp= -104,36.

H-NMR (DMSO-de)>: & 11.401 (s, 1H NH): 7.575 (s, 1H, H-6);
6.093 (dd, Ju_n= 4.41 Hz, Jr-n 15.6 Hz, H-1"); 5.844 (d, 1H,
3'-0H>; 5.019 (dt, Jp-p= 53.3 Hz, 1H, H-27)5; 5.087 (t, 1H,
5°-0H); 4.194 (dq, 1H, H-3 ): 3.647 (m, 3H, H-4  a H-5);:
1.781 (s, 3H, CH3). Anal. (C10H13N2F0s), C: 44.80: H: 4.97;
N:10.04; F:7.03.
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N1—(2'-Deoxy42'—fluor-3’,5’—di—U—benzoyl—B—L—arabinofuranosyl)~
S-ethyluracil (19

Do roztoku (13) v bezvodém dichlormethanu (10 ml) byl priddn
bromovodik v kyseling& octové ( 45% hmotn./obi.. 0,97 ml,
5,385 mmol). Roztok byl michan pTi teplotd® mistnosti po 18

hod, a po odpafeni rozpoudtédla a spoledném odpafeni s

toluenem byl ziskan (14).

Ve steinou dobu byl 5H-ethyluracil <0,75 g, 5,39 mnaol)
suspendovan,v HMDS ( 10 ml) siranem amonnym ¢ 5 mg) a vafen

pod zpétd& chladifem 5  hod pod dusikem za wvzniku

homogenniho roztoku.

Roztok silylovang hdze byl odpaifen dosucha se zabranénim

pPristupu vlhkosti. Do vzniklého sirupu byl piidan roztok (14)

v bezvodén 1.2-dichlorethanu (10 ml).Reak@ni sm&s byla
michana pifi 95 ©°C pod dusfkem 20 hod, potom odpa¥fena pod
vakuem dosucha za wvzniku Zlute pevné latky, ktera byla
smisena s 5 ml CH3OH/CHCl3 (1:1) a zfiltrovdna. Filtrat byl
odpafen a zbytek byl chromatografovan na kolons silikagelu
(CH30H/CHC13;0~1%) za vzniku hilé pevné latky (19) (0,557 g,
100%) .

1H-NMR (DMSO-ds>: & 11,55 (s, 1H, NH>: 7.51, 8.08 (m, 10 H,
Ar-H); 7.32 (s, 1H, H-6Yi 6.29, 6.37 (dd. Ju_u= 3.7 Hz,
Jr-n=20 Hz, 1H, H-1): 5.68 - 5.75 (dd, Je-u= 20 Hz., 1H.
H-37), 5.47 - 5.65 (dd, Jr-n= 54 Hz, 1B, H-2)>: 4.62 - 4.83
(m, 3H, H-4 a H-57): 2.01. 2.09 (q, 2H, CHzCH3); 0.85 (t.
3H, CHz).

N1—(2'mDeoxy-Z'—fluor—awL—arabinofuranosy1)—5—ethy1uracil
20>

Sloufenina (19> (500 mgd byla rozpusitdna v methanol icken
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amoniu (50 ml> a michdna p¥i teplot& mistnosti 44 hod.
Roztok byl odpafen dosucha za wvzniku bilé pevné 1&tky (0.4
g, kterd byla chromatografovana na kolons silikagelu.
(CH3z0H/CHC13, 0-5%) za vzniku bilé pevné latky (20) (240 ng,
84%). b.t. 158-161 oC. '

UV (MeOHY @ A max 260 nm

-

-

T

TH-NMR (DMSO-de)>: & 11.42 (s. 1H. NHY: 7 57 (s, 1H

L
n—

vl
<
N7

6-10, 6-17 (dd, Ju-u = 5.0 Hz, Jr-u= 14 Hz, 1H. H-1 ): 5.88
(bs, 1H, 3"-0H): 5.14, 5.19 (n. 2H, H-2° a 5 -0H); 4.98 (t,
1H, H-37); 4.22, 4.28 (n, 1H, H-4 ): 3.55, 3.78 (m, 2H, H-5 )

Anal . (Ci1 HisNz20sF): C: 47.93; H: 5.56: N: 10.06 ;' F: 6.68.

N1~(2'—Deoxy~2'—f1uor—3',5'-di-o—benzoyl—a—L-arahinofuranosyl)
—H4-benzuyl—5~jodcytosin 21

Da roztoku (13> (150 ny, 0,323 mnol) v bezvodén
methylenchloridu (3 ml> byl p¥idén bromovodik v kysel ing&
octoveé (45% hmotn./obj., 0,29 nl, 1,615 mmol). Reak&ni snds
byla michdna pri teplot® mnistnosti 9.5 hod. Po odpafen{
rozpousté&édla a odpafeni spolu s toluenem byl ziskan (15)

jako Zluty sirup.

Soufasn& hyl N4-benzoyl-5-jodcytosin (550 ng, 1,615 mmol)
suspendovan v HMDS (8 ml) se siranem amonnym 3 mg) a vairen
pod zp&tnym chladiem 5 hod pod dusikem za vzniku homogennihao

roztoku.

Roztok silylované bdze byl odpalen dosucha pfi saufasném
zabraneéni p¥istupu wvilhkosti. Do ziskaného sirupu hyl piridan
roztok (14) v bezvodén 1.2~dichlorethanu (10 ml). Reak&n{
smés byla vafena pod zpStnyn chladicem pod dusikem 23 hod,
potom byla odpaFena dosucha za vzniku hnédého sirupu, ktery
byl rozetien s chloroformen (30 ml). Ziskand sraZenina byla

odfiltrovdna a promyta chloroformen. Filtraty a vyplachy byly
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spojeny a odpafeny za vzniku hn&dého sirupu. Smés produktu
byla oddélena chromatografii na koloné silikagelu
(CH3OH/CHCl3, 0-1%) za wvzniku hilé pevné latky (21) (100
mg, 45%). '

1H-NMR (CDC13): & 11.40 Chs, 1H, NH): 7.26, B8.20 (m, 17H.
Ar-H, H-6 a NH) : 6.36, 6.44 (dd.Juu= 2.8 Hz, Jr-u= 21 Hz,
1H, H-17): 5.62, 5.68 (dd., 1H, H-37): 5.39, 5.56 <dd, 1H,
H-2 >: 4.58. 4.85 (n, 3H, H-4 a H-5).

__N17(2'—Deoxy:2:;f1uor—B—L—a:qbinofurannsvl)—5-1odcytosin 22> ..

Sloufenina (21> (100 mg, 0,27 mnnol) byla =zpracovdna s
nasyc.NHz /MeOH (60 ml) pii pokojové teplotd po 24 hod.
Silikagelova kolonova chromatografie (0-10% CH30H/CHCI3)-
poskytla slouceninu (22) (35 mg, 71%) jako bilou pevnou latku.
[Alp= -65,4 (c 0,34, CH3OH): UV (MeUH):.A max= 293 nm.

1H-NMR (DMSO-de¢): & 8.04 (s, 1H, H-6): 6.74, 7.94 (s, iH,
KH): 6.01, 6.08 (dd, Ju-u= 3.9 Hz, Jr-H = 16.6 Hz, 1H, H-1 );
5.85 (d, 1H, 3 -0H>; 5.17 (t. 1-H, 5 -0OH): 5.08 (T, 1H,
H-27>; 4.89 (t, 1H, H-37): 4:15 - 4.23 (m, 1H, H-4): 3.63 -
3.79 (m, 2H, H-5).

Nt - ( 2°- Deoxy - 2 - fluor-3°,5 -di - O - benzoyl - 8 - L -

arabinofuranosyl) - 5 - joduracil 23)

Do roztoku (13> (260 ng. 0,56 nmnol) v 10 ml bezvodého
CH2Clz byl priddn HBrs/AcOH (45%, hnotn./obj., 0.5 ml, 2.8
mmol) . Reak&n{ sm&s byla michéna pEi pokojové teplotd 36 hod
a potom odpalena dosucha. Zbytek byl rozpustén ve 20 ml
CHz2Clz, promyt vodou (10 ml), nasyc. NaHCOz ¢ 10 ml) a sufen
(MgS04) .Filtraci a odpafenim byl ziskan bromncukr (14) jako

sirup.



Soufasné€ byl S5-joduracil (270 ng, 1,12 mmol) suspendovan v 10
ml HMDS a vafFen pod zp&tnym chladifem 36 hod za vzniku

homogenniho roztoku. Ten byl odpafen ve vakuu dosucha. K nému
byl pridan roztok (14) v hezvodén 1,2-dichlorethanu, a
vysledny roztok byl vaifen pod zpétnym chladidem pod N» 1.5
dne. Byl pifiddn CHC12(20 ml) a roztok byl promyt postupné
vodou ¢ 10 ml), solankou ¢10 nl) a nasyc. NaHCOsz (10 ml) a

6]

potom sufen (MgS04q). Odstrandnim rozeont331. = ceziskal
sirup, ktery byl rekrystalovdn v CH2Clz  za vzniku (23D jako
Zluté pevné 14tky (237 ng, 73%). Jeii &ast ¢ 70 mg)'byla

rekrystalovana =z Z-isopropanolu za vzniku bilé pevné latky

LL67 mg). W(Methanol): A max.230,0.nm,. 276.0 nn.

YH-NMR (CDCI3d: & 8.4, 7.3 (m, 12H, Ar-H) ; 6. 29 dd, Jy-u=
2.43 Hz, Jp-u=21.6 Hz 1H, H-1): 5.377 (dd, Ju-y = 2.8 Hz,
Jr-u= 61.3 Hz, - 1H, H-2): 5.55 (dd, 1H. H-3 );: 4.8&5 4.793
Cc. 2H, H-57): 4.588, 4.502 (m, 1H, H-4 ).

N1 - ¢ 2°- Deoxy - 2 - fluor- ¢ - L - arabinofuranosyl) - 5 -
Jjoduracil (24)

Slou€enina (23) (40 mg, 0,069 mnnol) byla rozpufté&na ve 25 ml
nasyc.NHz /MeOH a michdna pii teploté mistnosti po 24 hod
a potom odpa¥ena dosucha. Vysledny sirup hyl purifikovan na
preparativni TLC (5:1/CHCl3:Me0OH) za vzniku (24> jako pevnée
latky (19 mg, 74%).

UV(MeOH): A max 280.5 nm.

'H-NMR (DMSO-dé): & 11.82 (hs, CONH> : 8.24 (s, 1H, H-6):
6.082 (dd, Ju-n= 4.45 Hz, Jr-u= 13.7 Hz, 1H, H-1): 5.947 d,
1H. 3" -OH>: 5.296 Ct. 1H, 5 -OH>; 5.07 (dt., Jp-u = 53 Hz,
1H, H-27)5 4.24 (bd, Jr-w= 21 Hz, 1H. H-3 ); 3.81, 3,55 (n,
3H, H-4 7, H-5).
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2.3.5-Tri-0-benzyl-L-arabinosa

Jak je znazornéno na obr.9, tFicet grami (0,2 mol) praskové
L-arabinosy (5) a potom 0,4 ml koncentrovane kyseliny sirove
bylo pifiddno do 600 ml (14,8 molil> bezvodého methanolu
Suspenze byla mnichdna a potom zahifivdna opatrné pod zp&tnym
chladifem za vzniku C¢istého roztoku po 2 hod. ReakCni smés
byla neutralizovana 1,5 ¢ hydrogenuhliditanu sodného, suSena
(Naz504), a potom byla odpa™ena ve vakuu za wvzniku téZkeho
sirupu (6), ktery byl ziedén 50 ml praveé vycdisténgho

tetrahydrofuranu a rekoncentrovan (lazeil 35-40 ©9)

.k odstran&ni zbytkil  methanolu. Byl pFididn Cerstvé vyfistény

tetrahydrofuran (400 ml> a smé&€s byla zpracovana s 30 g
Drierite, 156 g ¢ 2,78 molu) hydroxidu draselného,a 200 ml ¢
1,74 molu) benzylchloridu. Smés byla zahfivdna pod nirnym
ref luxem pfes noc, ochlazepna, zfiltrovana pres tenkou vrstwvu
celitu, a koncentrovana ve vakuu, a potom ve vysokém vakuu a .
100 ©C (lazeii). Syrovy sirup methyl

2,3,5-tri-0-benzyl-L-arabinosid (7) byl rozpustén ve 400 nl
ledové kyseliny octové. Hydrolyzovanad smnés byla zahfivana na
65~70 °C po 2 hod, koncentrovana ve vakuu na jednu t¥etinu

svého objemu, a vnesena do 2.5 1 smési ledové vody.

Po naofkovdni (€ =z4rode&ng Kkrystaly byly pllvodng ziskany

chromatografii a byly wvymyvany dichlornetanem), smés bvla
drZena pri 5°C pfes noc. Vodnd vrstva byla dekantovana =z

fastefné krystalickeé hmoty a posledni byla rozpusténa ve 200

ml dichlormethanu. Roztok byl promyt studenym, vodnym

hydrogenuhlifitanem sodnym, susen (Naz2S04), zfiltrovan pfes
tenkg loZe odbarvovaciho uhli, a koncentrovdan ve vakuu na
Fidky sirup, ktery byl rozpustén ve 200 ml cyklohexanu.

Po naofkovani byl udrZovan roztok pri teplot& mistnosti po 1
hod a pii 5o plfes nos =za vzZniku 27.7 g9 ( 33.,2%)
2.3,.5-tri-0-bhenzyl-l.-arabinosy (8). b.t. 68-73 °C.
[£125%D=-1,69 [C 2,01, 9:1 (obj./obj. p-dioxan-voda) 1]

ez
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UV (MeOH)Amax 220; 300 - MHz 1HNMR (CDC13)> & 3.48 -~ 3.2 (m,
2H, H-5), 3.94 - 4.18 m, 3H, H-2.3.4>, 5.33 ¢4, 1H, J=4.07,
H-1>, 5.29 (s, H-1), 7.25-7.33 (m, 15, H-aromat).

2,3.S—Tri—D—benzyl—1~0—(p~nitrobenzoyl)“L—arabinosa 9)
Slougenina 8‘(obr.9) (2 . 4.76 mmnl) hela rozpusiidnag v 7,5
.ml dichlormethanu,ta do tohoto roztoku byl pfidan roztok 0,95
g ¢ 5,1 mmol) P-nitrobenzoylchloridu ve smeési s 5 ni
dichlormethanu a 1.5 ml pyridinu. Reakéni smeés bhyla udrZovéna
. Pri Leploté,mistnosti_pfes;noc,~pctmm byla promyvana postupng’
iN kyselinon chlorovodikovaon 2 X 10 mly, vodnym
hydrogenuhli&itanem sodnym (2 % 10 mly., a vodou ¢ 3 x 30 ml).
Vihkost byla odstranéna pomoc i Naz S04, roztok byl
koncentrovdn ve vakuu za vzniku 2,67 g (98.4%) sné&si anomerd
sloufeniny 9. b.t. 68-82 o(.

Dalg&im cisténim silikagelovou kolonovou chromatografis
(hexan:aceton, 8:1) se zuy¥il blt. na 89 - 93 o[; [J]24p
=13,04 (C 6,8, CHz2C12),

UV (MeOH)Amax 215.5 a 258.5, 250 MHz INMR (CDCls): & 3.54 -~
3-69 (m. 2H. H-5), 4.06 (m, 1H, H-47>. 4.22 (n, 1H, H-3 >,
4.33 (m. 1H, H-27>, 4.38 - 4.78 (n.6H. benzyl CHz>. 6.50 d,
1H, J=2.35, H-1), 7.23- 7.36 (m, 15 H, H-aromat.. =z
benzylskupiny), 8.,01-8,25 (m,4H, H-aromat..

z nitrobenzoylskupiny).

10 (2.3,5—Tri—O—benzyl—B—L—arabinosyl) thymin 12)

Thymrin 0,444 g (3,52 mmol) a siran amonny (2 ng) byly
suspendovany v hexamethyldisilazanu 10 ml, ktery byl vaifen
pod zpétnym chladiem ¢ 140 °L) prfes noc pod ‘argonem za
vzniku Jjasného  roztoku. Nadbytek hexamethyldisilazanu byl
odstran&n ve vakuu pfi soufasném zabranéni pristupu vlhosti

Za vzniku sirupu (11).
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Slou€enina (9) (1 g, 1,76 mmal) byla pFfiddna do 17 mi
dichlormethau pfedsycendho bezvodym chlerovodiken pfi 0 °C. Pa
2 hod p¥i 0 ©C byla vysriSens p-nitrobenzoova kyselina ¢ 0,25
g)> odstranéna filtraci a filtrat byl koncentrovan ve vakuu na
slaby sirup a potom udr3ovin punpou v hlubokém vakuu p¥Ei
teplotg mistnosti po 2 hod za vzniku 2,3,5—tri—0—benzquAfL—

arabinosylchloridu (10)>.

Sloufenina (10} takta pfipravend byla rozpustdna v 15 nl
bezvadého dichlormethann.  a raztal byl pFidén do sa8si
silylovaného thyminu (11) a 3 9 4B molekuldrniho sita.

Reakéni smés pak byla michdna p¥i teplots nistnosti pod

argonem po 18 hod. Reakdni snos byla zPed&na 50 mi

fa)

~dichlormethanu. a nalita.do 2 ml nasycengho vodnéha NaHCOz za ="
intenzivniho michan{. Vznikla bil4 srazZenina ( hydroxid
cinu), kterda byla odfiltrovdna na loZi z celitu. Urganicka
vrstva byla z voady addélena a promyta vodou ¢ 3 x 30 ml).
Vodna - vrstva byla extrahovana dichlormethanen . a spojena
dichlormethanovd vrstva byla sufena nad NazS04, a poton
aodpa¥ena  ve vakuu za vzniku sirupu, ktery byl &istsn
silikagelovou kolonovou chromatografii (chloroform:methanol,
100:1) =za wzniku (12) iako sirupu 0,68 g ( 73%).

[ 129p=-56,71 C C 0,6 , CHzClz).

IV(MeOH)dmax 218 a 265: 300 MHz 1HNMR (CDCl3a>: & 1.67 (d, 3H,
J=1.11. CH3>, 3.66 - 3.70 (m, 2H, H-5> 4.06 (m, 1H, H-4 ).
4.13 (t, 1H, J = 4.7, H-3), 4.24 (¢, 1H, J = 4.7, H-2 ),
4.41, 4.54, 4.56 (n, 6H, benzyl CHz), 6.28 (d, 1H. J = 5.24,
H-1")>, 7.15 -~ 7.3a3 (m, 15H, H-aromat), 7.43 (d, 1H, J= 1.31,
H-6).

1-8—L~arabinofurannsylthymin 13>

Chlorid palladnaty (6806 mg, %,835 nmol) byl suspendovan ve 100
nl methanolu a redukovan nichanin s vodiken pr'i teplots
mistnosti. Roztok 450 ng latky (12> ve 25 ml methanolu byl potom
pfiddn do kyseld suspenze palladiovou ¢ernf. Reakdni smis

potom byla michdna s vodikem pii teploté& mistnosti po 38 hod.




Po odstranéni katalyzatoru byl roztok neutralizovan Dovexen
(HCO3-> na pH 7 a koncentrovan ve vakuu na bilou pevnon
latku, kterd rekrystalovala s ethanolem za vzniku (13> (105
ng, 47,7%). b.t. 244 - 249 °C. [L125p=-91,48 (0,25, Ha():
IRCKBrI: 1750, 1600 cm™1 (C0): UV(MeOH) : )} max 268: 300 MHz

1HNMR  (DMSO-deé> : & : 1,76 (s, 3H. CH3z), 3.62 (t, 2H.
J=4.56, H-5) 3,69 (n. 1H. H-47), 3,90 (i, 1H, J=3.88. H-3 ).
8.99 C(t. 1H, J=4.10, H-2), 5.08 <(br s, 1H, D 5-OH.
vyménitelng>, 5.42 (d, 1H, J-4.24. C 2-0H neho C3-0H,
vymnitelny), 5.54 <d, 1H, J=%.23. C 2-0H nebo C 3-0H,

vynSnitelng), 5.97 (d.1H, J=4.64, H-1 ). 7.51 d, 1H, J=0.97,
CH-6), 11.26 (s, 1H, NHLﬁygménitelp?); Anal . kalc.. pPro ... .. .. R

Cio0H1aN20g: C, 46.51; H,5.46 : N. 10.85; nalezena: C, 46.67;
H., 5.63 N, 10.56.

1—(2,3.5—Tr1~0~benzy1-ﬁ—L—arabingsyl)cytnsin 15>

Cytosin 0,61 g ¢ 6 mmol) a siran amonn? (2 mg) hyly
suspendovany v hexamethyldisilazanu 15 ml, ktery hyl varen
pod zpétnym chladifem (140 °C) pod dusikem po 2 hod za
vzniku jasného roztoku. Sm&s silylovandgho cvbtosinu hyla
odparena dosucha ve vakuu p¥i soufasném zabransni pEistupu

vihkosti za vzniku sirupu (14).

Sloudenina (9> (2,82 g, 5 mmol) byla p¥idédna do 47 ml sucheéha
dichlormethanu pFedsyceného bezvodym chlorovodiken p¥i 0 ©C.
Fo 2 had pFi 0 °C byla vysraZena p-ﬁitrobenzoové kyselina (
0.807 g) odstran&na filtraci, a filtrat byl koncentrovan ve
vakuu za vzniku sirupu 2,3.5-tri-0-benzyl-
& -L-avabinosylchloridu (10).

Takto pTipravenda sloudenina ¢10) byla rozpust&na ve 28,5 nl
bezvodéhn dichlormethanu, a roztok byl pifiddan do snési

salylovaného cytosinu (14) a 8,3 ¢ 4A molekulovéhoho sita.
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Reakdni sm&s byla michdna p¥i teplots mistnosti pod dusiken
3 dni. Potom byla reakéni smnés zifedSna 50 ml dichlormethanu a
20 ml vody a nalita do 2 ml nasycenéha vodného NaHCO3 za
Intenzivniho michdni. Vznikla bila sra¥enina (hydroxid cinuy,
ktera bhyla odfiltrovdna na lo¥i celitu. Organickd vrstva hyla
oddélena od vodné a promyta vodou (¢ 3 % 30 ml>. Vaodna vrstva
byla extrahovana dichlormethanenm a spojens dichormethanova
vrstva !:nyla. sufSena nad NazSla. a potom adoafordgns v vakuill =&
vzniku sirupu, ktery hyl vyCistén silikagelovou kaolonovou
chromatografii (chloroforn/met.hanol, 96:4> za vzniku (15>

Jako hilé pevné latky, kters byla rekrystalizovana se

:wg—propanolemm.zam_uzniKwaL,SB.L(6DZ);ub.t. 146 ~—”148-°CJ”&<£*"“*“‘"

125p=-105,2 (C1,CH2C12), UV(MeOHY: A max 211.5, Amnin 272.5,
pHL, pH7;Anmax 211.5.Amin 284, pHI. 300 MHz 1 HNMR (CDCl3z) &
3.-65 (d. 2H, J=4.85. H-5), 4.00 (t, 1H, J=3.72, H-3>. 4. 11
(m, 1H, H-4 ), 4.28 (n, 1H, H-2 ), 4.38-4.55 (m, 6H, benzyl
CH3). 5.56 (d, 1H. J-7.5, H-5), 6.39 (d, 1H, J=4.59, H-17),
7-12 - 7.31 (m, 15H, H-aromat). 7.63 (d, 1H, J=7.5. H-6).

1—B—L—Arabinofuranosylcytosinhydrochlnridové stil (16).

katalytickou hydrogenaci 15

Chlorid palladnaty (315 g, 1,78 mmol) byl suspendovdn ve 160
ml  methanolu a redukovan nichanfm s vodiken pri teplots
nistnosti. Do kyselé suspenze palladiove &erni potom byl
pfidén roztok 300 mng ¢(15) v 54 mi methanolu.Reak&éni smné&s
byla michdna s vodikem p¥i teplots nistnosti po 3 hod.
Po odstranéni katalyzatoru byl roztok. npeutralizovan
Dovexem C(HCO3), koncentrovan ve vakuu a potom ¢iZtén
preparativni TLC (MeOH:CHClz, 3:5) za vzniku sirupu, ktery
byl rozpustZn ve 3 ml methanolu, piidan roztok 1% HCl v MeOH
na pH 1, zkoncentrovdn dosucha a rozetien $ Z2-propanolem za
vzniku 36 g O 22,1%) 16) . b.t. 190 - 124 o(C,
[A125p=-115,47 (C 0,07 , H20>; UVCH20). ) max 275, pH7:




Amax  209.5,273, pHi1l :)max280, pH1 :300 MHz 1 HNMR
(DMSO-d63:8 3.61 (. 2H, H-57), 3.82 (m, 1H, H-4 >, 3.93 (n,
1H, H-2 nebo H-3), 4.04 (br s, 1H, H-2) nebo H-37>, 5.18
(br s, 1H, CSJ—DH, vynénitelny), 5.61 (br s, 1H, €2 -0H nebo
C3 -OH., vym&nitelnyd, 5.67 (br s, 1H, -C2 -0OH nebo 03 -DH,
vyménitelny>, 6,00 (d, 1H, J=4.02, H-1'), 6.01 (d, 1H, J5.6=
7.8, H-5> 7.92 (4, 1H, J5.6=7.8, H-6). 8.4% (br s. 1H. NH.

vyménitelny), 9.38 (br s, 1H, NH.vvménitelnv) . -

1—3—L~nrabinofuranosvlcytosin hydrochloridovs sl (16)

. zZpracovanin sloneniny (15) s. chloridem boritym - - . - - weocie

S ml 1M chloridu boritéha v dichlormethanu bylo achlazeno na
=72 °C  (suchy led-aceton). Roztok 15> <180 ng, 0,351 mnal)
ve . 3 ml dichlormethann byl ponalu  pifidavan do roztoku

chloridu boritého. Po celkove reakéni dob& 2,75 hodin byla
chladici lazein odstranéna a rozpou¥tsdlo a plyn hyly
odstranény ve vakuu. Zhvtek hyl rozpugtén v chladneén
dichlormethanu (10 ml) a roztok byl odpaif'en dosucha ( 3 krat,
dokud nebyl ziskdn bily pevny zbytek), byl pfiddn chladny
hasyceny roztok hydrogenuhliditanu sodného k dosaZeni pH 6-7.
Smés  byla =zFed&na ethanolen, zahtfata k wvaru, zpracovdna
drevénym uhlim a zfiltrovéna. Filtrat byl odpa¥en na sirup,
ktery byl z¥edé&n 3 nl methanolu, priddn roztok 1% HC1 v
nethanolu na pH 1, zkoncentrovan dosucha 4 rozm&lnsn s 2-

Propanolen za vzniku ¢(16) (&6 mg, 78,4%) .
9—(2,3,S—Tri—U—benzyl—B—Lﬁarabinosyl)adenin 18)

Diikladné& vysufend sloudenina 9 ( 3 9. 8.8 mmol) byla pifidina
do 82 ml dichlormethanu plredsycengho bezvodym chlorovodiken
Pri 0 ©C. Po dvou hodindeh reakce pi'i 0 ©°C byla vysrazena

p-nitrobenzoovd kyselina (1,53 g) odstrangna filtraci, a




filtrat byl koncentrovan ve vakuu na sirup, ktery byl potom
drZen v liplném vakuu pri teploté mistnosti 2 hod.
2,3.5-tri-0-benzyl- L - L-arabinosylchlorid (10D takto
plripraveny byl rozpustén v 50 ml dichlormethanu a roztok byl
piridan do smési 4.5 g ¢ 18.8 mmol) sufendho N-benzoyladeninu®
(17) a 14.5 g 48 molekuloveého sita. Reakdni smés bvla michdana
piri teplobté mistnosti 1 tyden, zfiltrovdna pfes loZe celitu a
A,knncentrnvéna ve _vakuu na sirnp, kteryv hvl chromatngrafovan,
na silikagelu  pri pouZiti hexan/acetonu ¢ 3:1, Rf = 0,22).
Produkt byl oddélen a zkoncentrovian wve vakuu na sirup, ktery
byl rozpuft&n a michan s methanolovym amoniem (20 ml) v bhomb&
creszZanterez-oceli,- a zah'ivan. pifes.-noc =na-50. -..55.°C ... Roztok. byl
patomn  koncentrovan pfi sniZeném tlaku za vzniku polopevnéd
latky, ktera rekrystalizovala z horkého isopropylalkoholu za
vzniku (18> 2.4 g (¢ 50,7%). bh.ot. 128 - 129 °oC. [A127p=-20,04
(1.04, CHaCl2)5 UV (CH2Cl2)  Amax213, 258.5; 250 MHz 1
HNMR (CDCl3z>: & 1.95 (br s 1H,NH, vym&nitelny), 3.69 (d, 2H,
J=4.82, H-5 ), 4.18-4.30 (m, 6H, benzyl CHz)>, 4.51-4.64 (m,
3H, H-2 .3 ., 47>, 5.73 ¢ br s, 1H, NH. vyn&nitelny>, 6.52
(d, 1H, J-4,00, H-1 '), 6.89-6.93, 7.17-7.37 (m, 15H, H-aromat
Zz benzylskupiny), 8.17 (s, 1H, H-2 nebo H-8), 8.32 (s, 1H,
H-2 nebo H-83.

9-g-L-Arabinof uranosyladenin (19>

Chlorid bority ¢ 5 ml 1M) v dichlormethanu byl chlazen na
-72°C (suchy led-aceton). Roztok (18> ( 150 mg, 0.279 mmol) v
5 ml dichlormethanu byl pomalu pridan do roztoku chloridu
boriteho. Po iiplném  probéhnuti reakce po 3,5 "hod byvla
chladici lazei odstranéna a rozpoutédlo a plyn byly
odstranény wve  vakuu. Zbytek byl rozpustén v chladnénm
dichlormethanu ¢ 10 ml) a roztok byl oadparen dosucha (& krat,

dokud nehyl =ziskdn Zluty pevny zhytek). Chladny nasvceny




0 5-0H., vymé&nitelng

roztok hydrogenuhliditanu sodného byl pifiddn k dosaZeni pH
7-8. SmEs byla zFed®na methanolem, zahI*ivana k varu, suspenze
byla zfiltrovana pFfes celit, filtrit byl zkoncentrovian ve
vakuu na sirup,, ktery krystalizoval =z vody. Bylo ziskdno 59
ng (74%) (19). b.t. 256 - 258 oC, UV (H20) :Jmax 259; 300 MHz
1 HNMR (DMSO-d&>: &: 3.62 - 3.66 (m, 2H, H-5 ), 3.77 (br s,
1H, H-4>, 4.13 (br's , 2H, H-27,37), S5.12 (b, 1H, J=5.4,

- . .
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vynénitelny>. 5.63 (d, 1H, J=4.32, C2-0H nebo € 3-OH,
vym€aitelny), 6.25 (d,1H, J=4.02, H-1), 7.25 (br s, 2H. NHZ,
vyménitely), 8.13 (s, 1H-H-2 neba H-8), 8.18 (s, 1H. H-2 nebo

— H'.'8) C TS LT L WEAALITISU T RSLT L TUITC L A T T Smm I L

Ubrazek 10 ilustruje alternat.ivni cestu piripravy
1ﬁﬂ=acety1—2.3,5—tri-U%benzoyI-G—L—ribofuranosy (sloufenina

10> = 1,2—di—D-isopropyliden—&rL—xylofuranosy (sloufenina 3).

1,2-Di-0-isopropyliden-A-L-xylofuranosa (3)

Do 650 ml bezvodého acetonu byly p¥idény 4 ml konc. kyseliny
sirové, 5 g molekularnihe sita (47>, 80 g bezvodého siranu
n&éd natého a 40 g L-xylosy. Smds byla michdna Pl teploté
nistnosti 36 hod. Potom byla reak®ni snds zfiltrovana a
promyta diikladng acet.onen, spojené filtraty byly
neutralizovdany hydroxidem amonnym a potom odparfeny dosucha.
Byl piidan ethylacetst ¢ 200 ml> a potom produkt filtrovan a
odpafen za vzniku oleje. ktery byl rozpuZtdn ve 250 nl 0,2%
HCl a roztok byl michdn p¥i teplots mistnosti 2,5 hod. pH
8 bylo dosaZeno nasycenym NaHCOz, poton byl produkt odpatfen

dosucha. Zbytek byl extrahovdn ethylacetiten. Odstranéni
rozpousté&dla poskytlo Zluty olej (3) ¢ 41.7 g, 82.3%).

1H;NMR (CDCL3>: & 5.979 (d, J=3.78 Hz, 1H, H-1>; 4.519 4,




9
J=3.6 Hz, 1H, H-2): 4.308 (bd, 1H, H-3); 4.080 (m, 3H, H-4 a
S H~5): 1.321 (s, 3H, CH3): 1.253 (s, 3H, CH3).

3-0-Benzoyl-1,2-di-0~isopropyliden-y,{ -L-xylofuranosa (25)

Slouenina 3 (41 g, 215.6 mmol) byla michéana v pyridinu €150

oWl a CHaClz (150 ml) oiFi 0 ©oC. R=Ml (27

Wl
E
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rozpuftény ve 30 ml pyridinu byl pFiddn pn kapkach. Po 30 min
byla pfiddna voda ( & ml) a smds hyla odpafena dosucha,
rozpusténa v EtOAc, pramyta nasve. NaHCO3, a potom suZfena
e o e e UNA2S0a) . Pol;odpafenf.;rozpouﬁtédlarszﬁstalfGranéov?*sirup?’
ktery krystalizoval v Etz0 za wvzniku sloufeniny (20) (36 9.
Matedna tekul.ina byla odpaifena dosucha a zbhytek byl &Eistén
silikagelovou kolaonovou chromatografii (1% CHzGH/CHC13 > =za
~vzniku dalSi  ddvky sloudeniny (25) ( 12 g, celkovy vehddek
76%>. b.t.. B2 - 83 °C. 1it!D forma: 83.5 - 84.5 ©C. 1H-NMR
(CDC13>: & 7.43, 8.07 (n, SH, BAr-H): 5.97 (D,1H,J=3.6 H=z,
H-1)>; 4.80 (q, 1H; HFé): 4.60 (d, 1H, J=3.6 Hz, H-2); 4.40,
4.20 (m, 3H, H-5, H-5 ,H-3): 3,50 (bs, 1H, D20 vyn&na, 30H):
1.51, 1.32 C 25, 6H, 2CH3).

5—D-Benzoy1—1,2—di—U—isopfopyliden—a(—L—erythro—pentofuranos—
3-ulosa 26>

Sloufenina 25 (40 g, 136 mmol) byla mnichdna - ve 450 ml
CH2Clz2 .Byl piidan dvojchroman pyridinia (PDC, 30.7 g, 8B1.6
mnol) a Acz0 (42.3 ml, 448.8 mmol). Snds byla wvaPena pod

zp&tnym chladiden 2.5 hod. Roztok byl zkoneentrovan na 15

sveho plivodniho objemu, potom byl pFidan etylacetat (50 ml) a
roztok byl zfiltrovan. Filtrdt byl nalit na silikagelovou
podloZku ¢ 10 cm x 5 ¢m), eluovan EtOAc, spojené eluanty byly

koncentrovany a spaolu odpafeny s toluenem ¢ 50 ml x 2).
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Krystalizace z hexanu a EtOAc poskytla (21) jako bilou pevnou
latku (38 g, 96%). b.t. 91 - 93 e[, [AIp:-132 © (¢,1.0,
CHCl3): 1it? D forma: b.t. 93 - 94.5 of, [A1p:+ 135 © (c,
1.0. CHCIz>; IR (KBr): 1773 cnm- (ArC0)>,173 °Cmn- (CO).tH-RMR
(CDC13>: & 7.97 , 7.42 (m, SH, Ar-H): 6.14 (d, 1H, J= 4.4 Hz,
H-1): 4.74 |, 4.68 (m,2H, H-4, H-2): 4.50 4.44 (n, 2H, H-
H-5); 1.52. 1.44 (Zs, 6H., 2CH3).Anal.Kalc. (CisHieOg): C,

61.64; H., 5.52; Nalezeno : (I, 61.42 ; H_ 5 _52_

(T

1.2-di-0O-isopropyliden- /A -L-ribofuranosa 2?)

S - B = TR T et e TR wi e iy & el AT S TSI Sl e GRLETIEL -
[P A = o o =z

Sloufenina (26) (37 g, 127 mmol) byla rozpuitdna v EtQH/H20
(400 ml/100nl> pii 0 °C, pridens NaBHa ¢ 23.3 g, 612 mnol)

byl priddan v davkdch. Suspenze byla michdna pFi teplotd
nistnosti 4 hod. Potom byla zfiltrovana a filtrat byl odpafen
dosucha a odpaifen spolu s methanolen. Po chromatografii  na
silikagelové kolon& (0~15 ¥ CHsOH/ CH2Cl2) a krystalizaci =z
EtOAc/hexanu, byl =ziskan (27> jako bild jehla (19 g, 79%).
b.t. 86 - 87 °C; [Alp-31.5 © (¢, 0.62, CHC13): 1it3?, D forma:
b.t. 86 - 87 °C, [Alp: + 37 © (¢, 0.59, CHCI3)>: IR (KBry:
3356 cm-(OH). 1H-NMR (EDCl3> & 5.83 (d, 1H, J=3.98 Hz, H-1)>:
4.595 (t. 1H, H-2); 4.055, 3.72 (m, 4H, H-3, H-4, H-5, H-5):
2.38 (d, 1H, D20 vyména, 3-0H): 1.83 <(t, 1H, D20 vynSna,
3-0H> 5 1.58, 1.38 ¢ 25, 6H, 2CHz).Anal. Kale. (CgHiqls): ¢,
50.50 : H, 7.42: nalezeno: C, 50.62: H, 7.46.

3.5—Di—U~Benzoy1—1,2—di—0-IsoprupyIiden—¢k -L- ribofuranosa
28>

Slou€enina (27) (19 ¢, 100 nmol) byla wmichdna ve 300 ml
pyridinu pfi 0 ©°C, zatimco BzCl ¢ 40 ml, 348 mmol) byl
pfiddn po kapkdch a poton michan pfi teploté mistnosti 2
hod . Rozpoustédlo bylo odpa¥eno dosucha. Zbytek byl

extrahovan EtDAc, promyt nasyc. NaHCQs, susen (Naz504).




Odpareni rozpoustéddla a krystalizace roskytly (23) jako
) bilou pevnou latku 39 g ¢ 98%) b.t. 83 - 85 oC. lH-NMR
(CDCI3)>: & 8.07, 7.36 (n, 10H, Ar-H); 5.94 (4, 1H. J=3.6 Hz,
H-1>: 5.05, 5.00 (m, 1H, H-2); 4.73, 4.63 (m, 3H, H-4,
H-5,H-5>:  1.58, 1.35 (25, 6H, 2CHa). Anal. Kalc.
(Cz2Hz2077: C, 66.50; H, 5.64 : nalezeno: C, 66.32: H, 5.57.

1—O—Hcety1—2,3.5—tri-U—benzbyl—S—L—ribofuranbsa (21>
Slouenina (28) (38 g, 95 mmol) byla michana v 300 ml 1%

20 ml> a potom byl roztok odpaien dosucha. Zbytek hyl adpafen
spolu s pyridinem ¢ 30 ml x 2), a potom rozpuZtén ve 100 ml
bezvodého pyridinu pfi 0 ©C, nafeZ BzCl ¢ 17 ml, 146 mmol)
byl pifidan po kapkédh, potom michan pii teplotd nistnosti 3
hod. Rozpousts&dlo bylo odpafeno a zbytek byl rozpugtén v
EtOAc, promyt 0,5N HC1l a potom nasye. NaHCOz a potom: sufen
(NazS04). Udpafenim rozpou¥ftZdla byl =ziskdn surovy (30) jako

sirup.

Surovy (30) byl michdn v ledové kyselind octové ¢ 400 ml) a
potom Acz0 C 100 ml) pi'i 0 ©°C, zatfmco konc. H2SO4 ¢ 10 ml)
byla pridana po kapkdch. Tento roztok byl michdn pi¥i teplotd
nistnosti pPes noc. SnSs byla nalita do ledové vody,
extrahovana CHCl3, neutralizovdna nasyc. NaHCO: a poton
susena (NazS504). Po odpafeni rozpoustddla byl ziskan svdtle

. Zluty sirup, ktery krystalizoval v methanolu za vzniku €31)
jako bilé pevné 1atky 23.89 g ( 49,6%, z (28)-(31)). b.t.

L 124-? °C, [A1Dp=45.613 (c 1.0, CHCI3): 1it4, b.t.: 129 - 130
°C, [Alp= -43,6 (¢ 1.0, CHCl3). 1H-NMR (CDCl3z): & 7.317,
8.134 (m, 15H, 0Bz); 6.437 (s, 1H, H.1)>; 5.83% (m, 2H, H-2 a
H-3>: 4.649 (m, 3H, H-4 a H-5): 2.003 (s, 3H, CH3CO0-)

oS W e eii IR HC]_ ,’CH3 G!’I 'pfi t'epiot‘é misf’ril:lst_ i :30..!111":1.‘ Byl I)flda’n' i:lyr\idil](n. L R



II. Biologicka d€innost

Zde popsang sloufeniny mohou hyt zhodnoceny s ohledem na
uc¢innost proti HBV nebo EBV, jak je ddle podrobné popséano,

nebo jinymi postupy znamymi odbornikovi v oblasti techniky.

Priklad 1
Biologicka aktivita proti HBV

vim e BURRY - lidského.hepatonu. s HBV: (2.2.15-bun8k) hyly pouZity pitj == =
teto zkouSce. Tyvto buiiky byly kultivovany na shluk v
minindlnin zdkladnim mediu s 10% fetdlnin hovezim sérem.
Médium bylo mé&néno v t¥idennich intervalech. Ve shluku byla:
tékem iniciovdna 1é&ba, a . poton se pokradovalo 3 dny .
Dalsi pridavek stejné koncentrace léku byl podan v okamZiku
Po  odstranéni media =z kultur, a kultury se uchovavaly po
dalsi obdobi 3 dni. Bylo =ziskdno medium po Zestidennim
ofet.Fovani a virove castice se vysrazely
polyethylenglykolovym postupemn. Céstice byly postupné tiridény
a zpracovany pro Southernovu analyzu. Bloty byly
hybridizovany na HBV-specifické sond® a mnoZstvi virove DNA
bylo posuzovdno srovndnim s hladinami DNA = kultur, které
nebyly osetfeny 1ékem. Genomovd DNA byla ti¥idsSna Hind ITT a
podrobena Southernové analyze. Hladiny episomdlni DNA byly

stanoveny ve vztahu k integrovang HBV DNA .

Byla vypoftena koncentrace 1léku, kters zplsobi 50% inhibici

DNA (IDso) ve srovnani s kontrolami.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce I.
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Priklad 2

Biologicka id¢innost proti EBY

H1 buiiky byly ponechany v dlouhé riistoveé f8zi po dva dny pted
iniciovdnim 1€&€by. Builky byly odstiedény na centrifuze v
600 g po 10 nin pfi teplot® mistnosti, aby se oaddé&lily =z
nédia ohsahujfciho virové Zdstice existuiici pfedem.

i

j4N
M

Hi = buiiky byly nao¥kovdny  ve 24 etodniocpudoh  slstn

hustot& 1 x 105 bundk na pleotnu ve 2 ml cerstveho nédia s
lékem nebo bez 1éku a byly inkubovany pfi 37 ©C 5 dni.

Médium obsahuiici wvirion bvlo uloZeno a pouZite pro

-;zhodnﬂaenf;,inhibiﬁnihowaﬁﬁinkuurlékﬂgwhnaﬂfprodukci%=viru;'a S T emES

infekfnosti pouZitim biozkouFky.

Virion byly peletovany z média bez bundk odstfedvovénfm pri

45 000 otafkdch =za minutu po 90 min v SW-50 Ti rotoru
(Beckman?>. Virion byly resuspendovany v 1 ml ristového meédia

a potom pouZity na infikovéni 1 x 105 Raji bundk po 48 hod.

Dokud je hladina EBV DP aktivity v Raii builikach pao zevni

infekci idn&rnd podtu prfidanych viriondi, dje moZno nsFit

indukovanou EBV specifickou DP aktivitu.

Inhibi&ni 1ifinek léku byl vypoSitdn srovnanim EBV DP

iginnosti k nasobkn ¥edéni kontrolaoich skupin.
Zadna inhibice mitochondridlniho obsahu DNA v H1 buiikdach
nebyla pozoroviana, kdyZ byly buiiky ofetfovany 1 mM L-FMBAU po 6

dnit.

Zkouska "Slot Blat "

MnoZstvi mitochondridlini DNA bylo mé&ffenc metodou “"slot blot*
(2). 2 x 10° oZetFenych a neofetfenych H1 bunsk bvla lyzovano
ve 200 il 10 mM Tric-HC1 (pH 7.5) roztoku postupen
mraZeni/taveni. Builky lyzatu byly oZet¥eny s 10 ug/ml RNasy A

pfi 37 °C po 30 min, a potom proteinasou K ¢ 100 ng/ml) pfFi




A
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55 ©C po 2 hod. Do kaZdého buné&&ného lyzatu byla p¥idéna
steind mnoZstvi 20 X SSC pufru. Po vafeni 10 min byly vzorky
naneseny na nylonové membrany ( Hybond-N, Amersham Corp.).
Jako sonda PTO DNA hybridizaci byl pouZit lidsky
nitochondrialni DNA fragment znadeny radiovaktivnim izotopen.
Steineé membramy byly sondovdny lidskym Alu DNB po odstrangdni
mitochondriaini DNA sondy. MnoZstvi mitochondrialni DNA v

kT4 Leadle Ll L T e R
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denzitometven (LKB Ultroscan XL).

Vy¥sledky jsou wuvedeny v tabulce 2.
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3 TABULKA 2

CDh M 1D, (uM
m.(ﬂ ) A J:,”,,w,,ﬂ ) .. - Index 1&feni (CD50/ID90)

PFA 1200 + 100 75 & S 16
) DHPG 75 t+ 6 5 4 1 15
| ACV 1000 ¢ 75 50 t+ 8 20
PCV 500 + 55 20 ¢ 2 25
' L-FMAU 1000 + B0 5+ 0.8 200
D-FMAU 50 % 10 0.1 £ 0.02 50
L-FEAU 900 + 70 60 ¢ 11 © 15
D-FEAU 2000 + 80 1+ 0.05 - 2000
L-FIAC 400 35 < 10 > 40
D-FIAC 125 1 15 51+ 0.5 25
L-FIAU 240 t 20 20 t 4 12
D-FIAU 20 + 4 0.5 + 0.05 40

Inhibidni d€inek sloufenin na EBV:

Chso byla provadéna podrobenim H1  bunék rfiznym koncentracim
sloufenin v normalnim ridstovém mediu pri 37 ©°C po 72 hod:
buiiky byly spofitany a porovndany s kontolnimi. H1 buiiky byly

ofetfovdny 5 dni, a potom byla IDsp stanovena bigzkouSkou.
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Priklad 3
Odstranéni L-(-)-FMAU z plasmy a jater

Bylo hodnoceno vymizeni L-(-)-FMAU z plasmy a jater myZi po
oralnim podavani.
MyZi byly iniektovany L-(-)-FMAUD oznatfensn tritiem (

radiospecifinost. 9.3 umol /uCid.

Obrazek 11 je graf koncentrace plasmy L-(-)-FMAU nyZi po
oralnim podani v dase, a ohrdzek 12 je graf koncentrace
L-(-)-FMAU v jatrech my£i po oralnim podani v Case ( kifiZek,

10 mg/kg, podavano (denng) po 30 dni pfed farmakokinetickou
studii, a potom byla provadéna studie t¥icdaty prvni den
podani steiné koncentrace: tmavy krouZek, 50 mg/kg poddvano
dennd 30 dni pifed studii a potom byla providsha studie
t¥icaty prvni den piPi poddni stejné koncentrace; otevieny

krouFek, 50 mg/kg poddno poprve v prvni den studie).

V oznacCeném Case ( viz obridzek 10 a 11) byly my$i vykrvdceny
Z retro-orhitalhiho sipbu uZitim heparinizovanvch kapildr.
Plasma byla extrahovana kyselinou trichloroctovou a
neutralizovana freon/trioktylaminem. Supernatanty byly pi¥imo

spofitany a vypoditana koncentrace.

‘Jak je patrné =z cbrazkid 10 a 11, pik koncentrace L-(-)-FMAU

plasmy a jater je pPfibliZng v jedné hodine.
Sloucenina byla v podstaté odstran&na z plasmy a jater po
4 hodindach.

Piiklad 4
Toxicita L-(-)>-FMAU v BDF1 samice myZi

Obrdzek 13a ilustruje zm&nu hmotnosti po 30 dnech kontrolni

BDF1 samice my#i.

-
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OUbrazky 13b a 13c ilustruji zmdnu t&lesné hmotnosti BDF'1
samice wySi po 30 dnech podavani 10 mg/kg  (13b) dennds
L-(->-FMAU. Uvadé&na +t&lesnd hmotnost oznaduje préndrnou a
standardni odchylku u 5 a¥ 7 ny%i.

Jak wvyplyvd =z obrazkfi 13h a 13c, L-C=)=-FMAU nevykazuije
vyrazng ovlivnéni hmotnosti my$i pa 30 dnech, dokazujici , Ze

sloufenina byla velmi dob¥e toleroviana.

Priklad 5

Klinicka chemie mySi plasmy po ofetfeni L-(-)>-FMAU

‘Obrazky 14-20 popisuii klinickou chemii plasmy myZi po paodani
L-C->-FMAU pfi 10 mg/kg (ti¥i myZi) nebo 50 mgrskg C(EFi myEid

denné po 30 dni.

Obrazek 14 je sloupcovy graf koncentrace celkového bilirubinu iy

v mysi plasmé v mg/dl.

Obrazek 15 je sloupcovy graf koncentrace alkalické fosfatasy

v mysSi plasm& v U/1.

Celkovy bilirubin a alkalicka fosfatasa dsou indikatory
funkce jater. Hodnoty bilirubinu u ny%i le¥{ v normalnim
lidském rozmezi ( mén& neZ 1,2 mg/dl), ale hodnoty alkalické
fosfatasy Jjsou pon€kud vyZZ{ neZ je b&¥nd hladina u 1lidi
(30-114 U/1).

Obrazek 16 je sloupcovy graf koncentrace kreatininu v nysi
plasmé v mg/dl.

Kreatinin je indexem funkce ledvin. S vyjimkou myZi 50-2
nejsou hladiny kreatininu u oSetfené my%i odliZ¥n€ od tdchto

u kontrolni mygi.

Obrazek 17 sloupcovy graf koncentrace AST ('SGDT, serum

glutamoveé oxaloveé transminasy) v myZi plasm& v U/1.
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Obrazek 18 +He sloupcovy graf koncentrace ALT (SPGT, serum

glutamove pyrohroznové transminasy) v mySi plasmé /1.

SGOT a SPBET  jsou indikdatory funkce jater. S vyiimkou myEi
50-2 C pro SG6OT i SGPTY a mygi 10-2 ( pouze pro SGOT), nejsou
hladiny enzymi  u ofet¥end mygi odligné od hodnot pro kontrolni
nys.

Obrazek 19 e sloupcovy graf koncentrace kyseliny mlédng v

nysi plasmé v mmol/].

Obrdazek 20 je sloupcovy graf koncentrace mlédng dehydrogenasy

v myE{ plasm& v /). Kyselina mlédna vznikd ve svalech pifi
glykolyze. Mléfnid dehydrogenasa (" lactic dehydrogenase”

LDH") je pifitomnda v riznych isoenzymech v riéznych tkanich.
Vylufovani LDH do plasmy niiZe indikovat poskozeni tkané. e
Hladiny kyseliny mlédng a mleédéng dehydrogenasy u ofetifenych -

mySi nejsou vyrazng odligné od hodnot u kontrolnich mysi.
IITI. Oligonukleotidy

Dligonuklentidy poZadovanych sekvenci mohou byt modif ikovany
substituci Jjednoho nebo vice zde poﬁsan?ch L-nukleosidi

nukleosidemn v oligonukleotidu.

Ve vvhodném provedeni je L- nukleosid umistén na Jjednom ze

zakon@eni oligonukleotidu. Modifikovany oligonuklectid miZe

byt napfiklad pouZit v antimediaborove technologii.

Antimediatorova technologie se obecné tyka modulace exprese
genu postupem, kdy  je synteticky oligonukleotid hybridizovan
na komplementdrni sekvenci kyseliny nukleové k potlafeni

transkripee nebo replikace ( pokud je c¢ilovou sekvenci DNA),




potlafeni translace ( pokud je c¢ilovou sekvenci RNA) nebo

potlaceni tpravy ( pokud je cilovou sevenci pre-RNA)D.

PouZitin této techniky mii¥e byt modulovana firoka oblast
celuldrnich aktivit.
Jednoduchym p¥ikladem je inhibice proteinové biosynteézy

antimediatorovou oligonukleotidovou vazbou na mRNA.

ir -
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N ojindm o provedeni - je synuelicky otigonukieoiid nybridizovan

na specifickou genovou sekvenci wve dvoutfet&zove DNA,
vytvareijici trojity fet&zovy konplex (triplex), ktery
inhibuje expresi této genové sekvence.

Antinediatorové oligonukleotidy mohou také hyt pouZFity k
aktivaci - genoveé exprese nepiimo supresi binosyntdzy
prirozengho represoru. A0T midZe byt pouZit k inhibici exprease
patogennich genil, napfiklad t&ch, které usnadiuii replikaci
virfi, vdetnd lidskéha imunodeficitniho viru (HIV)>, hepatitidy
viru B (HBV) a herpesvirfi. a karcinomu, zejména pevnych mas

tunorti, jako glioml, rakoviny prsu .a nelanomi.

Stabilita vybraneho oligonukleotidu proti nuk;easém e
vyznamnym faktorem pro aplikace in vivo.

Je znamo, Ze aktivita 3’-ex0nukleasy ie odpovédna za v&tZinu
nemodif ikovanych antimediatorovych oligonukleotidovych
degradaci v séru.Vliassov, V.V., Yakubov, L.A., v "Prospects
fdr Antisense Nucleic Acid Therapy .of Cancers and AIDS",
1991, 243 - 266, Wiley - Liss, Inc., Newv York: Nucleic Acids
Res., 1993, 21, 145.

V jednom provedeni mohou byt zde popsané L-nukleosidy pouZity
minimalizovani degradace' 3 - exonukleasy antimedidataorovvch

oligonukleotidf.

Oligonukleot.idy podle pifedloZendho vyndlezu, kterd Jsou
vhodné pro wvazani na polyribonukleovou kyselinu nebo
polydeoxyribonukleovou kyselinu, isou vhodné jaka

ant.imediatorova ¢inidla ve stejnych postupech. jako bs8Zna
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antimedidatorovd inidla.

Viz osbecné Antisense Molecular Biology and S-oligos,
Synthesis 1 (Rijen 1988) (zvetfeinféno Synthecell Corp. ,

Rockville, Md.)>; 2 Discoveries in Antisense Nucleic Acid (C.
Brakel a R. Fraley vyd. 1989): Uhlmann, a kol., = Antisense

Oligonucleotides: & New Therapeutic Technique, "Chen.Rev .

3

90(4), 1990; a Milligan, J.F. . Mattenosi M n Mavlin, J. O,

J.Med.Chem., 1993, 36, 1923 - 1937.

Antimedidtorova inidla rodle predloZengho vyndlezu mohu byt
pouZita vytvorenim  antimedi&torového dinidla, kters e
schopné selektivniho vazani na preden stanovenou
polydeoxyribonukleovou kyselinovou sekvenci nebo
polyribonukleoavou Kyselinovou sekvenci na bufiku obsahujici
takovou sekvenci- ¢ napi. plfiddnim antimedidtorového inidla
dao media kultury obsahuifci builiku) tak, Ze antimediatorove
¢inidlo je vzato do bufiky, wvaZe se do preden stanoﬁené
sekvence, a blokuje transkripci, translaci neba Jjejich

replikaci.

PoZadavky pro selektivni vazani antimediatorového &inidla
isou  znamé ( pap¥. délka 17 bazi pro selektivni vazani s

lidskyn genomen).

IV. Prfiprava farmaceutické kompozice

Zde popsane slou€eniny a jejich farmaceuticky pfijatelé
soli, proléfiva a derivdty jsou vhodné pro prevenci a 1édeni
HBV a EBV infekci{ a dalZich pribuznych stavii, jako je

ant.i-HBV nebo anti-EBV protilitka pozitivni a HBV- nebo EBV-
pozitivni stavy, chronicks poSkozeni jater vyvolané HBV,
cirhoza, akutnf hepatitida, prudka hepatitida, chronicka

perzistentni hepatitida a tinava.
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Tyto slouffeniny nebo formulace mohou byt rovnéZ pouZity

profylakticky k prevenci nebo potlafeni postupu klinickych

onemoché&ni u Jjednotlivcii, kteli Jjsou anti-HBY anti-EBV

protilatkou nebo HEBV- nebo EBV- antigen pozitivni, nebo kteli
byli vystaveni HBV nebho EBV.

Lidské utrpeni zplsobené n&ktervmi z t&chto stavl miiZe byt
1éfeno paddvanin pacientovi d€inného HBV- nebo EBV- léfivého

mnoZstvi jednd nebo smési wfinnvch latek =zde popsanych nebo

farmaceuticky pPijatelného derivatu nebo jeji soli, volitelné&

na farmaceuticky pifijatelnédm nosifi nebo fFedidle.

Ufinné materialy mohou byt poddavany jakoukoliv pfisluinou

cestou, napifiklad oralng, parenteralné, intravendzné,
intradermalng, podko®né, nebo topicky, v Kkapalné nebo pevne
forme.

U¥inng 1latky idsou obsadeny ve farmaceuticky pfijatelném
nosici nebo fedidle v mno¥stvi vhodnén pro podani pacientovi
terapeuticky Gf€inndho nnoZstvi bez vyvolani vaZnych toxickych

t¥inkl u l1éfencho pacienta.

Preferovanou davkou 1idinné 1atky pro vgechny'u§§e zminéné
stavy je rozmezi od asi 1 do asi 60 mng/kg, vyhodn& 1 aZ 20
ng/kg t&lesné hmotnosti 2za den, obvykleii 0.1 aZ asi 100
mg na kg t&lesné matnosti prijemce za den. Rozmez{ 0&inndha
davkovdani farmaceuticky pPFijatelnych derivatll se vypaditad na
zdkladé& hmotnosti =zdkladniho nukleosidu, =ze kterého se
vychdazi.Pokud vvkazuii derivdty aktivitu samy o sobé&, niZe
byt adinné davkovani odhadnuto jako vyZEe pfFi pouZiti
hnotnosti derivatu, nebo jinymi zpiisoby zndmymi odbornikiim ze

stavu techniky.

V jednom provedeni je Gfinna latka podavana jak je popsdno ve
vloZce produktu nebo v "Physician’s Desk Reference" pro

3 —azido-3 ~deoxythimidinu (AZT), 2 .3 -dideoxyinosinu (DDID,




.
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2',3'—dideoxycytidinu (DDCY  nehbo
2°.,3 -dideoxy-2 ,3 -didehydrothymidinu (DAT> pro HIV
indikaci.

Sloucenina se b&Zn& poddvd v jednotee jakékoliv vhodné davkové
formy., zahrnujici, ale neomezuiici se na neé, na 7 aZ 3000 ng,

vyvhodng 70 a¥ 1400 my adinne latky na jednotu ddvkové formy.

-
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Idealn& by mé&la byt d€inng piisada poddna K dosaZeni vrcholu
plasmovyeh koncentraci d&inns sloufeniny od asi 0,2 do 70 MM,
vvhodng asi 1.0 aZ 10 uM.Toho lze dosdhnout. napfiklad
intravendzni iniekeci 0.1 a¥ 5% roztoku ufdinné pirisady,
volitelngé ve fyziologickém roztoku, neho podanim jako holus

ufinné piisady.

iinnd slou¥enina miiZe byt pPedkladdna ve fornd farmaceut.icky
prijatelnych  solf. _

Zde  pouZivany termin farmaceuticky plfijatelng soli nebo
komplexy znai soli nebo komplexy nukleosidid, které maiji
poZadovanou biologickou aktivitu rodicovskd sloudeniny
a vykazuijf minimalni, pokud viibec nejake, nezadouc i

toxikologické ddinky.
Neomezuijicimi pFiklady t&chto soli jsou:

(a) kyselinovy p¥idavek anorganickych kyselin . se ktervmi
isou tvoleny soli C napi. kyselina chlorovodikova,
bromovodikovd, kyselina sirovs. kyselina fosforedfnd, kyselina
dusifnad a pod.), a soali vytvofend s organickymi kyselinami
jako je kyselina octova, kyselina stavelovd, kyselina vinna,
kyselina jantarova, kyselina jable&n4, kyselina askorbovd,
kyselina benzoovd, tanin, kyselina pamoova, kvselina
alginova, kyselina polyglutanovs, kyseliny naftalensul fonove

a ky=zelina polygalakturonovs;
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(b) pifidavek zdsady soli tvolenvch s kationty jako je sodik,
draslik, zinek, vapnik, vizmut, barium, hof&ik, hlinik, m&d
kobalt, nikl, kadmium,, sodik, draslik a podobn&€. nehko s
organickymi kationty wvytvofenymi =z N,N-dibenzylethylendiaminu,

amonia nebo ethylendiaminu: nebo

(c) kombinaci (a)> a (b); napf. sfil tanat zipnefnaty nebo

U DU g

Modifikaci dfinng sloufeniny, specificky na N6 nebo N2 a 5 -0
pozicich, lze ovlivnit biologickou dostupnost a rychlost
metabolismu dfinnvch druhid, za predpokladu kontroly

dodani afinnvch druhi.

Koncentrace aktivni sloufeniny v léfivé kompozici bude
zadviset na absorpdni, inaktiva®ni a vylufovaci rychlosti
16fiva, steing Jjako jinych faktorech znamych odbornikovi ze
stavu techniky.

Je potfeba poznamenat, Ze hodnoty davkovani se take budou
nénit s téZkosti stavu, ktery se ma zmirnit.Dale je zfeime,
Ze pro nékteré zvlastni subiekty by n&la byt uzpiisobena
specifickda davkovaci schemata a fasové plany po dobu podle
individudlni potfeby a oadborného posudku asoby poddvaijici
nebo dohliZejici na podavani kompozice, a Ze koncentradni
rozmezi zde jsou pouze pPikladnd a nejsou mnin&na jako

onezuijici rozsah nebo praktické pouZiti narokovang kompozice.

Bktivni pfisada miiZe byt podana najednou, nebo ndZe byt
rozd&lena do vice mengich davek, které se poddavaji v riiznvch

casovvch intervalech.

Preferovanym typem podéavani- - dcinné 14itky Je podani oralni.
Oralini kompozice obvykle zahrnuii inertni fedidlo nebo jedly
nosi®. Mohou byt uzavieny v Zelatinovych kapslich nebo
lisovdny do tablet_Pro Uf€ely ordiniho terapeutického podani

mniZe byt 1ifinnd sloudenina spojena s excipientem a pouZita ve




formé tablet, pastilek nebo kapsli.

Farmaceuticky prijatelnd pojiva a/nebo pomocnég materialy

nchou byt zahrnuby jako Sdst sloFeni.

Tahlety. pilulky, kapsle, pastilky a podobné mohou obsahovat

nekteré z ndasledujicich pfisad, nebo slou®enin podobng povahy:

pojivo, dJako je mikrokrystalicka celuldza, tragantova guma
nebo Zelatinas

excipient, jako je Skrob nebo laktoza;

desintegradni{ &inidlo jako je kysélina alginova, Primogel,
kukulr*i&ny fkroh:

lubrikant. jako je stearat hofe&naty nebo Sterotes:

klouzadlo jako je koloidni oxid ki¥femi&ity:

sladidlo jako je sachardza nebo sacharin;

ochucujici p¥isada jako je mata peprnd, nethylsalicyldat, nebo

¥
pomeracova p¥ichut.

Pokud ije dé4vkovou jednotkou kapsle, pak niZe obsahovat.,
pridavnég k vyZe uvedenvm typin, kapalny nosid jako je mastny

oleij.

Dale mohou jednotkové davkoveé formy obsahovat rfizng dalsi
materidly, které modifikuji fyzikdlni formu divkove jednotky,
napifiklad povlaky = cukru. Selaku nebo 3jind entericka

ginidla.

Aktivni sloufenina nebo farmaceuticky p¥ijatelnd siil nebo

jeii derivaty mohou byt podavany jako slo¥ka elixiru,

suspenze, sirupu, vody, 2Zvykafky nebo podobn&. Sirup nmiZe
obsahovat. prfdavné k dfinnym latkam sachardzu jako sladici
inidlo a n&které ochranné latky, barviva a berevnds pisady a

ochucovadla.
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U&inna sloufenina nebo farmaceuticky pifijatelny derivat nebo
jejich sil miZe take byt smnisena s Jjinymi aktivnimi
naterialy, které nenarufuii poZadovany ncinek, neho
s latkami, které nahrazuji poZadovany a¢inek, Jjako ison
antibiotika, antifungdlni 1latky, protizanétové 1atky nebo
jiné protivirové = latky, véetns anti-HBV, anti-EBV,

anticytomegalovird, nebo anti-HIV nebo anti-EBV ¢inidel.

Roztoky nebo Suspenze pouZite pro parenteralni,
intradermalnft, subkutanni nebo topicke aplikace mohou
zahrnovat nasledujici sloZky:

sterilni vodu pro injekce, fyzioclagicky roztok, pevne oleje,
polyvethvlenglvkoly, glycerin, propylenglvkol nebo  jina
syntetickd rozpoustédlas

antibakterialni  cinidla jako je benzylalkohol nebo
mnethylparabens; V
antioxidanty jako je kyselina askorbova nebo bisulfit sbdn?;
chelatadni &dinidla jako je kyselina ethylendiamintétraoctové:
pufry jako Jjsou acetdaty, citrdty nebo fosfdaty a €inidla pro

nastaveni tonicity jako je chlorid sodny¥ nebo dextrosa.

Parenteralni pripravky mohou byt uzavieny v ampulich,
pouZitelnd injeké&ni st¥ikacky nebo lékovky pro vétsi pofet
davek ijsou ze skla nebo plastu.

Pii podavani intravendazng isou preferovanymi nosici
fyziologicky roztok nebo fyziologicky roztok tlumeny fosfatem

(PBS).

V preferovanych podanich jsou aktivni sloufeniny pfipraveny
‘s nosi€i, které chrani sloufeninu proti rychlému vylufovani
z t&8la, jako je formulace s kontrolovanym uvoliiovdnim., vcetné
implantat a mikro-opouzdifenych davkovych systémi. Mohou byt
pouZity biodegradovatelné, biokompat.ibilni polymery, jako je
ethylenvinylacetat, peolyanhydridy, polyglykolova kyselina,

kolagen, polyartoestery a polymlécéna kyselina. Zpillsoby
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pirripravy t&chto formulaci isou  znamé odbornikovi ze stavu

~r

techniky. Materidly lze také b&3n& ziskat. z Alza Corporation

a Nova Pharmaceuticals, Inc.

Liposomdlni suspenze (v&Eetnd 1iposoni cilenych na infikovang
buiiky s monoklondlnimi protilatkami na virove antigeny) json
také preferovany jako farmaceuticky p¥ijateiné nosife. Tyto
mohou byt pFipraveny zplsoby znimdmi . odbornfhov: - BEavii
techniky, jak je nap¥iklad popsan v patentu US 4 522 811
(ktery je zde za&len&n jako reference jako celek).
Napriklad liposomove formulace mohou byt pripraveny
rozpusténim vhodného lipidu (1) ¢ jako Jje stearoyl fosfatidyl
ethanolamin, stearoyl fosfatidyl chaolin, a cholestercl)
vV anorganickeém rozpoustédle, které se potom odpai®i a zanecha
tenky film suchéhon lipidu na povrchu konteineru. Do
kontejneru se poton =zavede vodny¥ toztok G¥inne sloudeniny
nebo jeho monofosfatoveého, difosfatoveho a/nebo
trifosfatového derivatu. Kontejner se potom rudn& otadi, aby
se odstranil lipidovy materiéi ze sten konteineru , a aby se
rozptylily lipidové agregaty, &Sins se vytvori liposom&inid

suspenze.
Tenta vynilez byl papsan s odkazy na jeho vvhaodna provedeni.

Variace a modifikace vynalezu jsou pro odbornika v oboru

zfejmg z pifedchoziho podrobného popisu vyndlezu.

Je zieingé, Ze véechny z téchto varjaci a modifikaci 3json
zahrnuty do rozsahu vyndlezu podle p¥iloZenych patentavych

naroki.
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1. SlouCenina L-nukleosidu vzorce: i _ t
cLe wTt
‘ "1 L3 Z I 0 ‘
|
+
kde R je purinovd nebo pyrimidinovd bdze a R = je vodik,
acyl, alkyl, mnonofosfarednan, difosforetfnan nebo
trifosforecnan.
2. PouZit{ sloufeniny podle naroku 1 a

Jeiji farmaceuticky
prfijatelnych soli pro vyrobu 1é¢iva pro

1é€eni EBVY nebo HBV
infekce.

3. L-nukleosid podle narcku 1 a jeho farmaceuticky pifijatelne
s0li pro vyrobu lédiva pro léfeni EBV nebo HBY infekce.

4. Zplsob 1é€eni lidf infikavanych HBV nebo EBV se Diovdrd
tak, Ze zahrnuje podivdni HBV

nebo EBV- 1é8€ivého

nnoZstvi
~—E=miETeosidu vzorce




OH
...-O
RO F R
kde R je purinovd nebo pyrimidinovd bdze a R  je vodik,
acyl, _alkyl,  monofosforednan. coeAdifesforefnan, - seho
Lrlfosforecnan
5. Zpiisob podle naroku 4, kde L-nukleosid je

2’—fluar—S—methQI-34L—arahinmfuranosyluridin.

6. L-nukledsid . - podle naroku i, kterﬁm je

2’—fluor—S—methyl—ﬂ—L—arabinofuranosyluridin_

7. L—nukleosid podle naroku 1 aZ 3 vybrany ze skupiny
sestévajicf z

Ni-¢2° ~deoxy-2 -f luor- —@-L-arabinofuranosyl)-5- —ethyluracilu,
N1-¢2° ~deoxy- 2" -fluor-g-L- arabinofuranosyl)-5- jodcytosinu, a

N1~ 2’ -deoxy- -2 fluor B8-L- —arabinofurancsyl)-5- joduracilu.

8. L-nukleosid podle naroku 1 aZz 3, kde je bize vybrana ze
skupiny sestiavajici =z J-methyluracilu (thymin), S-joduracilu,

cylosinu a S-ethyluracilu.

g. PouZiti podle naroku 2, kde L-nukleosid je

2'—f1uor—5—methy1—Q—L—araﬁinofuranosyluridin.




o

11. PouZiti podle ndroku 2. kde je

16. Pouziti podle nparoku 2, kde L-nuklensid je vybran ze
skupiny sestavajici z
Nx—(z'-deoxy—z’—fluor—B—L—arabinofuranosyl)—5—ethy1uracilu,
N1—(2(-deoxy—Z’—f1uar—B—L—arabinofuranosyl)—5-jodcytosinu, a

N1—(2'-deoxy—z’~f1uor—G—L—arabinofuranosyl)—5-jodura¢ilu.

baze wvybrana ze
skupiny sestavajici z S-methyluracilu C(thymin), 5-joduracilu,

cytosinu a S-ethvluracilu.

12. Zpidsob podle ndroku 4, kde je L-nukleosid vyhran ze
skupiny sestavaiici =z '
N1-(Zl-deoxny'—fluorTG—Lfarabinofuranosyl)—5—ethy1uracilu,
N1~(2’-deoxy—z’—fluor—B—L—arabinofuranosyl)—5-j0dcytosinu, a

N1-(2'—deoxy~2ILfluor—B—L—arabinofuranosyl)—S—joduracilu.

13. Zpfisob podle naroku 4, kde je baze wvybrana ze
skupiny sestavajici z S-methyluracilu (thymin), S5-joduracilu,

cytosinu a S-ethyvluracilu.
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