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(54) Zpisob p¥ipravy (E)-5-(2-bromvinyl)uridinu a jeho derivati

1

Vynélez se tykd zplsobu pfipravy (E}-5-
-(2-bromvinyl)uridinu a jeho derivati obec-
ného vzorce VI

'Br
l'i l CH=CH
0% N
RO — .0
R.,O OR1
(vi)

kde
Rt znadi atom vodiku, alkylovou skupinu

s 1 aZ 8 atomy uhliku, benzoylovou skupinu
nebo benzoylovou skupinu substituovanou v
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para-poloze bud alkylovou skupinou s 1 aZ
4 atomy uhliku, nebo atomem halogenu.

Je zndmo, ¥e 2‘-deoxy-nukleosidy 5-substi-
tuované uracilové bédze projevuji in vitro a
in vivo vyznafnou antivirdlni G&innost
[Meth. a Fing, Exptl. Clin. Pharmacol. 2,
253 (1980}]. Ze zndmych nukleosidi (E)-5-
-(2-bromvinyl Juracil-2‘-deoxynukleosid  vy-
znatnou antiherpesni u&innost (d¢innosti
proti Herpes simnlex virus species) [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 78 (6} 2946 (1879)].

Je také zndmo, Ze ve skupiné pyrimidin-
-nucleosidfi substituovanych nizkou alkylo-
vou skupinou v poleze 5 projevuil pouze de-
oxyribenukleosidy  antiherpasni  Gfinnost,
zatimco prisludné ribonukleosidy zlstavaiji
téméf netfinné [Chem. Pharm. Bull. 18, 261
(1970]].

Neocekavané bylo zjisténo, Ze ribonukleo-
sid (E}-5-(2-bromvinyl)uracilové béaze, pfi-
praveny misto 2°-deoxyribenuklecsidu, ma
podobnou vysokou antihypersal Gfinuost a
je soutasné mané toxicky.

Zpiscb pfipravy (E)-5-(2-bromvinyl)uri-
dinu a jeho derivati obecného vzorce I se
vyznatuje tim, Ze se bromuje 2°,3',5'-tri-O-
-acyl-5-ethyluridin obecného vzorce IV
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]
G N
RO
RO OR
(1v)

kde

vyznam R je identicky s vyznamem Ri s
vyjimkou atomu vodiku, bromem, vyslednéd
dibromslou¢enina obecného vzorce V

RO OR

(V)
kde

vyznam R je identicky s vyznamem R, s
vyjimkou vodiku, se dehydrohalogenuje
a potom se pripadné& deacyluje.

Uridinové derivdty obecného vzorce IV
se mohou vyhodné pfipravit z 5-ethyluracilu
vzorce I a pouZitim néslednych syntéznich
stupiill s vysokym vytéZkem, pri ziskdni me-
ziprodukti obecného vzorce II a III, podle
nésledujiciho reak®niho schématu:

i RO Ac SnCly
Z N ,
(u () (1)
?r
H//,\L , CH=CH
0” N
R0
RO OR RO OR RO OR
(1V ) (v) (vi)

Podle vyhodneho zplisobu podle vynélezu
se 1,23 5'-tri-0O-acyl-5-ethyluridin obecného
vzorce IV s vyhodou rozpustény v haloge-
novaném rozpouﬁtédle, jako dichlormethanu,
nebo chloridu uhli¢itém, bromuje za p¥itom-
nosti ultrafialového svétla 2,5 M bromem,
vysledny dibromderivdt obecného vzorce V
se pfipadné& oddéli, potom se dehydrohalo-
genuje za pfitomnosti pfebytku tercidlni bé4-
ze, s vyhodou triethylaminu, v halogenova-
ném rozpoustédle nebo ethylacetdtu a ko-
ne¢né se pripadn& deacyluje Ci_4 alkohola-
tem alkalického kovu v Ci_4 alkanolu.

Antivirdlni t€innost sloufenin obecného
vzorce VI podle vyndlezu je demonstrovan
za pouZiti (E)-5-(2-bromvinyl)uridinu jako
prikladu,

ZkouSeni antivirdlni G&innosti se provadi
podle nésledujiciho zpisobu:

Podle literatury se predpokladd, Ze v&tsi
g€ast antivirdlnich nukleosidnich analogf
spojuje svou ,antivirdlnf G&innost‘ s &in-
nosti hostitelské buiiky, coZ vede ke sniZeni
rychlosti mnoZeni virG v butiice (je velmi
zndmou skute¢nosti, Ze mnoZeni vird vyZa-
duje dobrou &innost hostitelské buiiky).

Metoda byla vyvinuta pro zkouSeni anti-
virdlni df€innosti rdznych 16kdt v roztoku,
ktera je vhodnd pro pfesnou, citlivou a ob-
jektivni zkou8ku tuéinnosti 1€kl in vitro po-
uZitelnou na burikdch a tkédnich teplokrev-
nich ZivoCichd a lidi [Toxicology 16, 59
(1980)]. Metoda je také vhodné pro vypoé&i-
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tdni nejvy38i koncentrace ze zkuSebnich u-
dajii zkouSeného 1éku na tkatiové kultufe,
kterd je$t& neposkozuje tkainl (CTo). Antivi-
ralni udinnost léku je povaZovéna za virové
specifickou, tj. obzvidsté vhodnou pro te-
rapeutické udely, jestlize mfiZe brzdit mno-
Zeni virtt v tkdni pfi koncentraci CTo nebo
niZsi neZ CTo, tudiZ se mlZe predpokladat,
7e mé nizkou akutni toxicitu u teplokrevnych
Zivodichfi a lidi. (Nizkd toxicita je zvlasté
vyhodnd v piipadé& sloudenin, které se maji
pouZit jako antivirové 1éky).

BohuZel bud nebyly uvefejndny v litera-
tufe u 16k popsanych jako ,antiviralni* po-
dobné Gdaje toxicity (CT,), nebo se zkouSky

]

provadsly p¥i k- mcentracich vys3ich neZ CT,

a bylo zjiS§téno, Ze tyto roztoky brzdi ,,anti-
virdlni aéinnost”. P¥i srovnani antiviralni d-
¢innosti (E)-5-(2-bromvinyl)uridinu s G&in-
nosti zndmého (E)-5-(2-bromvinyl)-2‘-deoxy-
uridinu [Tetrahedron Letters 45, 4415
(1979)] bylo zjiSténo, Ze ob& sloufeniny u-
kazuji vyznamny antivirdlni G€inek in vitro
i p¥i tak nizké koncentaci jako CT, bez po-
g§kozeni bun&k a tkané& pouZitych pro kul-
turu. Neofekdvan& vSak projevil [(E)-5-(2-
-bromvinyljuridin podstatng niZ$i toxicitu
neZ deoxy-derivaty. Antivirdini G¢inek slou-
¢enin je potvrzen vysledky zkou3ek uvede-
nych v tabulce 1.

Tabulka 1
Udinek nukleosidnich analogl na mmoZeni vir na tkaiiovych kulturdch pfi koncen-
traci CT,
Slou¢enina Kmeny viru
Herpes simpl.! Adeno? Rubeola3 Influenzat

A 44+ 0 0 0

B ++4+ 0 0 0

C 0 — — 0

D 0 — — 0

Zkratky je velmi Géinny p¥i inhibici mnoZeni vird
Herpes simplex typ 1. Na tkatiové kultufe

A = (E)-5-(2-bromvinyljuridin obsahujici (E)-5-(2-bromvinyl)uridin v kon-

B = (E)-5-(2-bromvinyl)-2'-deoxyuridin centraci CT, byl potet viri, méfeno v TCIDso

C = 5-jod-2'-deoxyuridin (virovd koncentrace ni¢ici 50 % bungk tk4-

D = 5-jod-2‘-deoxycytidin fiové kultury), zna&né sniZen ve srovndni s

~+-4-+- = pozoruhodné inhibice mnoZeni podobnymi hodnotami ziskanymi v kontrol-

0 = nedlinny nich zkumavkédch bez ufinné latky. Rozdil

— = nezkou3eno logaritmu virového titru se mtiZe povaZovat

1 = typ 1 na HelLa tkailové kultufe za objektivni indikdtor rychlosti inhibice vi-

2 = typ 5 na Hep-2 tkatiové kultufe rového mnoZeni. Vysledky nékolika pokusi,

3 = Judith kmen v Rk-13 tkdatiové kultufe obsahujicich také srovnédvaci tddaje (E)-5-

4 = AO PR8 kmen v chorioallantois-mem-
brénové kultufe

Bylo zji$téno, Ze (E)-5-(2-bromvinyl)uridin

Tabulka 2

-(2-bromvinyljuridinu a (E)-5-(2-brcm-
vinyl)-2‘-deoxyuridinu, jsou uvedeny v ta-
bulce 2.

Inhibitni Géinek nukleosidnich analogli na mnoZeni viru

ZkouSeny virus: typ 1 Herpes symplex

Tkatiovd kultura: HeLa (Eagliv roztok* pfipraveny ze standardniho Eaglova rozto-

ku obsahujiciho 2 % teleciho séra)

Vysledky zkouSek né&kolika jednotlivych pokusii:

Kontrola Sloug. A Alog Kontrola Sloué. B Alog
log TCIDs0 log TCIDso TCIDs0 log TCIDs0 log TCIDs0 TCIDso
6,0 2,77 3,23 5,83 2,5 3,33
5,83 2,5 3,33 5,5 1,66 3,84
5,75 2,5 3,25 6,0 2,22 3,78
6,0 3,0 3,0 5,83 2,66 3,17
5,66 2,5 3,16
6,0 3,0 3,0
5,5 3,17 3,17
Primeér: |
5,82 2,66 3,16 5,79 2,26 3,53
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Zkratky:
Sloué. A = (E)-5-(2-bromvinyl)uridin
Sloué. B = (E)-5-(2-bromvinyl)-2‘-deoxy-
uridin

TCIDso = Koncentrace viru ni¢ici 50 % tka-
fnové kultury

*H. Eagle: Metabolismus aminokyselin v
tkdtiové kultufe savcii, Sciene 130, 432
(1959)

Tabulka 3

8

(E}-5-(2-bromvinyl)uridin a {E)-5-(2-
-bromvinyl }-2‘-deoxyuridin projevuje podob-
ny antivirdlni afinek (dchylka mezi rozdi-
lem log TCIDso 3,16 a 3,53 je nepatrnd).

Ve srovnédni s biologickym tGfinkem dal-
Sich antivirdlnich sloufenin nukleosidnihe
typu popsanych v literatufe je (E)-5-(2-
-bromvinyl Juridin méné toxicky pfi poku-
sech provddé&nych na tkéaiiové kultufe, stej-
né jako u porovndvacich testl s (E)-5-(2-
-bromvinyl)-2‘-deoxyuridinem.

Cytotoxicita nukleosidnich analogll pfikoncentraci CT, a CTso v rliznych tkdfiovych

kulturach p¥i log ug/ml

Slou- Kultury viru
denina Hela RK-13 BHK-21 Vero
CTs0 CT, CTs0 CT, CTs0 CT, CTso CT,
A 2,6 2,0 2,7 1,6 2,7 2,1 2,6 2,0
B 2.4 1,6 2,9 1,3 2,9 2,5 2,5 1,6
C 1,3 —1.4 1,9 0,7 0,8 —1,0 1,6 —15
D 0,9 —2,0
Zkratky: din terapeuticky index 108=63 oproti vi-

(E)-5-(2-bromvinyl)uridin

(E)-5-(2-bromvinyl)-2‘-deoxyuridin
5-jod-2'-deoxyuridin

- 5-jod-2'-deoxycitidin

wieNecih

[

PFi testech provadénych v HeLa tkafiovych
kulturdch projevuje (E)-5-(2-bromvinyl)uri-

Tabulka 4

ru Herpes simplex typ 1 ve srovnéni s kon-
trolnim stanovenim projevujicim 50% inhi-
bici.

P¥izniv4d tkéifiova toxicita (E)-5-(2-brom-
vinyljuridinu byla také potvrzena v pribé-
hu jednoduché zkouSky toxicity u my3i
{LDs0).

Akutni toxicita (E)-5-{2-bromvinyl)uridinu u mysi
Rozpoustddlo: 20% vodny roztok dimethylsulfoxidu

Aplikace Akutni toxicita po jednotlivé ddvce
(mé&¥eno po 24 hodinéch)
D4avka Podet mrtvych / 1é€enych zvifat

mg/kg A B

i v. 300* 0,5 1,5

ip. 1000** 4/5 5/5

750 0/5 2/5

500 0/5 0/5

per os 1000** 0/5 0/5

1500** 0/5 0/5
Zkratky: Na zédklad# pFedb&Znych zkouSek jsou in-
jekce, masti a tablety obsahujici (E)-5-{2-
A = (E)-5-(2-bromvinyl}uridin -bromvinyl)uridin jako G&innou sloZku a pFi-
B = (E)-5-(2-bromvinyl)-2‘-deoxyuridin pravené zndmymi metodami vhodné pro spe-

(srovnéavaci latka])

* 1. v. zkouS8ka byla omezena nasledkem
Spatné rozpustnosti sloufeniny ve vodé

** yodnd suspense sloufeniny byla pouZita
pri aplikaci polyoxy-ethylensorbitmonoole-
atu (Tween 80) a karboxymethylcelulézy

cifické lokdlni a také pro systemické 1é¢eni
infekci vyvolanych virem Herpes simplex typ
1 u lidi.
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Vynélez bude objasnén v nésledujicich pfi-
kladech:

Pr¥iklad 1

2,3 5°-Tri-O-bezoyl-(E)-5-(2-
-bromvinyl)uridin
(VI, Rt = benzoyl)

56,0 g (0,095 M) 2°35"tri-O-benzoyl-5-
-ethyluridinu se rozpusti p¥i mirném zahfi-
véni ve 400 ml bezvodého dichlormethanu.
Zahiivani se pferusi a b&hem 20 aZ 25 mi-
nut pod proudem dusiku pfi ozaFovéani ultra-
fialovym z4fenim se pfidd 34,15 g (11 ml)
“ bromu. Po pfidani bromu se ozafovani ultra-
tialovym zédFenim zastavi a reakéni smés se
zah¥ivd 30 aZ 40 minut pod zpétnym chla-
di¢em v silném proudu dusiku. Potom se od-
strani za sniZengého tlaku rozpoustédlo a vy-
tvofeny bromovodik. Zbyly svétle Zluty si-
rup se vloZi do 20 ml bezvodého dichlor-
methanu a op8t se odpafuje. Zbytek se roz-
pusti ve 200 ml bezvodého ethylacetatu, po
kapkédch pfi stdlém michdni se pfida 15 ml
triethylaminu, vytvofeny triethylaminhydro-
bromid se filtruje, potom se promyje 2X
20 ml ethylacetatu. Spojené ethylacetatové
promyvaci tekutiny se odpafi za sniZeného
tlakn. Zbyitek je 63,0 g pevné pény, vytézek
100 %. Tento produkt se miiZe pripadné& p¥i-
mo deacylovat. P&na se miiZe pfevést na bi-
1é krystaly, t. t. 160 aZ 170 °C, roztirdnim v
ethanolu.

2¢ 3‘ 5'-tri-O-benzoyl-5-ethyluridin, pouZi-
ty jako vychozi latka, se mfiiZe pfipravit po-
dle nésledujiciho reak&niho postupu.

a. 2,4-Bis-{ O-trimethylsilyl)-5-ethyluracil
(11)

40 g (0,285 mM) ethyluracilu (I), suSené-
ho pfed reakci ve vakuu pfi 150 °C, se mi-
chéd s 80 m! (0,50 M) 1,1,1,3,3,3-hexamethyl-
disilasanu, a zah¥ivd se 24 hodiny pod
zpétnym chladitem za bezvodych podminek.
Vytvofeny &iry roztok se odpafi za atmo-
sférického tlaku. Zbytek je lepkavy sirup,
ktery se destiluje za sniZeného tlaku. T. v.
134°C (1733 Pa). VytsZek 78,95 g (97 %).

b. 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-D-ribosa
(II1)

60 g (0,4 M) D-ribosy se rozpusti v 1280
mililitrech bezvodého methanolu, a pridé se
34 ml methanolu nasyceného plynnym bez-
vodym chlorovodikem (11,2 9%]). Reak&ni
smés se mechd 20 hodin pfi teploté mist-

10

nosti za bezvodych podminek, potom se ne-
utralizuje 120 ml pyridinu, a odpafi se za
sniZeného tlaku pi¥i 30 aZ 40°C. Znovu se
odpafi a potom se prida dal3ich 120 ml py-
ridinu. Vysledny visk6zni, svétleZluty sirup
se rozpusti ve smési 304 m! pyridinu a 320
mililitrd chloroformu, za chlazeni ledem se
pFida 233,8 ml Cerstvé destilovaného benzo-
yichloridu a nechd se stat pres noc v led-
nitce. Dalsi den se zru3{ prebytek benzo-
ylchloridu nalitim reakéni smési na led a
vodna vrstva organického rozpoustédla se
odd8li. Vodna faze se extrahuje 2krat 160
mililitry chloroformu, spojené chloroformo-
vé extrakty se promyji 200 ml vody, su3i
se bezvodym siranem sodnym a odpafi se
ve vakuu pii 30 aZ 40 °C.

Znovu se odpafuje a pfida se 100 ml to-
luenu. Zbyly ¢&erveny olej, ziskany nasle-
dujicim odstranénim poslednich stop orga-
nického rozpoustédla, se rozpusti ve sm#8si
96 ml ledové kyseliny octové a 224 ml acet-
anhydridu, potom se prida k roztoku b&hem
dvou aZ t¥i hodin za chlazeni ledem a in-
tenzivniho michéani 32 ml 95 aZ 97% kyse-
liny sirové a smés se nechd pfes moc v led-
nitce. Nésledujici den se nalije roztok na
led, a z vytvofenych olejovitych krystald
se odstrani voda. Krystaly se rozmichajl s
500 ml vody, voda se op&t dekantuje, Krys-
taly se rozmichaji s 200 ml 50 aZ 80% vod-
ného methanolu a filtruje se. Surovy pro-
dukt se piekrystaluje z 2,5 1 methanolu. Vy-
té¥ek: 128,5 g (60,0 %) 1-O-acetyl-2,3,5-tri-
-0-benzoyl-D-ribosy, t. t. 131 °C.

¢. 2,3 5'-tri-O-benzoyl-5-ethyluridin (TV)

48,1 g (0,095 M) 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-
-benzoyl-D-ribosy (111} se rozpusti v 1690 ml
dichlormethanu a za stdlého michdni se pfi-
déd smés 33,7 g (0,118 M) 2,4-bis(O-trime-
thylsilyl)-5-ethyluracilu (II) a 14 mil chlo-
ridu cini¢itého ve 110 ml dichlormethanu.
Dédle se michd 2 aZ 3 hodiny, reakéni smés
se nechd stat 24 hodiny pfi teplot& mistnosti,
potom se extrahuje 2300 ml nasyceného,
vodného roztoku hydrogenuhlifitanu drasel-
ného, organickd vrstva se oddéli a odpaii
se za sniZeného tlaku. Zbytek, bila krysta-
licka latka, se plekrystaluje z 250 ml etha-
nolu.

Vytdzek: 53,5 g (95 %) 2°,3',5'-tri-O-ben-
zoyl-5-ethyluridinu (IV), t. t. 155 aZ 156 °C.

Za pouZiti postupu popsaného v prikladu
1 se pfipravi nésledujici slouteniny obecné-
ho vzorce VI
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Piiklad &islo Produkt T.t.°C
2 24,35 -tri-O-acetyl-(E)- 145,5
-5- [2-br0mvinyl Juridin
3 2‘,3' 5'tri-O-(p-chlorbenzoyl}- 187 — 188
[E] -5-(2-bromvinyl)-uridin
4 2°,3',5%tri-0-oktanoyl-(E)- t v.: 98 — 105/133,3 Pa
-5 [2 -bromvinyl Juridin
5 2°,3',5'-tri-O-(p-methylbenzoyl)- 209

Vychozi 1atky pouZité v pfikladech 2, 3,
4, 5 se piipravi stejnd jako 2‘,3‘5°-tri-O-ben-

-( E] -5-{2-bromvinyl)uridin

pfi teploté mistnosti.
sraZenina se odstrani filtraci. pH &irého roz-

Pfipadné& vytvolend

zovl-5-ethyluridin (viz pFiklad 1).
Priklad 6
(E) -5-{2-bromvinyl]-uridin (VI, R1 =H)

65,5 g (0,11 M) 2°,3‘5%tri-O-benzoyl-(E}-
-3-(2-bromvinyl Juridinu (surovy produkt
prikladu 1) se deacyluje smési 250 ml 0,5 N
methyldtu sodného a 250 ml bezvodého me-
thanolu, reakéni smés se michd 3 hodiny

PREDMET

1. Zplsob pfipravy (E)-5-(2-bromvinyl)-
uridin a jeho derivdtli obecného vzorce VI

'Br
HN | CH=CH
0% N
R40 6]
R40 OR4
(vi)

kde

R1 znaé¢i atom vodiku, alkanoylovou sku-
pinu s 1 aZ 8 atomy uhlfku, bezoylovou sku-
pinu nebo benzoylovou skupinu substituo-
vanou v para-poloze bud alkylovou skupi-
nou s 1 aZ 4 atomy uhliku, nebo atomem
halogenu,

toku se upravi ionexovou pryskyfici (Do-
wex 50 H*) na 5 aZ 6, prysky¥ice se odfilt-
ruje a promyje se 2X 100 ml] methanolu.
Spojené methanolové roztoky se odpafi za
sniZeného tlaku. Zbytek se rozpustf v etha-
nolu a benzenu a znovu se odpaili. Zpraco-
vanim zbytku s etherem se ziskd 33 g suro-
vého produktu, ktery se pfekrystaluje mnej-
prve z vody, potom z ethanolu, Vyt&Zek: 28
gramu (71,7 %) (E)-5- (2-bromvinyl)uridi-
u (VI, R1 = H), t.t. 165 aZ 167 °C.

VYNALEZU

vyznadeny tim, Ze se bromuje 2°,3‘,5'-tri-O-
-acyl-5-ethyluridin obecného vzorce VI

0
H I CHzCHy
gN
RO
RO OR

(1v)

kde

vyznam R je identicky s vyznamem Ri s
vyjimkou atomu vodiku, bromem, v§sledné
dibromslougenina obecného vzorce V

kde
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ey
0 N~ Br Br
RO 0
RO OR
(v

vyznam R je identicky s vyznamem R1i s vy-
jimkou atom vodiku, se dehydrohalogenuje
a potom se pFipadné& deacyluje.

14

2. Zptsob podle bodu 1, vyznafeny tim,
¥e se bromace provadi v ‘halogenovaném
rozpoustédle, jako dichlormethanu, dichlor-
ethanu nebo chloridu uhligitém za p¥itom-
nosti ultrafialového zareni.

3. Zpisob podle bodil 1 nebo 2, vyznafeny
tim, Ze se dehydrohalogenace dibromderi-
vatd obecného vzorce V provadi terciarni
bézi, s vyhodou triethylaminem.

4. Zptisob podle bodu 3, vyznaleny tim,
Ye se dehydrohalogenace provadi v ethyl-
acetatu nebo chlorovaném rozpouStédle, G-
telné dichlormethanu.

5. Zptsob podle bodd 1 aZ 4, vyznafeny
tim, Ze se piipadnd deacylace komne&ného
produktu provadi C,, altkoholatem alkalic-
kého kovu v C,4 alkanolu.
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