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Vynélez se tyka zphsobu vyroby nukleosi-
dovych analogl s otevienym kruhem, zv1as-
t& novych sloudenin tohoto typu, které ma-
jI biologickou ¥idici tiéinnost, nap¥iklad pro-
tivirovou t&innost.

Nukleosidy obsahuji D-ribdzovou nebo 2-
~-desoxy-D-rib6zovou cukernou jednotku, kte-
ra je chemicky vézédna na purinovou nebo
pyrimidinovou 'hézi, a to adenin, cytosin,
guanin, thymin nebo uracil pfes dusikovy
atom kruhu. ProtoZe jde o jednotky, které
jsou stavebnimi kameny nukleovych kyse-
lin a vyskytuji se v pFirodé v. Zivjch buii-
kdch, pFedpoklddalo se, Ze nukleosidy a
nukleotidy a jejich analogy by mohly mit
chemoterapeutickou t¢innost.

Jakykoli prakticky vyznam, ktery by v
tomto smé&ru mohly mit je v8ak velmi sni-
Zovan tim, Ze in vivo rychle podléhaiji de-
aminaci plisobenim deamin&m.

Byla provedena rfada pokusil ke stanoveni
wztahu mezi strukturou a U¢innosti, nékte-
ré z téchto pokusti byly provad&ny s analo-
gy nukleosidd s otevienym kruhem. Pfes

- n8které slibné vysledky a n8které nové
sloueniny, které byly timto zpfisobem po-
psny nebyly zatim nalezeny Zddné nové
latky, vhodné pro chemoterapeutické po-
uZiti, jedinou takovou latkou by snad mohl
byt a-cykloguanosin, ktery byl popsan
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Schaefferem v US patentu &. 4146 715.

Vynélez se tyka zplisobu vyroby nukleo-
sidovych analogli s protivirovou ufinnosti,
tyto ldtky je moZno zpracovédvat na farma-
ceutické pripravky, jimiZ je moZno lé¢it vi-
rové infekce u savcil.

Pfedmé&tem wvyndlezu je zpasob vyroby
purinovych a pyrimidinovych sloudenin o-
becného vzorce

RO—CHz—CH-—-CH2-—O0R*
(1)
kde

X znamené:

5-fluoruracilovou skupinu,
cytosinovou skupinu,
5-azacytosinovou skupinu,
adeninovou skupinu,
guaninovou skupinu nebo
2-N-acetylguaninivou skupinu a

R a R’ znamenaji nezdvisle na sob& atom
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vodiku, benzyl nebo terc.butyldimethylsilyl,
za piedpokladu, Ze v pripadé&, Ze X zname-
né adeninovou skupinu, mé alespoil jeden
ze substituentdi R a R' odli¥ny vyznam od
atomu vodiku, jakoZz i z farmaceutického
hlediska prijatelné soli t8chto slouéenin,
vyznadujici se tim, Ze se uvede v reakci p¥i-
slusnd purinovd nebo pyrimidinovd baze,
popiipad& chemicky chrdné&nd na svych dal-
§ich reaktivnich mistech, av8ak obsahujici
volnou skupinu

NH nebo
N—M,

/

kde

M znamend atom chloru, atom, bromu,
atom jodu, niZ8i trimethylsilyl nebo stil rtu-
ti, stfibra nebo cinu v misté reakce, kterym
je atom dusiku v poloze 9 v pfipadg, Ze X
znamena adeninovou, guaninovou nebo 2-
-N-acetylfuaninovou skupinu a atom dusiku
v poloze 1 v pfipadé&, Ze X znamend 5-fluor-
uracilovou, 5-azacytosinovou nebo cytosino-
vou skupinu, se sloudeninou obecného vzor-
ce

R20—CH2—CH-—CH2—O0R3

1
0

CHzHal
kde

R2 a R3 maji stejny vyznam jako substi-
tuenty R a R,

Hal znamend atom halogenu,
nateZ se v p¥ipads, Ze jeden nebo oba sym-
boly Rz a Rs znamenaji benzyl, debenzyluje
vysledny produkt na slou€eninu, v niZ R a
R' znamenajl atom vodiku nebo se v pfipa-
dg, 7e jeden nebo oba symboly Rz a R3 zna-
menaji atomy vodiku, provadi silylace za
vzniku sloudeniny, v niZ jeden nebo oba
symboly R a R‘ znamenaji terc.butyldime-
thylsilyl a popfipad& se takto ziskand volnd
latka pPevede na sil, pFijatelnou z farma-
ceutického hlediska.

Je zFejmé, Ze sloufeniny, vyrobené zpi-
sobem podle vynélezu jsou blizce p¥ibuzné
pokud jde o strukturu i substituenty pii-
rodng se vyskytujicim nukleosidim a nuk-
leotidiim. Zakladni uspoiddéni Fet&zce a je-
ho délka zhstdvaji zachovény. PFisludné
funkéni skupiny O a OH, které se v biolo-
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gickém prostfedi aktivné vaZi na biologic-
k& centra, zlistdvaji zachovédny ve svém p¥i-
rodnim sledu vzhledem k bézi, avSak mohou
byt modifikovdny ochrannymi skupinami.

Tyto skupiny jsou .tak podobné desoxyri-
bozovym sloufenindm co «do chemické
skladby, Ze je nutno pFedpoklddat tvorbu
desoxyrib6zového kruhu za vhodnych pod-
minek. Zakladni{ rozdil spofivd v tom, Ze
slouéeniny, vyrobené zpfisobem podle vyné-
lezu nemaji strukturdlni pevnost uhlikové-
ho kruhu, takZe dochdzi ke zm&nadm ve
vlastnostech a chovdni té&chto sloudenin.
Mimoto také atom uhliku v poloze 4‘ neni
ve sloudenindch obecného vzorce I chirél-
ni, takZe nedochézi ke vzniku stereoisome-
ril. Kazdd hydroxylova skupina je primérni,
nedochézi k isomerii syn a anti na glykosi-
dové vazbg.

V§hodnou skupinou ve svrchu uvedenych
slouenindch jsou purinové bédze adenin a
guanin. Slouceniny s obsahem adeninu ma-
ji 8iroké spektrum biologické té&innosti.
Slouteniny adeninu a guaninu jsou také
biologicky neja¢inné&jsi. Pokud jde o slou-
¢eniny adeninu, je propracovano vyhodno-
cen{ jejich vlastnosti, napfiklad p¥i pouZiti
specifickych enzymi.

Na rozdil od pfirodn& se vyskytujicich
adenosinovych sloucenin a v&tSiny dfive
zndmych syntetickych analogd jsou adeni-
nové sloudeniny, vyrobené zplsobem podle
vynédlezu odolné proti deamindzdm, které se
nachéazeji ve vétSing tkani savcl a jsou
schopny deaktivovat vétSinu pFirodng se
vyskytujicich latek uvedeného typu.

Piirodni a dfive zndmé syntetické analo-
gy adenosinovych sloufenin jsou uvedenym
enzymem in vivo rozkladany s tim vysled-
kem, Ze aminoskupina na uhlikovém atomu
v poloze 6 primdrniho kruhu je hydrolyzo-
védna na hydroxylovou skupinu, takZe vzni-
ka odpovidajici inoxinovd sloudenina, v#t-
Sina téchto latek je pak biologicky zcela
netiéinnd. Pokud jde o pokusy in vitro, kte-
ré byly provddé&ny na hiologickou ti&innost
se zndmymi latkami, neni moZno na pod-
kladg t&chto pokush soudit na tu&innost in
vivo.

Slouéeniny, vyrobené zplisobem podle vy-
nélezu v8ak nejsou dobrym substrdatem pro
plisobeni adenosindeamindty a z tohoto dii-
vodu nedochdzi in vivo k hydrolyze jejich
aminoskupiny, alespoil ne ve v8tSim stupni.
7 tohoto d@ivodu jsou pokusy, provddéné in
vitro v souladu s pokusy in vivo.

Nejvyhodnéj§imi sloueninami obecného
vzorce I jsou ty latky, v nichZ R a R’ zna-
menaji atomy vodiku a X znamend adenin
nebo guanin, a to zejména sloufeniny obec-
ného vzorce A*
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HO=CH-CH-0
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CH_OH
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to jest 9-[({2-hydroxy-1-/hydroxymethyl/e-
thoxy)methyl| a odpovidajici slouceniny, v
nich? jeden nebo oba substituenty R a R’
znamenaji dimethyl-terc.butylsilyl nebo
sloudenina vzorce
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Slouteniny obecného vzorce I je moZno
ziskat tak, Ze se uvede v reakci prislniné
halozenovanéd béze s pfisluSnym alkylovym
zbytkem. Syntézu je moZno zapot€it tak, Ze
se pusobi na 1,3-dichlor-2-propanol, benzy-
latem sodnym v dusikové atmosiéfe v pfi-
tomnosti 1,2-dichlorethanu za vzniku chlor-
methoxyderivatu 1,3-dibenzyloxy-2-propa-
nolu za neustdlého odstraiiovani prebytetné
vody. Tento derivat se pak véZe na piislus-
n& halozenovanou béazi, nap¥iklad 6-chlor-
purin v dimethylformamidu pfi pouZiti tri-
ethylaminu jako latky, kterd vaZe kyselinu.

Na takto ziskanou chlorovanou slouceni-
nu se pak plsobi methanolovym roztokem
amouniaku v ocelové reakéni tlakové néddobé,
&im# se ziskd 6-aminoderivat. Vysledny pro-
dukt je pak moZno podrobit debenzylaci za
vzniku slouteniny obecného vzorce I, nap¥i-
klad vodikem p¥i pouZiti kysliniku palé-
dia v methanolu. Ochranné skupiny je moZ-
no uZit b&Znym zpisobem. )

Né&které sloudeniny, vyrobené zphsobem
podle vyndlezu maji protivirovou tu&innost
a soufasn& nizkou toxicitu pro buiiky, tak-
Ze je moZno je uZit k 1é¢bé& virovych infek-
ci v Zivych buitkdch saved. Napiiklad 9-{(2-

§

-hydroxy-1-/hydroxymethyl/ethoxy Jmethyl]-
adenin je t€inny proti viru oparu, viru
chfipky a viru vesikuldrni stomatitidy.
Slou€enina vzorce G*, to jest 9-[(2-hyd-
roxy-1-/hydroxymethyl/ethoxy jmethyl|gua-
nin je vysoce ufinny proti viru oparu, a to
daleko vice, neZ acykloguanosin a mimoto
je jeSt& ulinny proti SirSimu spektru virh

neZz acykloguanosin. RovnéZ mono-O-terc.-

butyldimethylsilyl-9-[ (2-hydroxy-1-/hydro-
xymethyl/ethoxy)methylladenin je d&inny
proti viru chiipky.

V obou pF¥ipadech tyto latky virus hubi a
soucasné inhibuji jeho rezmnoZovani v dav-
ce, kterd jeSté neni toxickd pro buiky sav-
cq.

Dalsi slouCeniny, které je moZno ziskat
zplsobhem podle vynéalezu maji také toxicitu
pro builky savcd i v nizkych davkéach, tak-
Ze je moZno je uZit jako jedy nap¥iklad pro-
ti hlodavciun. Pifkladem takové toxické 1at-
ky miiZe byt nap¥iklad bis-O-terc.butyldime-
thylsilyl-9-[ (2-hydroxy-1-/hydroxymethyl/-
ethoxy)methylladenin. Sloufeniny tohoto
typu je moZno uZit také jako insekticidy.

Obecné€ je moZno uzaviit, Ze sloudeniny
obecného vzorce I, v nichZ R a/nebo R' zna-
menaji atom vodiku a X znamend purino-
vou hazi, zejména adenin a guanin, budou
mit protivirovou tfinnost ve vhodné dévce
bez neZddouci toxicity.

Sloudeniny obecného wvzorce I, v nichZ R
i R maji odli$ny vyznam od atomu vodiku
a v nichZ X znamend adenin nebo guanin

. budou toxické a budou mit potencidlni po-

uZiti jako jedy.

Né&které slou€eniny svrchu uvedeného
vzorce I, v nichZ purinovd nebo pyrimidi-
nova béaze X je substituovdna na jadre, jsou
rovnéZ zajimavé jako protivirové 14tky.
Specifickymi slou€eninami tohoto typu jsou
ty latky, v nichZ X znamend uracil, substi-
tuovany v poloze 5 atomem fluoru mnebo
hydroxymethylovou skupinou, guanin nebo
adenin, substitwovany v poloze 8 atomem
halogenu, s vyhodou bromu, thioskupinou
nebe aminoskupinou, 5-fluoruracil, 5-azacy-
tosin, 2-N-acetylguanin a podobng.

Je samozFejmé, Ze zplisob podle vynédlezu
zahrnuje i tvorbu soli t&chto slouéenin, pfi-
jatelnych z farmaceutického hlediska.

Sloud&eniny, vyrobené zpfisobem podle vy-
ndlezu je moZno nemocnym poddvat paren-
terdlng, mistné& ve formé& mazéni, Krémd,
aerosolll nebo praski nebo jako o&ni neho
nosni kapky nebo perordln& Obvykle se
slou€eniny, vyrobené zpfsobem podle vy-
nédlezu podéavaji béZnym zpilisobem a béZnym
zplisobem se také vyrdb&ji farmaceutické
pripravky, které tyto latky obsahuji. Postu-
puje se stejné jako v pfipadé& jinych proti-
virovych latek, jako jsou acykloguanosin,
Ara-A a lvdr. Uinnd davka pro podani in-
terthekdlné nebo parenterdlné, vztaZeno na
volnou latku je v rozmezi 0,1 aZ 100 mg na
kilogram, s vfhodou 0,5 aZ 20 mg/kg a
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zv143teé pribliZné 5 mg/kg, pri€emZ zvolend
l1ékovd forma se poddvé 2- aZ 4X denné.

Perordlné poddvané pripravky maji s vy-
hodou formu prasku nebo granul a obsahu-
jl obvykle také nosié a/nebo dispergatni
¢inidlo a/nebo smétedlo a vodu nebo sirup,
miZe také jit o tablety nebo kapsle. Je rov-
néZz mozno uZit roztokd t&chto latek v des-
tilované vod& nebo fyziologickém roztoku
a jinych isotonickych roztocich za pfipad-
ného pouZiti pufru, napfiklad fosfatu, kon-
centrace roztok@i se pohybuje v rozmezi 1
az 20 %, s vyhodou 2 aZ 15 % a zvlasts
piibliZzné 10 % pro parenterdlni nebo in-
terthekéalni podéni.

Pokud jde o mazéni, které se pouZivd
mistné proti zevnim infekcim, miZe jit o e-
mulzi typu olej ve vodé& v koncentraci 0,1
aZz 10 %, s vyhodou aZ 3 %, zvlasts 1 %
(hmotnostni/objemovad %). Tyto prost¥edky
mohou obsahovat také parafinovy olej a
popfipadé smaéacedlo ke stabilizaénim ude-
1im nebo dimethylsulfoxid.

Vynédlez bude osvétlen ndsledujicimi p¥i-
klady.

Pfiklad 1

Zplusob vyroby 9-[ (2-hydroxy-1-/hydroxyme-
thyl/ethoxy)methyl]adeninu {III)

6,5 mmold 6-chlorpurinu se kondenzuje
s 1,3-dibenzyloxy-2-chlormethoxypropanem
ve 4 ml dimethylformamidu s obsahem 6,5

mmold triethylaminu pFi teplot& 25 °C po,

dobu 16 hodin. Takto vznikly produkt, 1,3-
-dibenzyloxy-2-(6-chlorpurin)methoxypro-
pan se izoluje chromatografii na tenké vrst-
vé jako olejovitda kapalina a pak se zahfivéa
v ocelové tlakové 1dhvi pfi teploté 90 “C po
dobu 20 hodin se 60 ml nasyceného metha-
nolu (methanol se syti amoniakem p¥i tep-
loté 0 °C}. Rozpoustédlo se odpafli a vznik-
1y 1,3-dibenzyloxy-2-adeninmethoxypropan
se vysrdZi z ethanolu etherem.

Sloudenina se debenzyluje pfi pouZiti kys-
liéniku palddia v methanolu po dobu 20 ho-
din p#i tlaku vodiku 3,5 MPa. Katalyzétor
se odstrani filtraci a po zahu$té&ni a zchla-
zeni methanolového roztoku dochéazi ke
krystalizaci 9-[(2-hydroxy-1-/hydroxyme-
thyl/ethoxy)methyl]adeninu (III) ve formé
bilé pevné latky. Celkovy vytdZek je 27 %,
vztaZeno na 6-chlorpurin, teplota tani je
184 aZ% 186 °C.

m/e (molekulovd hmotnost) 239,

EtOH = 959 nm
max

Rf 0,12 (CHCl3 — Et OH, 4:1).
PFiklad 2

Ze slougeniny III, pripravené zplsobem
podle pfikladu 1 se ziskd mono-O-terc.bu-
tyldimethylsilyl-9-[ (2-hydroxy-1-/hydroxy-
methyl/ethoxy Jmethyl]adenin (slou¢enina

X) a bis-O-terc.butyldimethylsilyl-9-[ ( 2-hyd-
roxy-1-/hydroxymethyl/ethoxy)methyl|ade-
nin (slou¢enina XI) reakci s prislu§nym
mnoZstvim terc.butylsilyldimethylchloridu
za standardnich podminek pro ochranu
hydroxylové skupiny zplisobem, zndmym v
syntéze nukleosidil s nédslednymi standard-
nimi postupy pro izolaci obou vyslednych
produktd.

M ,'--}7

N«:ﬂ' h Nﬁ
N L—w
N I
%Hz.
T8DMS.0-CH;CH-0
ﬁ..’

CH,On
et

(.',H;o ~TBDMS

Priklad 3

Slou€enina IIT, pfipravend zplisobem po- .
dle pfikladu 1 byla podrobena zkouSkam
na protivirovou tGiéinnost. Testy byly prova-
dény b&Znym zpfisobem péstovdnim bun&k
savcld ve vhodném Zivném prostfedi na tka-
1ové kultufe. PFi provadéni kontrolnich po-
kusli se suspenze virdl zndmého typu a zné-
mé koncentrace nanesla na rostouci tkéatio-
von kulturu a pak byl pozorovan rist. P¥i
pokusech s ufinnou latkou byl nanesen na
rostouci tkéaiiovou kulturu virus I u€innd
latka, vyrobend zplsobem podle vynélezu.

Na tké&fovych kulturdch byl pozorovan
rist plak@. SniZeni po¢tu plakdl a jejich
rozméru na tkaiové kultufe znamend, Ze
pouZitd sloudenina brdni rozmnoZovdni vi-
ri.

Sloudenina III je schopna GEinné zbrzdit
rozmnozovédni viru oparu. V davce 300 ug
této 1a4tky v 1 ml Zivného prostfedi bylo
moZno sniZit plochu plak@t o 70 % bez zné-
mek toxicity vzhledem k builkdm savcil,
rostoucim ve tkéiiové kultufe.

Slou&enina III je rovn&Z uinnd pokud jde
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0 brzdéni viru vesikulérnl stomatotidy, kde
sniZuje pocet plakf o 70 % v ddvce 1 mg/ml
Zivného prostfedi. Ani v tomto piipadé ne-
bylo moZno pozorovat v uvedené dévce
Zadnou toxicitu vzhledem k buwiikam savcd.

Pfiklad 4

Sloutenina X, pfipravend zplisobem po-
dle ptikladn 2 byla podrobena zkouSkam
padle piikladu 3 na d€innost proti viru
chiipky A. U¢innd latka byla pFiddvéna v
dévkach 0,1, 1,1 a 11 ug/ml a v kaZdé z
t&chto ddvek byla ti¢innd pokud jde o zbrz-
déni rozmnoZovani virovych bundk beze
zndmek toxicity proti bufikdm savef. P¥l
vy38ich davkédch, napiiklad 110 wg/ml byla
tato slougenina pro builky savefl toxicka.

V p¥ipad8, Ze sloufenina X byla podrobe-
na podobnym zkouskadm p¥i pouZiti viru o-
paru, byla toxickda pro buiiky savcll v ddvce
300 ug/ml, aniZ by bylo dosaZeno selektivni
ucinnosti proti viru.

Slou€enina XI byla pfi provadéni podob-
nych testd velmi toxickd pro huilky savei,
a to jiz v davce 30 ug/ml.

Priklad 5

Testy a vyhodnoceni u€innych latek proti
viru oparu

Kmeny viru opazru ((ISVY hy'v pioieviny
a titrovany pfi teplot& 36 °C na lidskych fe-
talni fibroblastech, odvozenych od fetdlnich
tkdni a byly pouZity pro praci s virem pred
desatym pasdZovanim. Builky byly péstové-
ny a udrZovdny na hazdlnim Tazlové pro-
stfedi (BME, Auto-Pow, Flow Laboratories)
s pridanim 0,112 % hydrogenuhliitanu
sodného, 2 mmold 1-glutaminu, 2 mg neomy-
cinu na 100 ml a 5 2% 20 % teleciho séra.
5 % BME znameud v daldim popisu pro-
stfedi, které obsahuje 5 ml teleciho séra v
celkovém objemu 100 ml.

Titr kmenti HSV se stanovi titraci plaka
zplsobem podle publikace Roizman a Roa-
ne, ,Virology", 18, 75 aZ 79 (1961). Tkétio-
vé kultury se nsolkuji buiikami a uZiji se
k pokusiim po dosaZeni priblizng 25 % mo-
novrstvy. Na kaZdon z dvojice tkériovych
kultur se ofkuje virus v logaritmickém fa-
déni a nechéd se ahscrbovat 1 hodinu za oh-
tasného protfepdni, pak se virus odstrani
a pfidaji se 2 ml 5% BME s obsahem 0,5 %
lidského imunniho sérového globulinu. Po
48 hodindch inkubace p¥i teplot&€ 36 °C v
atmosféfe s 5% kysliniku uhligitého se
prostfedi odstrani a vrstvy bunék se barvi
0,05% vodnym roztokem krystalové violeti.
Potitd se podet plakl v pilipadé dvojiho
provedeni se vypo&itd primér a polet jed-
notek, tvo¥icich plaky.

Slou&enina se podrobi testiim na G&innost
proti viru woparu p¥i pouZiti zdsobniho roz-
toku kaZda ze sloudenin &erstvé pfiprave-
ného rozpusténim 1,2 mg v BME. Pfisluiné
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zl'edéni kaZdé ze sloufenin se provede v 5%
BME s obsahem 0,5 % lidského imunniho
serového globulinu t&sn& pred poufitim.

Plotny s tkdflovymi kulturami o velikosti
33 X 10 mm a p¥iblizné 75% monovrstvou
se oCkuji p¥ibliZng 50 jednotkami pro tvor-
bu plaki HSV v 0,2 ml a virus se nechd ad-
sorbovat 1 hodinu za ob@asného protFepéni.
Po odstranéni viru se pfidaji 2 ml 5% BME
a 0,5 % imunniho globulinu a trojndsobné
Fed&ni prislusné sloudeniny. Jedna skupina
ploten se ponechd bez ufinné latky a je
kontrolni. Po inkubaci 48 hodin pFi teplotd
30 °C v atmosféfe s 5 % kyslitniku uhli&i-
tého se prostiedi odstrani, buiiky se obarvi
svrchu uvedenym zplsobem a pocitaji se
plaky.

V pFipadé vétsiho poftu ploten pro jednu
koncentraci se vypoditd primér a tim se
vypoCitd i pofet plakii, vznikajicich za p¥i-
tomnosti kaZdého Fed&ni jednotlivé Géinné
latky. SniZeni rozméru plakd ve srovnénf
s kontrolou se rovn&Z vypofitdvd. Dalsi
hodnotou, kterd se vypolitdvd je sniZeni
poc¢tu plakdl ve srovnani s kontrolou. Tato
hodnota znamend, Ze pPidand ldtka je
schopna brénit rozmnoZovani viru. SniZeni
rozméru rostouciho plaku rovndZ znamena
Inhibici rozmnoZovani viru, které je zpiso-
beno téinnou latkou. .

Vysledky ukazuji, Ze sloufenina G*, zis-
kéna podle prikladd 11, 12, 13 a 14 je velmi
tginnd proti viru oparu. SniZovala rozmér
plakti o 25 % jiZ v koncentraci 0,02 pg/ml,
0 50 % pii koncentraci 0,1 ug/ml a o 75 %
pfi koncentraci 0,8 pg/ml. V nejvyssi kon-
centraci, kterd byla pouZita, to jest pii kon-
centraci 250 wg/ml nebylo moZno pozoro-
vat Z4dné zndmky toxicity vzhledem k buii-
kam.

V piipadé, Ze tato sloucenina byla uZita
v koncentraci 2 ug/ml a vy3si, nedo3lo vii-
bec ke tvorbé plakdl ani k ristu viru. Dobra
uginnost byla prokdzdna jiZ v koncentraci
0,007 ug/ml.

Sloudenina, ziskdna zplisobem podle pii-
kladu 8, 5-aza-C* je rovnéZ udinna proti
viru oparu. SniZuje rozmér plaki o 25 % v
koncentraci 5 ug/ml, o 50 % p¥i koncentra-
ci 50 ug/ml a 75 % v koncentraci 110 ug/ml.
Tato latka suiZuje pocdet plakd o 25 % v
koncentraci 8 wg/ml o 50 % v koncentraci
30 ng/mla o 75 % v koncentraci 140 ug/ml.
Zadna znamka toxicity nebyla pozorovéna
aZ do koncentrace 304 ug/ml.

Slou€enina z pFikladu 9, dibenzyl-C* je
rovn8Z nf¢innéd proti viru oparu, aviak v
men3im méFitku, ke sniZeni rozmé&ru plaki
0 25 % je zapot¥ebi koncentrace 20 ug/ml,
0 50 % koncentrace 100 pg/ml, ke sni¥eni
pottu plakd o 25 % je zapotiebi koncentra-
ce 20 ug/ml a o 50 % koncentrace 70 ug/ml.
A% do koncentrace 305 ug/ml nebylo moZno
pozorovat Zadné znamky toxicity.

Slou€enina z pFikladu 6, 5P-benzyl-U* je
rovnéZ afinnd proti viru oparu a sniZuje
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rozmé&r plakit o 25 % v koncentraci 10 ug/
/ml, o 50 % v koncentraci 50 ug/ml a snizZu-
je poéet plakid o 25 % v koncentraci 70 ug/
/ml a o 50 % v koncentraci 110 ug/ml. AZ
do této koncentrace nebylo také moZno po-
zorovat Z&dné zndmky toxicity.

‘Sloutenina z pfikladu 10, N-acetylbenzyl
C* je Céastetné ufinnd proti viru oparu a
sniZuje rozmér plakii o 25 % v koncéntraci
60 ug/ml a o 50 % v koncentraci 150 pg/ml,
ke sniZeni podtu plakit o 25 % je zapotfebi
koncentrace 20 ug/ml, o 50 % koncentrace
130 ug/ml a o 75 % koncentrace 310 ug/ml.

V podstaté podobné vysledky je moZno
ziskat v pfipadé, Ze byla sloutenina C* po-
drobena zkouSkam proti osmi réznym kme-
niim viru oparu typ I a proti Sesti riiznym
kmenam viru oparu typ II.

Sloudenina C* z pi¥ikladu 15 byla uU&innd
proti VSV typ 1 v nizkych koncentracich.

P¥iklad 6

Zplisob vyroby 1-[(2-benzyloxy-1-/benzyl-
oxymethyl/ethoxy)methyl]-5-fluoruracilu

1,0 g, 0,0077 molu 5-fluoruracilu a néko-
lik krystald siranu amonného se uvede v
suspenzi v 15 g 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisi-
lazanu (DMDS)} a smés se zahfeje na tep-
lotu varu pod zpétnym chladiem za stélé-
ho michéni. Po 50 minutdch se volnd latka
rozpusti a prfebytek HMDS se odpafi za sni-
Zeného tlaku, ¢imZ se ziskd 15 sirup s ob-
sahem volné latky, chrdnéné silylovymi sku-
pinami, jejiZ struktura nebyla stanovena.
Tento sirup se rozpusti v 80 ml 1,2-dichlor-
ethanu a pridd se 0,4 ml bezvodého chlo-
ridu cinatého. Pak se pridéd 0,007 mmolu
1,3-dibenzyloxy-2-chlormethoxypropanu ze
zésobniho roztoku a vysledny roztok se za-
zftkuje a neché se stat pfes noc pii teploté
mistnosti.

Reak&ni smés se pak protfepe s vodnym
roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a obé&
fdze se oddé&li. Vodnd f4ze se extrahuje
chloroformem. Organické faze se sliji, pro-
myji se vodou, vysusi bezvodym siranem
sodnym a odpafi dosucha za sniZeného tla-
ku, ¢imZ se ziskd 4,57 g materidlu. Podle
NMR-spektra surového materidlu je moZno
usoudit, Ze obsah poZadované latky ve smé-
si je 88 %. Materidl se smisi s 15 g kyslié-
niku kfemiditého (Fisher-S-662) a nanese
se na sloupec kysli¢niku kfemic¢itého o roz-
mérech 93 X 2,0 cm. Sloupec se pak promy-
je 250 ml 1% methanolu v chloroformu,
200 ml 3% methanolu v chloroformu a 700
mililitr 5% methanolu v chloroformu.

Jakmile se objevi zbarveny materidl, ode-
biraji se frakce a prvnich 16 zkumavek ob-
sahuje poZadovany materidl. Frakce se jed-
notlivé odpa¥i na sirupy, v nichZ dojde ke
stani jpfes noc ke krystalizaci. P¥ida se me-
thanol, krystaly se rozdrti a rozpoudtédlo
se odstrani pipetou. Pak se krystaly pro-
myji methanolem, ¢imZ se ziskd 0,886 gra-
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mu krystald a 2,231 g matetného louhu.
Krystaly se nechaji pFekrystalovat z tetra-
chlormethanu a mateny louh se nanese na
preparativni desky pro chromatografii na
tenké vrstvg, jako rozpouitédla se uZije 5%
methanol v chloroformu.

Timto zpiisobem se ziska ve vyt&zku 62 %
v tomto pFikladé 1,81 g 0,0044 molu krysta-
lického 1-][(2-benzyloxy-1-/benzyloxyme-
thyl/ethoxy)methoxy ]-5-fluoruracilu. Proto-
Ze pri chromatografii na tenké vrstvé bylo
stdle jeSt& moZno prokézat nelistoty, byl
ziskan analyticky vzorek prekrystalovdnim
tohoto materidlu z malého mnoZstvi horké-
ho ethanolu. Krystaly mély teplotu tdni 84
aZ 86 °C a spektrum w ultrafialovém svétle
mélo maximélni absorpci p¥i 265 nm.

Vysledna sloucenina, dédle uvadéna jako
5F-benzyl-U* mé nésledujici strukturni vzo-
rec:

O)\’?J
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Priklad 7

Ziptisob vyroby 5-fluor-1-[ {2-hydroxy-1-/hyd-
roxymethyl/ethoxy)methyl]uracilu

5F-benzyl-U*, pfipraveny zpisobem podle
pFikladu 6 (0,656 g, 0,00158 molu} se roz-
pusti ve 26 ml ethanolu. Pak se pfidda 10 ml
gerstvé palddiové Cerni a pak jeSt& 13 ml
cyklohexanu. Po pll hodiné je moZno pro-
kédzat chromatografii na tenké vrstvé, Ze
veSkery vychozi materidl byl spotfebovaén,
je vSak pfitomno je3t& malé mnoZstvi mo-
nobenzylované slou€eniny. Po 5 hodindch
je moZno chromatografii na tenké vrstvé
prokdzat ukondéeni reakce a smés se zfilt-
ruje a palddiovd Ceril se promyje ethano-
lem. Roztok se odpari za sniZeného tlaku
na 0,413 g sirupu, ktery krystalizuje po pfi-
ddni malého mnoZstvi methanolu. Vzorek
se rozpusti ve 3 ml horkého ethanolu a pak
se jeho objem sniZi na 1 ml probubldvédnim
dusikem.

Vysledné krystaly v Gregové zkumavce se
t¥ikrdt promyji ethanolem a rozpoustédlo
se odpari odstfedénim, &imZ se ve vytdZku
50 0 ziska 185 g 0,0079 molu krystalii. Z
matetného louhu se je$td ve vytézku 24 %
ziskd 0,089 g, 0,00038 molu dalsich krysta-
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1. Po druhém piPekrystalovdni ma material
teplotu t4ni 126 aZ 128 °C a maximélni ab-
sorpci v ultrafialovém svétle v ethanolu
266 nm. :

NMR-spekirum v BCs0D a TMS poskytuje
nasledujici hodnoty:

3,58 (m, 5H, —CH2CH2CHz2— ),

5,28 (s, 2H, OCH2N),
7,85 (d, 1H, Jz = 6,0 Hz, H-6).

Vysledna sloudenina, ktera bude déle na-
zyvana 5FU* md nésledujici strukturni vzo-
rec

0
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Priklad 8

Zplisob vyroby 5-aza-1-[ (1-hydroxymethyl-
-/2-hydroxy/ethoxy Jmethyl]cytosinu

5,0 g, 0,0446 molu S-azacytosinu a 100 mg
krystalii siranu amonného se uvede v sus-
penzi ve 40 ml HMDS a pak se smé&s zahii-
vé za stalého michdni na teplotu varu pod
zpétnyim chladi€¢em. Po 20 minutdch se pfi-
dé je¥té malé mnoZstvi siranu amonného a
po dal8ich 20 minutdch se smé&s vyleli. Pfe-
byteény HMDS se odpafi za sniZeného tlaku,
imZ se ziska bil4d pevnd 14tka, 5-azacytosin
s ochrannymi silylovymi skupinami a tato
latka se uZije bez dalSiho &iSt8ni. Rozpusti
se ve 100 ml DCE a pfida se 3,5 ml bezvo-
dého chloridu cinatého. Pak se prida 0,040
molu 1,3 dibenzyloxy-2-chlormethoxypropa-
nu a roztok se nechda stdt pres noc pfi tep-
1ot mistnosti.

Pak se reakéni smé&s vlije do vodného roz-
toku hydrogenuhli¢itanu sodného, rozpusti
se v chloroformu a protfepe. Vyslednd sra-
Zenina se oddsli filtraci p¥es celit. Obé faze
se oddé&li a vodnd f4ze se extrahuje chloro-
formem. Organické faze se sliji, promyiji se
vodou, vysu8i bezvodym siranem sodnym a
odpa¥i na 15 g sirupu. Tento sirup se roz-
pusti ve 20 ml chloroformu a nanese na
sloupec kysliéniku kFfemi¢itého o rozmérech
45 X 6,5 cm. Sloupec se vymyje 450 ml
chloroformu. Pak se rozpouStédlo zméni a
uZije se 5% imethanol v chloroformu a ode-
biraji se frakce po 10 aZ 15 ml.

PoZadovana sloufenina, 5-aza-1-[{2-ben-
zyloxymethyl-/1-benzyloxy/ethoxy ) methyl |-
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cytosin se nachdzi ve tfech skupinédch frak-
ci, a to:

Tyto frakce se rozpusti v 2,3 ml, 12 ml a
1,5 ml horkého ethanolu a zahdji se krysta-
lizace. Druhy vzorek obsahuje 5,292 g krys-
talt, v obou dalSich vzorcich je moZno po-
zorovat pouze nékolik krystalt. Z tohoto
diivodu se prvni a t¥eti vzorek smisi s ma-
tetnym louhem ze druhého vzorku a mate-
ridl se nanese na kratky sloupec kysliéniku
kiemifitého o rozmérech 4,0 X 6,3 cm a
nejprve se tento sloupec vymyva 125 ml
chloroformu a pak 5% methanolem, v c¢hlo-
roformu, pridemZ se odebiraji frakce po 20
mililitrech. Vysledny materidl se nachézi ve
frakcich 7 aZ 8 (1,35 g] a ve frakcich 9 aZ
11 (1,9 g). Materidl s obsahem 1,9 g vysled-
né latky se rozpusti v ethanolu (3 ml) a
ziské se 0,917 g krystald.

Celkem se ve vyt&Zku 39 % ziska 6,209 g,
0.0157 molu vysledné latky. 6,209 g krysta-
14 se doplni 1,461 g z jiného pokusu a mate-
ridl se nechd prekrystalovat z 10 ml! etha-
nolu, ¢imZ se ziskd 6,95 g bilych krystalll.
Vzorek se nechd pfrekrystalovat dvakrat z
ethanolu, vyslednd teplota tdni je 120 aZ
122,5 °C. Maximélni absorpce v ulirafialo-
vém svétle v ethanolu je 228 a 236 nm, ve
vodé 241 nm, pfi pH 251 nm, pFi pH 13 250
nm.

NMR-spektrum v CDCIl3 poskytuje nésle-
dujici hodunoty:

3,52 (d, 4H, ] = 5,5 Hz, CH2CHCHz— ),
4,02 (m, 1H, —CH2CHCH2—),
4,45 (s, 4H, 2 X PhCHz—),

5,30 (s, 2H, OCH2N),

5,95 (bs, 1H, HNH),

7,27 (m, 11H, 2 X PhCHz—, HNH),

8,07 (s, 1H, H-6).

Svrchu uvedenym zplisobem ziskdna slou-
¢enina 5-aza-1-[ (2-hydroxymethyl-/1-hydro-
xy/ethoxy}methyl]cytosin v mnoZstvi 6,432
gramu 0,0162 molu se rozpusti ve 200 ml
teplého ethanolu. Pak se pridd 8 g kyslic-
niku paladia a 100 ml cyklohexanu. Smés
se za stdlého michédni ohi'eje na teplotu va-
ru pod zpétnym chladi¢em a po 3 hodinadch
je moZno prokéazat chromatografii na tenké
vrstvé, Ze reakce probiha pfili§ pomalu. Z
tohoto dGvodu se pFidaji jesté 2 g kyslitni-
ku palddia a smés se dale zah¥iva na teplo-
tu varu pod zpé&tnym chladiCem.

Po celkové dobé zahfivani 22 hodin se
malé mnoZstvi materidlu vysrazi, avsak
chromatografii na tenké wvrstvé je moZno
prokdzat, e smés stdle obsahuje malé mnoz-
stvi vychozi latky a monobenzylovany ana-
log. Materidl se zfiltruje a odparek se pro-
myje horkym 95% ethanolem a promyvé se
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tak dlouho, aZ jiZ neobsahuje sm&s Zadnou
sraZzeninu. Filtrdt a ethanol po promyvéani
se sliji a odpafi, &imZ se ziskd pFibliZné 4,5
gramu materiglu.

Tento materidl se nechd pFekrystalovat z
horkého ethanolu a pFfidd se malé mnoZstvi
vody k usnadnéni rozpousténi, CimZ se ve
vytdzku 23,3 % ziska 0,816 g, 0,00377 molu
zelenavych krystald o teplot& t4ni 181 aZ
185 °C, filtrdt méa zelenou barvu. Filtrat se
odpaili a odparek se rozpusti ve 3,5 ml e-
thanolu a zahdji se krystalizace. Krystaly
se v3ak nevytvoli. Materidl se protfepe s
vodou a chloroformem a ob& faze se oddé&li.
Vodné faze se odpafi soudasné s ethanolem,
€imZ se ziskaji 2 g materidlu.

Krystalizace b&Znym zplsobem nevede k
Usp&chu. PFi chromatografii na tenké vrst-
vé je moZno prokdzat celou fadu sloZek, z
¢eho? poZadovand latka tvofi pribliZzn& 30
aZ 40 % smési. Materidl se nanese na 4 plot-
ny pro chromatografii na tenké vrstvé a
jako rozpoustédla se uZije 50% methanolu

18

v chloroformu. Vysledny pés se vymyva
25% methanolem v chloroformu, ¢imZ se
ziskd 0,5 g materidlu. Krystalizaci b&Znym
zplisobem se ziskaji pouze stopy krystald.

Prvni podil krystal se nechd pFekrysta-
lovat z 1 ml vody a 7 ml ethanolu, ¢imZ se
ziskaji bilé krystaly o teplot& tdni 189,56 aZ
191 °C. Maximadlni absorpce vysledné latky
v. ultrafialovém svétle v ethanolu je pfi
220 nm, ve vodé 220 a 245 nm, pfi pH 1
250 nm a p¥i pH 13 248 nm.

NMR-spektrum (CD30D —+- 5 kapek DMSO-
-d6 -+ TMS) poskytuje nésledujici hodnoty:

343 a7 3,83 (m, 5H, —CH2CHCHz—),
5,37 (s, 2H, OCHzN),
8,27 (s, 1H, H6).

Vyslednou latkou je 5-aza-1-[(1l-hydroxy-
methyl-/2-hydroxy/ethoxy Jmethyl |cytosin,
ktery bude ddle uvddén jako 5-aza-C* a mé
strukturni vzorec:

|
f",’O""CHé'CH— CHgOH

P¥iklad 9

Zpisob vyroby 1-[({2-benzyloxy-1-/benzyl-
oxymethyl/)ethoxymethyl]cytosin

5,0 g, 0,045 molu cytosinu 4 se uvede v
suspenzi v. 80 ml, 60 g HMDS 1,1,1,3,3,3-he-
xamethyldisilazanu a pfidaji se krystalky
siranu amonného. Tento postup byl popsan
v publikaci G. Ritzmann a W. Pfleiderer,
Chem. Ber. 106, 1401 (1973). Smés se za
stdlého michini zahfivd na teplotu varu
pod zpé&tnym chladiéem za nepfistupu vody
tak dlouho, aZ vznikne &iry roztok.

V pfipadé, Ze po piil hodin& zah¥Fivdni na
teplotu varu pod zpé&tnym chladifem d&iry
roztok nevznikne, je moZno ziskat &iry roz-
tok dalSim pFiddnim siranu amonného.

V pFipadé, Ze se horky roztok zpracovavé

tak, 7e se piebytek HMDS opatrné odstrani
na horké vodni lazni a soutasné se odvéadi
tvoFici se voda, ziskd se bild pevnd latka,
kterd se uZije v dal$im stupni bez pFedcho-
ziho ¢iSténi. :

2,4-bis- (trimethylsilyl Jcytosin se rozpusti
ve 200 ml bezvodého DCE a piida se 3,4 ml
29,1 molu bezvodého &erstvé destilovaného
chloridu cinatého. Pak se pridd jeSté 40 g,
40 molt zdsobniho roztoku chloridu 4 a Zlu-
ty roztok se nechd stdt pfes noc pri teploté
mistnosti, zpsob je popsdn v publikaci B.
U. Niedballa a H. Verbruggen, Angew.
Chem.

Vyslednym produktem je 1-[(2-benzyloxy-
-1-/benzyloxymethyl/ethoxy Jmethyllcytosin,
ktery bude dale uvddén jako dibenzyl C* a
mé strukturni vzorec
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Priklad 10

Zplisob vyroby 2-N-acetyl-9-[ (2-benzyloxy-
~-1-/benzyloxymethyl/ethoxy Jmethyl]guani-
nu

1,93 g, 10 mmollt 2-N-acetylguaninu a 100
miligramu siranu amonného se uvede v sus-
penzi ve 20 ml HMDS. Smés se za stdlého
michédni zahfivd 3 hodiny na teplotu varu
pod zpétnym chladi¢em. V prib&hu této do-
by se upiné& vydefi. PFebytek HMDS se od-
strani za sniZeného tlaku na ‘horké vodni
ldzni, €imZ se zisk& bild pevnd latka, 2-N-
-acetylguanin se silylovymi ochrannymi sku-
pinami, tento produkt se uZije bez dalSiho
¢isténi. Bild pevna latka se rozpusti v 50 ml
DCE a pfridd se 5 mmold 1,3-dibenzyloxy-2-
-chlormethoxypropanu a pak 1 ml derstvé
destilovaného bezvodého chiloridu cinatého.

Roztok se neché stat pfes noc pri teploté
mistnosti. Pak se roztok vlije do smési vod-
ného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného
a chloroformu a protfepe se. Smés se zfilt-
ruje pfes celit k odstranéni sraZeniny. Faze
se oddéli a vodna fédze se extrahuje chloro-
formem. %

Organické faze se sliji, promyji se vodou,
vysudi bezvodym siranem sodnym a odpafll

s i
{ ( e (- ()~ - - (= hd \
(D)= CH,=0= CHy CH-CH; 0~ CH, <?/

za sniZeného tlaku na 2,19 g vysledného
materidlu. Tento produkt se rozpusti v 5 ml
chloroformu a nanese na sloupec kyslicuiku
kfemicCitého o rozmérech 9 X 6,5 cm. Tento
sloupec se promyje 60 ml chloroformu a
pak se promyva 2% methanolem v chloro-
formu. Cisté frakce se ziskajl ze zkumavek

15 (0,047 g),
19 a% 20 (0,148 g) a
23 az 27 (0,43 g).

KaZdy ze vzorki se nechd krystalizovat
z ethanolu, ¢imZ se ziskd 20 mg, 64 mg a
250 mg materidlu. Na zdkladé spektira v
ultrafialovém svéile obsahuje vzorek 250
miligram@ materidlu pfevaZné 2-N-acetyl-9-
-[ (2-benzyloxy-1-/benzyloxymethyl/ethoxy)-
methyljguanin.

Po prekrystalovdni z ethanolu méa tato
latka teplotu tani 142 aZ 144 °C. V ultrafia-
lovém svétle je maximélni absorpce v etha-
nolu pri 257 a 281 nm, minimé&lni p¥i 227 a
272 nm, ve vod& 259 a 278 nm, pii pH 1 262
a p¥i pH 13 263 nm.

Sloudenina bude dé&le uvddéna jako N-
-acetylbenzyl 9* a mé nésledujici strukturni
vzorec
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Priklad 11

. Zplsob vyroby 9-[(2-hydroxy-1-/hydroxyme-
thyl/ethoxy)methyl |guaninu

1,288 g, 0,00270 molu N-acetylbenzyl C*
pripraveného podle ptikladu 10 se rozpusti
v 1,5 ml pyridinu a pridéd se 6 ml koncent-
rovaného hydroxidu. N4doba se dobfe uza-
vie a uloZi se do vodni 14zn& p¥i teplot& 55
stupiit Celsia. Po 15 hodindch dojde ke
tvorhb& krystalli, které se odd&li filtraci a
promyji se ethanolem. Krystaly maji teplotu
tdni 170 aZ 177 °C a nechaji se pfekrysta-
lovat ze 60 ml ethanolu, ¢imZ se ve vytéZku
70,7 % ziska 0,863 g, 0,0091 molu 9-[ (2-ben-
zyloxy-1-/benzyloxymethyl/ethoxy )methyl |-
guaninu o teplotd tadnt 180 aZ 182 °C.

0,665 g, 0,00139 molu vysledné latky se
rozpusti ve 40 ml ethanolu pii teploté varu
pod zpétnym chladi¢em. Piida se 0,67 g kys-
liéniku palddia a pak 20 ml cyklohexanu.
Smés se déle zahiiva na teplotu varu pod
zpétnym chladifem a po 2 hodinach je moz-
no prokdzat chromatografii na tenké vrst-
vé, Ze reakéunl smés stdle obsahuie velké
mnoZstvi vychozi 1atky.

Z tohoto divodu se prid4 jeSté 0,6 g kys-
litniku palddia (Aldrich Gold Label). Po
5,5 hodindch reakce stdle jesté probihé po-
malu & proto se pFidd 0,5 g palddiové Cerni
skladovan4 n&kolik mésicit pod vodou a ny-
ni usulené filtraci a promytim ethanolem.
Po 7 dal3ich hodindch se piidéd jes§tgé 15 ml
cyklohexenu. Po 12 hodindch reakce stidle
jestd neni ukon&ena, avSak po 22,5 hodi-
nach je moZno chromatografii na tenké
vrstvé prokéazat ukondéeni realkce.

Reak&ni smés se za horka zfiltruje a ka-
talyzdtor se promyje horkym 95% ethano-
lem. PIi chlazeni se tvofi krystaly, které se
odd&l{ filtraci a promyji se 95% ethanolem.
Ziskd se 127 mg krystal@i, které netaii do
teploty 360 °C, prestoZe se zbharvi do tmavé
hné&da. Katalyzdtor dosud absorbuje vysled-
ny produkt a je nutno jej promyt horkym
75% ethanolem. Tento ethanol se pak slije
s matetnym louhem a odpa¥i za sniZeného
tlaku. Odparek se rozpusti v horké smési
2,5 ml vody a 2,5 ml ethanolu, nadeZ se za
stdlého zahfFivani pifida jestd 17,5 ml etha-
nolu. Roztok se nechd krystalizovat. 155 mg
krystalti se oddé&li filtraci a promyje se e-
thanolem. Krystaly netaji do teploty 360 °C.

Z matetného louhu je moZno ziskat 60 mg
odparku. Celkem se tedy ve vytdZku 79 %
ziskd 282 mg, 0,0010 molu vysledného pro-
duktu. V ultrafialovém svétle v ethanolu je
maximélni adsorpce p¥i 254 a 270 nm, ve
vodé 252 a 269 nm, pfi pH 1 254 a 272 nm,
pFi pH 13 252 nm.

Vyslednym produktem je 9-[(2-hydroxy-
-1-/mhydroxymethyl/ethoxy )methyl]guanin,
ktery bude dale uvddén jako G* a mé struk-
turni vzorec
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Priklad 12

Zpasob vyroby 9-[(2-hydroxy-1-/hydroxyme-
thyl/ethoxy Jmethyl|guaninu

3,1 g, (20,5 mmolu) guaninu a 250 mg si-
ranu amouného se uvede v suspenzi ve 150
mililitrech 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazanu
(ddle bude uvadén jako HMDS] a smés se
zahFiva na teplotu varu pod zp&tnym chla-
ditem. Po 4 dnech, v prib&hu nichZ se pii-
dd je5t& 150 mg siranu amonného, se roz-
tok vyceri.

HMDS se odstrani za sniZeného tlaku a
odparek se rozpusti v acetonitrilu. Pfid4 se
80 mg tetra-n-butylamoniumjodidu a pak
jesté 21,2 mmoln 1,3-dibenzyloxy-2-chlorme-
thoxypropanu v acetonitrilu. Vysledny roz-
tok se zah¥iva 15 hodin na teplotu varu pod
zpétnym chladi¢em. Chromatografie na ten-
ké vrstvé pPFl pouZiti smssi ethylacetdtu a
methanolu v objemovém poméru 4:1 pro-
kazuje hlavni pds o R; = 0,30, NMR-spek-
trum prokédZe poZadovany produkt ve formé
N—7—isomeru v poméru 7:3 vzhledem k
normdéini sloueéniné.

. Rozpoustédlo se odpafri za sniZeného tla-
ku a odparek se rozpusti v 800 m! dichlor-
methanu. Tento roztok se postupné promyije
10% vodnym roztokem uhliditanu draselné-
ho a vodou. Roztok v dichlormethanu se pak
odpail na maly objem. Pridd se 50 ml me-
thanolu a rozpouitédla se odpali za sniZe-
ného tlaku. 10 g odparku se rozpusti ve
200 ml dichlormethanu a roztok se nanese
na sloupec silikagelu, eluat ze sloupce se
analyzuje, NMR-spektrum prokazuje, Ze jde
pFevéding o smés 9-[(2-benzyloxy-1-/benzyl-
oxymethyl/ethoxy)methyllguaninu a 7-[(2-
-benzyloxy-1-/benzyloxymethyl/ethoxy )me-
thyl}guaninu.

Isomery se 0dd8li selektivni krystalizaci
a pak se pfidd 9-[(2-benzyloxy-1-/benzyl-
oxymethyl/ethoxy )methyl]guanin (20 g, 25,7
mmolu) ve 100 ml bezvodého tetrahydro-
furanu k 1000 ml kapalného amoniaku,
zchlazeného na ldzni s acetonem a suchym
ledem. Teplota l4zné& se pak nechd stou-
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pnout na —45 a —40 °C a za stdlého miché-
ni se po malych podilech pridd sodik tak
dlouho, a7 se ziska stdlé modré zbarveni
roztoku. Pak se priddva chlorid amonny po
malych podilech tak dlouho, aZ modré zbar-
veni opét vymizi.

V3echny tyto postupy se provadéji v du-
sikové atmosféfe. Po odpa¥eni amoniaku a
tetrahydrofuranu v dusikové atmosféfe se
ziska bily odparek, k odparku se pfida 300
mililitrd benzenu a roztok se zfiltruje. Tak-
to ziskana pevnd latka se rozpusti v 500 ml
vody a roztok se extrahuje tfikrat 200 ml
benzenu. Vodné vrstva se okyseli pfes noc
kyselinou octovou na pH 5 aZ 6 a po filtra-
ci se ziskd bild sraZenina. Tato sraZenina
se rozpusti ve vrouci vodé a roztok se zfilt-
ruje. Filtrat pri stdni krystalizuje, ¢imZ se
ziskd 7,6 g bilych krystald. Matetny louh
pfi sténi poskytuje jesté 1,4 g dalSich krys-
tald.. Celkovy vytdZek je 9,0 g, coZ je 77 %
teoretického mnoZstvi.

Produkt je homogenni p¥i chromatografii
na tenké vrstvé silikagelu p¥i pouZiti smési
propanolu, vody a hydroxidu amonného v
poméru 7:2:1, teplota tdni je 285 °C za
rozkladu.

NMR-spektrum v D20 mé4 maxima:

{m, 4H, —CH2—CH—CHz—],
(S, 2H, OCHz2) a
(S, 1H, H-8).

3,57
5,50
7,78
Spektrum v ultrafialovém svétle pii pH 7
mé maxima p¥i 270 a 252 nm.
NMR-spektrum potvrzuje, Ze konfigurace
produktu je G*.

Pfiklad 13

Zplsaob vyroby 9-[ (2-hydroxy-1-/hydroxyme-
thyl/ethoxy)methyl]guaninu {G*)

200 g (0,11 molu) 6-chlorguaninu, 200 ml
HMDS a 300 meg siranu amonného se smisi
a zahieje za stdlého michédni na teplotu va-
ru pod zpétnym chladiem. Po 1 3% hoding
se pfidé jest& dalsi podil siranu amonného.

Ct
N7 N\>
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poNZONTN
H o CH
0
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Po dal51 hodiné vznikne &ird smés. P¥ebytek
HMDS se oddestiluje za sniZeného tlaku,
CimZ se ziskd pevnd latka, kiera se rozpusti
ve 200 ml bezvodého benzenu, pFida se 34 g
(0,135 molu} kyanidu rtutnatého a 0,110
molu 1,3-dibenzyloxy-2-chlormethoxypropa-
nu. Pak se smés zahFeje na 5 hodin na tep-
lotu varu pod zpétnym chladiem, pak se
zchladl a zfiltruje a pevny podil se promy-
je benzenem. Filtr4t a promyvaci kapalina
se sliji a odpafi za sniZeného tlaku na si-
rup, ktery se rozpusti ve 400 ml methylen-
chloridu a roziok se postupné promyvé 400
mililitry vody, 4 X 200 ml 30% vodného roz-
toku jodidu draselného, 200 ml vody a
2 X 200 m]l vodného roztoku hydrogenuhli-
¢itanu sodného.

Methylenchloridovd faze se vysu8i sira-
nem sodnym a odpa¥i se na 54 g sirupu. Si-
rup se rozpusti v 50 ml chloroformu a na-
nese se na sloupec silikagelu o rozmérech
18,5 X 6,3 cm. Sloupec se vymyvd 1% me-
thanolem v chloroformu a jednotlivé ifrakce
se sleduji na poZadovany vysledny produkt,
ktery je moZno poprvé prokdzat ve frakci
37.

Prislugné frakce se sliji néasledujicim zpQ-
sobem:

37 &% 46 (6,62 g), A,
47 aZ 56 (5,62 g), B,
57 aZ 90 (16,0 gJ, C,
91 aZ 130 (9,4 g), D a
131 aZ 150 (1,8 g}, E.

Podle NMR-spektra se ve [rakel A uachd-
zi pouze 40 % poZadovaného produktu. Ve
frakcich B a C bylo moZno prokéazat pouze
vysledny produkt, ve frakei D je moZno pro-
kdzat také necistotu, kterd se pohybuje po-
maleji neZ vysledny produkt. Z tochoto da-
vodu byly spojeny frakce A a E, frakce B
a C'a frakce D byla oddélena.

Svrchu uvedené tFi frakce se jeSt€ jednou
stejnym zplisobem d&li. Timto zplsobem se
zi{skd 9-[ (2-benzyloxy-1-/benzyloxymethyl/-
ethoxy jmethylj-6-chlorguanidin vzorce XXIV
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Vzorek (21 aZ 62 g) slouCeniny vzorce
XXIV se rozpusti ve 360 ml methanolu. Ppi-
da se 12 ml merkaptoethanolu a 1,5 ml vo-

dy a pak jeSt& 160 ml 1N methoxidu sodiku .

a smés se zahfeje na teplotu varu pod zpét-
0]

HN
HMN™ N

/N : oy
- CHm 0~ CHs CH=CH,~ 0= CH -~ ()
\8 /) CH 0= CH; CH=CH,~ 0 CHK\\_,) )

PrihliZzn& 300 ml roztoku se odpafi a vy-
sledny viskézni roztok se vlije do 400 ml
vody. Nejprve se- vytvofi zakalend smés,
kterd stdnim vykrystalizuje. Oddéli se filt-
raci 22,5 g krystald, které se promyji etha-
nolem. Filtrdt se extrahuje chloroformem,
chloroformova faze se odpafi za sniZeného
tlaku na 6 g sirupu. Sirup se smisi s etha-
nolem a nechd se krystalizovat. 1 aZ 3 g
krystali se oddéli filtraci a promyji se e-
thanolem.

Podobnym zplisobem se ziskd jesté 5.2 g
krystali ze sloueniny vzorce XXIV. Viach-
ny tyto krystaly se spoji, rozpusti vo» 50 ml
horkého pyridinu a roztok se zfiltrije. Pak
se filtratni papir promyje 30 ml horkého
ethanolu pfimo do pyridinového [iltratu,
pFidd se 10 ml vody, &imZ se po&nou vy-
tvéaret krystaly a smés se odloZi. 15,6 g krys-
tallt se odd8&li filtraci @ promyje se ethano-
lem. Z matefného louhu se ziskd jest8 1,3 g
krystalli. Timto zpfisobem se ve vy{t&Zku
35 % =ziska z 6-chlorguaninu celkem 16,9 g
(0.0387 molu) sloudeniny vzorce XXV.

156 g (0,386 molu) sloudeniny vzorce
XXV se rozpusti v 500 m! ethanolu, zah¥a-
tého na teplotu varu pod zp&tnym chladi-
¢em. Pak se pifidda 400 ml cyklohexanu a
pak jeSt& p¥ibliZzng 15 g palddiové derni.
Po 4 hodindch se vé&tSina sloudeniny vzorce
XXV spotfebuje a po 15 hodindch je reakce
ukonéena, jak je moZno prokédzat chroma-
tografii na tenké vrstv&. Smés se zchladi a
zfiltruje. Filtrat se odpafi za sniZeného tla-
ku, ziskd se méné neZ 1 g odparku. Pala-
dium se uvede v suspenzi ve 200 ml dime-
thylformamidu, zah¥4tého na vrouci vodni
l4zni a roztok se zfiltruje.

Postup se opakuje jeSt&8 4X, naleZ se
smés jeS$t€ 2X promyje horkym methano-
lem. Organické féze se sliji a odpafi za
sniZeného tlaku. Odparek se rozpusti v hor-
ké smési 200 ml vody a 200 m] ethanolu a
roztok se zfiltruje pfes celit s obsahem 0,5
gramu aktivniho uhli. Filtrat se odpafii do
sucha za sniZeného tlaku. Pevny odparek se
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nym chladiem. V priitb&hu piil hodiny se
vytvofi meziprodukt, ktery obsahuje thio-
skupinu. Smés se zahFivd jesté 4,5 hodiny,
¢imZ se tento meziprodukt p¥evede na po-
Zadovanou vyslednou latku vzorce XXV:

end

(XXV)

necha prekrystalizovat z horké smési vody
a ethanolu.

Timto zplsobem se ve vytdZku 81,7 Y% zis-
kd 7,52 g, 0,0294 molu krystalfi, které se
oddsli filtrac{ a promyji se ethanolem. Ma-
teny louh se odpa¥i za sniZeného tlaku.
Odparek se rozpusti ve smési 5 ml horké
vody a 5 m! horkého ethanoclu a nechd se
krystalizovat. Timto zplisobem se ve vytdzku
2 % =ziskd 0,2 g (0,0008 molu) krystald,
které se oddé&li filtraci a promyji se etha-
nolem.

NMR-spektrum je moZno prokézat, Ze
konfigurace produktu je G*.

Priklad 14

Zplsob vyroby 9-[(2-hydroxy-1-/hydroxyme-
thyl/ethoxy)methyl]guaninu (G*)

1,51 g (0,1 molu) guaninu a 300 mg sira-
nu amonného se uvede v suspenzi ve 40 ml
HMDS a smés se zahPeje za stdlého micha-
ni na teplotu varu pod zpé&tnym chladifem.
Po 2 dnech zahfivdni na teplotu varu pod
zpétnym chladiem za ob&asného pFidédni
siranu amonného se smés vydeil. PFebytek
HMDS se odd#&li za sniZeného tlaku a odpa-
rek se rozpusti ve 40 ml benzenu. Pak se
pfidda 3 g (0,12 molu) kyanidu rtufnatého
a 0,01 molu zadsobniho roztoku chloridu sod-
ného. Smés se zahFiv4 je§t& 5 hodin na tep-
lotu varu pod zp&tnym chladitem, pak se
zFedi 200 ml chloroformu a postupn® se
promyvé tfikrat 30% vodnym roztokem jo-
didu draselného a vodou.

Organick4 fdze se vysusi siranem sodnym
a odpafi za sniZeného tlaku na 5,8 g sirupu.
Tento sirup se smisi se 150 ml ethanoly,
nateZ se zah¥eje a nechéd se stat. Filtraci
se ziskd 1,5 g krystalll, které se podrobf
NMR-analyze, ¢imZ se prokéaZe, Ze b&%i o
smés 9-[ (2-benzyloxy-1-/benzyloxymethyl/)-
ethoxymethyl]guaninu a 7-[(2-benzyloxy-1-
-/benzyloxymethyl/}ethoxymethyl]guaninu.
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SloZky smési se odd8li na sloupci a 9-sub-
stituovany guanin se uvede v reakci s palé-
diovou ¢erni a cyklohexanem v ethanolu p¥i
teplot€ varu pod zpé&tnym chladitem tak,
jak je popsdno v pfikladu 12, éimZ se ziskéa
vysledny produkt v konfiguraci G*.

Priklad 15

Zplsob vyroby 1-[(2-hydroxy-1-/hydroxyme-
thyl/ethoxy)methyl]cytosinu [C*)

5,0 g (0,045 molu) cytosinu se uvede v
suspenzi v 80 ml 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisi-
lazanu a pFid4d se nékolik krystaltt siranu
amonného podle publikace G. Ritzman a W.
Pfleiderer, Chem. Ber. 106, 1401 (1973).
Michand smés se chrani pfed pfFistupem vo-
dy a zah¥ivad se na teplotu varu pod zpét-
nym chladitem do vzniku &irého roztoku.

V pifipad&, Ze se neziskéd &iry roztok do
Y, hodiny varu pod zp&tnym chladitem,
pfida se dalsi podil siranu amonného a roz-
tok se vyc€efi do 10 minut dal8iho varu pod
zpdtnym chladiem. Ciry horky roztok se
dédle zah#iva pri pouZiti odludovale vody a
piebytek HMDS se opatrné odstrani na hor-
ké vodni lazni, &imZ se ziskd bild pevnd
ldtka, ktera se uZije v daldim stupni bez
pFedchoziho &iSténi.

2,4-bis-(trimethylsilyl}Jcytosin se rozpusti
ve 200 ml bezvodého DCE a pFidd se 3,4 ml
(29,1 molu) bhezvodého, Gerstvé destilova-
ného chloridu cinatého. Pak se pFida 40 g
(40 molf) roztoku 1,3-dibenzyloxy-2-chlor-
‘methoxypropanu a Zluty roztok se neché
stdt pfes noc pFi teplot& mistnosti.

5,59 g vysledného 1-[(2-benzyloxy-1-/ben-
zyloxymethyl/ethoxy Jmethyl|cytosinu se
rozpusti ve 100 ml teplého ethanolu. Pak
se p¥ida 18 ml ethanolové suspenze palé-
diové gerni (80 m! ethanolu}. Pak se prida
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jeSté 90 ml cyklohexanu. Smé&s se zahfiva
za stdlého michdni 3 hodiny na teplotu varu
pod zpétnym chladiem, po této dobé& je
moZno prokazat chromatografii na tenké
vrstvé, Ze reakce je ukonfena. Smeés se
zfiltruje a katalyzdtor se promyje ethano-
lem.

Ethanolovy roztok se odpafi za sniZeného
tlaku, ¢imZ se zisk4 sirup a krystalicky po-
dil. Tento materidl se rozpusti v 15 ml hor-
kého methanolu a krystalizace se zah4jl
piidanim malych krystalkd. Krystaly se od-
dsli filtraci a promyji se methanolem, ¢imZ
se ziska 2,045 g krystald. Mate&ny louh se
zahusti, nechd se krystalizovat a zfiltruje,
&imZ se ziska jesté 0,365 g krystall.

Vysledna latka 1-[(2-hydroxy-1-/hydroxy-
methyl/ethoxy )Jmethyl]cytosin mé nésleduji-
ci strukturni vzover: (konfigurace C*)

HO-CH,CH- C.#-."P- Ot

Sloutenina z piikladu 14 je afinnd proti
viru oparu typ 1.

Je zFejmé, Ze nukleosidy a jejich analogy
s otevienym fetézcem, vyrobené zplisobem
podle vyndlezu, maji protivirové vlastnosti.
Specificka udinnost né&kterych analogt spo-
¢iva v tom, Ze tyto 1atky brzdi replikaci vi-
ru herpes simplex v organismu hostitele.

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob vyroby purinovych a pyrimidi-
‘novych sloudenin obecného vzorce

RO-~CHz —CH—CHz2---0OR’
(1)
kde

X znamena:

5-fluoruracilovou skupinu,
cytosinovou skupinu,
5-azacytosinovou skupinu,
adeninovou skupinu,
guaninovou skupinu nebo
2-N-acetylguaninovou skupinu a

R a R' znamenaiji nezavisle na sobh& atom
vodiku, benzyl neho terc.butyldimethylsilyl,
za pPfedpokladu, Ze v pripadé, Ze X zuname-
néd adeninovou skupinu, mé alespoil jeden
ze substituentli R a R' odliSny vyznam od
atomu vodiku, jakoZ i z farmaceutického
hlediska piijatelné soli téchto sloufenin,
vyznatujici se tim, Ze se uvede v reakci pu-
rinovd nebo pyrimidinovd béize, odpovida-
jlei v§znamim pro X, popFipadg chemicky
chrdnénd na svych daldich reaktivnich mis-
tech, av8ak obhsahuijici volnou skupinu

NH neho

N-—M,

/
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kde

M znamend atom chloru, atom bromu, a-
tom jédu, trimethylsilyl nebo s@l rtuti, st¥ib-
ra nebo cinu, v misté reakce, kterym je
atom dusiku v poloze 9 v pFipads, Ze X
znamend adeninovou, guaninovou nebo 2-
-N-acetylguaninovou skupinu, a atom dusi-
ku v poloze 1 v piipadg, Ze X znameng 5-
-fluoruracilovou, 5-azacyklosinovou nebo
cytosinovou skupinu, se slouteninou obec-
ného vzorce

R20—CH2—CH—CH2—O0R3

|
0

|
CHzHal
kde

R2 a R3 maji stejny vyznam jako substi-
tuenty R a R', , '

Hal znamend atom haloegnu,
naceZ se v piipadé, Ze jeden neho ob& sym-
boly Rz a Rs znamenaji benzyl, debenzyluje
vysledny produkt na sloufeninu obecného
vzorce I, v n8mZ R a R' znamenaji atomy
vodiku nebo se v pfipads, Ze jeden nebo
oba symboly Rz a R3 znamenaji atomy vodi-
ku provéddi silylace za vzniku sloufeniny
obecného vzorce I, v ndmZ jeden nebo oba
symboly R a R‘ znamenaji terc.butyldime-
thylsilyl a popfipadé se takto ziskanéd volné
latka prevede na siil, p¥ijatelnou z farma-
ceutického hlediska.

2. Zptsob podle bodu 1 pro vyrobu 1-[(2-
-benzyloxy-1-/benzyloxymethyl/ethoxy )me-
thyl]-5-fluoruracilu, vyznadujici se tim, Ze
se uvede v reakeci 5-fluoruracil, popfipadé
chrdnény na reaktivnich mistech odli§nych
od polohy 1 s 1,3-dibenzyloxy-2-halogenme-
thoxypropanem a popiipadé se odstrani o-
chranné skupiny z 5-fluoruracilového jadra.

3. Zphsob podle bodu 1 pro vyrobu 5-
-fluor-1-[ (2-hydroxy-1-/hydroxymethyl/etho-
xy)methyl]uracilu, vyznacdujici se tim, Ze
se plisobi na 1-[(/2-benzyloxymethyl/etho-
xyJmethyl]-5-fluoruracil palddiem za hyd-
rogenadnich podminek.

4. Zpisob podle bodu 1 pro vyrobu 5-aze-
-1-[ (1-hydroxymethyl-/2-hydroxy/ethoxy}-
methyl]cytosinu, vyznadujici se tim, Ze se
uvede v reakci 5-azacytosin, popfipad& chréa-
nény na svych reaktivnich poloh4ch, od-
li3nych od polohy 1 s 1,3-dibenzyloxy-2-ha-
logenmethoxypropanem s néslednou deben-
zylaci plsobenim palddia za hydrogenad-
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nich podminek s pFipadnym odstran&nim
ochrannych skupin.

5. Zpfisob podle bodu 1 pro v§robu 1-[(2-
-benzyloxy-1-/benzyloxymethyl/ethoxy )me-
thyl]cytosinu, vyznalujici se tim, Ze se u-
vede v reakci cytosin, pop¥ipad8 chrédnény
ve svych reaktivnich polohédch, odli§nych
od polohy 1 s 1,3-dibenzyloxy-2-halogenme-
thoxypropanem a popfipad& se odstrani o-
chranné skupiny z cytosinového jadra vy-
sledné sloudeniny.

6. Zptisob podle bodu 1 pro vyrobu 2-N-
-acetyl-9-[ {2-benzyloxy-1-/benzyloxymethyl/-
ethoxy)methyl]guaninu, vyznadujici se tim,
Ze se uvede v reakci 2-N-acetylguanin, po-
pripad& chrdanény ve svych reaktivnich po-
lohéch, odliSnych od polohy 9 s 1,3-diben-
zyloxy-2-chlormethoxypropanem a popiipa-
dé& sc¢ odstran{ ochranné skupiny z guanino-
vého jadra vysledné sloudeniny.

7. Zptisob podle bodu 1 pro vyrobu 9-[(2-
-hydroxy-1-/hydroxymethyl/ethoxy )methyl]-
guaninu, vyznadujici se tim, Ze se acetyluje
2-N-acetyl-9-[ (2-benzyloxy-1-/benzyloxyme-
thyl/ethoxy)methyl]guanin s néslednou de-
benzylaci vysledné 14tky.

8. Zplsob podle bodu 1 pro vyrobu 9-[(2-
-hydroxy-1-/hydroxymethyl/ethoxy )methyl]-
guaninu, vyznadujic{ se tim, Ze se uvede v
reakci 6-chlorguanin, popfipad& chran&ny
ve svych reaktivnich polohédch, odli¥nych
od polohy 9 s 1,3-dibenzyloxy-2-halogenme-
thoxypropanem za p¥itomnosti kyanidu rtut-
natého s néaslednym odstranénim chloru z
vysledného 6-chlor-1-[ (2-benzyloxy-1-/ben-
zyloxymethyl/ethoxy)methyl]guaninu a s
néslednou debenzylaci téchto latek, piitemZ
se sloudenina popfipad& zbavi ochrannych
skupin.

9. Zpisob podle bodu 1 pro v§robu 9-[ {2-
-hydroxy-1-/hydroxymethyl/ethoxy )methyl]-
guaninu, vyznadujici se tim, ¥e se uvede v
reakci guanin, popFipad& chrdnény ve svych
reaktivnich poloh4ch, odliSnych od polohy
9 s 1,3-dibenzyloxy-2-halogenmethoxypropa-
nem za podminek, vhcdnych pro konden-
zatni reakci s nédslednou debenzylaci vy-
sledného produktu a s pfipadnym odstrang-
nim ochrannych skupin.

10. Zptsob podle bou 1 pro vyrobu 9-[(2-
-hydroxy-1-/hydroxymethyl/ethoxy )methyl]-
cytosinu, vyznalujici se tim, Ze se uvede v
reakci cytosin, popFfipadé chran&ny na svych
reaktivnich polohéch, odli$nych cd polohy
1 s 1,3-dibenzyloxy-2-halogenmethoxypropa-
nem s ndaslednou dehenzylaci vysledného
produktu, pri¢emZ se sloudenina popfipadé
zbavi ochrannych skupin.
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