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Isomery dideoxynukleosidi

Popisuji se nové slougeniny vzorce 1, ve kterém A znamend
6-amino-9H-purin-9-yl nebo 2.amino-6 -hydroxy-9H-
purin-9-yl, pfi¢emZ aminoskupina je zdespoFﬁpadé nahra-
zena skupinou-NHC(O)R2 nebo -N=CHR"R", a R znamend
OH nebo -OC(O)R}, pricemz R a2 R* znamenajf nezévisle
na sobé Ci.20-al kyl, Cj.12-alkoxyalkyl nebo pfipadné
substituo vany fenoxy-Ci.4-alkyl nebo pripadné substituo-
vany fenyl, jakoZ i jejich farmaceuticky pouZi telné soli.
Dile se popisujf meziprodukty pro ptipravu sloutenin vzor-
ce 1 a piprava slouenin vzorce 1. Sloueniny vzorce I se
pouzivajf jako létiva k 16¢b% retrovirovych infekei, zejména
infekei vyvolanych virem HIV.
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Vynélez se tyké novych isomerd dideoxynukleosidd, me-
ziproduktd, které ae'pouéivaji p¥i jejich vyrobé&, déle zpl-
sobu vyroby novych isomerd dideoxynukleosidld. Vyn&lez se
rovné% tyké pouZiti novych sloulenin jako 1é¢iv, zejména
jako 1é¢iv k léenf retrovirovych infekci, zejména HIV.

Podstata vynalezu

Predm&tem vynsélezu jsou nové isomery dideoxynukleo-

sidd obecného vzorce I

///A\\\ZL (I)
R 0
ve kterém

A gnamené 6-amino-9H-purin-9-ylovou skupinu nebo 2-ami-
no-6-hydroxy~-9H-purin-9-ylovou skupinu, ve které je
aminoskupina popfipad& nahragzena skupinou -NHC(O)R2
nebo -N=CHR3R4, a

R znamend hydroxylovou skupinu nebo skupinu -OC(O)Rl,

prfidemZ

Rl, R2, R3 a r* gnamenaji nezdévisle na sob& primou nebo
rozvétvenou alkylovou skupinu s 1 aZ 20 atomy uhliku,
alkoxyalkylovou skupinu s aZ 12 atomy uhliku, nebo
fenoxyalkylovou skupinu 8 1 aZ 4 atomy uhliku v alky-
lové &dsti, kterdé je ve fenylovém jddre popFipadé .
substituovéna halogenem, alkoxyskupinou s 1 aZ 4 ato-
my uhliku, nitroskupinou, hydroxyskupinou, karbnxy-
lovou skupinou nebo alkylaminoskupinou 8 1 aZ 4 atomy
uhlfku, nebo fenylovou skupinu, kterd je popi{pad¥&
substituovéna atomem halogenu, alkoxyskupinou s 1 a%
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4 stomy uhliku, nitroskupinou, hydroxyskupinou,
karboxylovou skupinou nebo alkylaminoskupinou
8 1 aZ 4 atomy uhliku,

jakoZ i jejich farmaceuticky pouZitelné soli.

Pfedm&tem vynélezu jsou diédle sloudeniny obecného
vzorce I pro pouZitf jako léliva,

Pfedmétem vynélezu jsou rovné&Z farmaceutické pif-
pravky obsahujici sloudeniny obecného vzorce I a farmaceu-
tické pomocné nebo nosné létky.

Daldim predmétem vynalezu je pouZiti sloulenin obec-
ného vzorce I k vyrob& 1é&iv kx léCeni retrovirovych infex-
ci, zejména infekci HIV.

Vyraz "atom halogenu" oznaluje atom fluoru, chloru,
bromu a jodu. Vyraz "nukleobdze” se vztahuje na bize pfi-
tomné v nuklecsidech, jako adeninu, guaninu, cytosinu, thy-
minu, 2,6-diaminopurinu, uracilu, purinu nebo 2~-aminopuri-
nu. Vyraz "AIBN" oznaluje obvykly inicidtor radikéld, jako
je x,x -azaisobutyronitril. Vyraz "odSt&pitelné skupina”
oznaduje funkéni skupinu, kterd je vhodné pro nukleofiln{
vyt&snovac{ reakce, jako jsou alkyl- nebo arylsulfondtové
skupiny, aktivované hydroxylové skupiny, Jjako OP(+)(fenyl)3
nebo atomy halogenl. Vyraz "1l8-crown-6" oznaluje obvyklé
ginidlo fézového prenosu, jako je 1,4,7,10,13,16-hexaoxa-
cyklooktadekan. Zsilujic{ se Cdéra ve vzorcich znamend, Ze
skupina je nad rovinou molekuly. Prferuované nebo Cdrkova-
nd &éra znamené, e skupina je pod rovinou molekuly. Céra
ve form& vlnovky znamené, Ze zbytek miZe byt nad nebo pod
rovinou molekuly. Vyraz "maskovany prekursor" nebo "chré-
n&ny prekursor” oznaluje sloueninu, ve které je specificks
funkéni skupina p¥ftomna ve form&, kterd se miZe jednoduchy~
mi p¥emZnami snadno prevést na tuto funk&nf skupinun. Tak
naprfiklad jsou acetaly a estery chranénymi prekursory
hydroxymethylovych skupin, arylethery a silylethery jsou
chrianényai prekursory hydroxyskupin.

Vyhodnymi sloueninami obecného vzorce I jsou takové

sloudeniny, ve kterych A znamend nesubstituovanou 6-amino-
-GH-purin-9-ylovou skupinu nebo nesubstituovanou 2-amino-6-

—
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-hydroxy-9H-purin-9-ylovou skupiru, zejména slouleniny
isodideoxyadenosin (Ia, IsoddA) a isodideoxyguanosin (Ib,
Is0ddG) a jejich farmaceuticky pouZitelné soli, jakoZ i
farmaceutické pfipravky, které tyto sloudeniny obsahuji.
Farmaceuticky pouZitelné soli mohou byt pfedstavoviny
solemi s organickymi kyselinami, jako s kyselinou mlélnou,
kyselinou octovou, kyselinou jableZnou nebo kyselinou p-
-toluensulfonovou, jakoZ i solemi s farmaceuticky pouZi-
telnymi minerélnfmi kyselinami, jako s kyselinou chloro-
vodikovou nebo s kyselinou sirovou.

PredmStem predloZeného vynsélezu je déle zpisob vy-
roby slouenin obecného vzorce I a jejich farmaceuticky
pouZitelnych soli, ktery spoliveé v tom, Ze se

a) nechd reagovat slouenina obecného vzorce IV-1
X
\\
\'\
c
(IV-1)
0
ve kteréa
X znamend od3tépitelnou skupinu a
C ‘znamené hydroxymethylovou skupinu nebo jeji maskova-
ny prekursor, .

s adeninem nebo guaninem, a pfipadn& maskovany prekursor C
se prfevede na hydroxymethylovou skupinu, za vzniku sloude-
niny obecného vzorce I, ve kterém A znamensé 6-amino-9H-
-purin-9-ylovou skupinu nebo 2-amino-6-hydroxy-SH-purin-
-9-ylovou skupinu a R znamend hydroxyakupinu;

nebo se

b) hydrolyzuje chlorovany substituent ve sloudeniné
vzorce VIII




c1

|
N
7 e
< //l\ (VIII)
N

N

NH,

HO (O

prifem? se ziské sloufenina obecného vzorce I, ve kterém
A znamené 2-amino-6-hydroxy-9H-purin-9-ylovou skupinu a
R znamendé hydroxylovou skupinu;

nebo se
c) nech& reagovat sloulenina vzorce X
Cl
N
NN

(X)
HO
o

s amoniakem, prifemZ =e ziskd sloulenina obecného vzorce
I, ve kterém A znamend 6-amino-9H-purin-G~ylovou skupinun
a R znamenéd hydroxyskupinu;

nebo se
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d) neché reagovat sloulenina vzorce XIII
0
H2N
NH
f /J\ (XIII)
=
ne N NH,
HO
o}

s esterem orthomravendi kyseliny nebo s diethoxymethylace-
tétem, pfilemZ se ziskd sloulenina obecného vzorce I, ve
kterém A znamend 2-amino-6-hydroxy-9H-purin-9-ylovou skupi-
nu a R znamené hydroxylovou skupinu,

a popfipad& se ziskand sloulenina vgorce I pievede na far-
maceuticky pouZitelnou sil nebo na N- nebo O-acylderivét
nebo na Schiffovu bézi,

Vyroba sloudenin vzorce I a vyroba novych meziproduktd je
bliZe popséna v dal3f Cdsti.

Pr¥i vyrob& sloudenin podle vynélezu lze wychsézet g
Jjednoduchého derivatu cukru, jako je 1,2-O-methylethyliden-
-D-xylofuranosa, ktery se prevede po rad& reakc{ na tosyl-
acetonidovy meziprodukt podle ndsledujiciho reakéniho sché-

matu:




HO

CH,C1




¢y
9.2, 70

\L—_—J/ \ . / ClCH20H2Cl

+ nBu

3SnH ——

— (III)

AIBN Ig0

toluen

Ve shora uvedeném reak¥nim schématu se 1,2-0-
-(1l-methylethyliden)~a-D-xylofuranosa neché reagovat s
tosylchloridem za vzniku 1,2-0-(l-methylethyliden)-5-0-
-p-(tolylsulfonyl)-a-D-xylofﬁranosy. Ziskand sloulenina




se potom nechd reagovat s 1,2-dichlorethanem a thiokarbonyl-
diimidazolem, pri¥emZ se zIiskd novy derivét imidazolthio-
karboxylové kyseliny (sloudenina vzorce III), ktery po
reakci s tri-n-butylcinhydridem a AIBN v toluenu skyté

4-methylbenzensulfonét/
/3-deoxy-1,2-0-(1l-methylethyliden)-a-D-erythropentofuranosy.

Tento tosylacetonid lze poté

prevést dvojim zpisobem na novy meziprodukt obecného vzor-

ce IV
B
o _
\ (1v)
0
ve kterém
B znamend aminoskupinu, hydroxyskupinu nebo
obm&n&nou formu takové skupiny, ddle znamens
chrén&ny prekursor nebo od3tépitelnou skupinu
a
C znamend hydroxymethylovou skupinu nebo jeji

chrén¥ny prekursor, jako halogenmethylovou sku-
pinu, karboxylovou skupinu, aldehydovou skupinu,
esterovou skupinu, acetalovou skupinu, thioace-

talovou skupinu nebo alkoxymethylovou skupinu.
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Tento meziprodukt slouZi jako zédkladni sloulenina pro
syntézu Siroké palety isomerd dideoxynukleosidu, vietné&

sloudenin vzorce Ia a Ib.

Novy meziprodukt lze vyrobit také podle nésle-
dujfciho reak¥nfho schématu:

(V)

HO
pyridin

OTs

' \
TsC1 . X 1. HgCl,
pyridin - S S
2. NaBH,
o
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A O0Ts

HO

(IVe)

Tosylacetonid se nechd reagovat s 1,2-propan-
dithiolem a bortrifluoridetherdtem, prilemZ se ziskéd
diol s otevienym Fet&zcem. Po &ist&n{ tohoto diolu s
otevienym ret&zcem vzorce V se tato ldtka michd v roztoku
methylenchloridu a pyridinu, pridemZ se ziskd tetrahydro-
furan ¥zorce IVa , ktery se nechéd bezprostrfedné& reagovat
s tosylchloridem za vzniku tosylovaného thiacetalu vzor-
ce IVb . Po &i3t&ni tosylovaného thiocacetalu sloupcovou
chromatografi{ nédsleduje pfem&na na novy meziprodukt vzor-
ce IVe hydrolézou chloridem rtuinatym a nédsledujici reak-
ci s natriumborhydridem. V tomto reakdnim schématu Jsou

sloueniny vzorecl IVa, IVb, IVc a V novymi meziprodukty.

Slou&eninu vzorce IV lze pPipravit také podle

ndsledujiciho reak&niho schématu:
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0
TsO e - 1 % HOAc
0 _
|"0X MeOH
o OH OMe
Ts0 ~~ OMe TsO
_— OMe
—_— ——
" on ' oH
MeO OH
TSOH l R - 1sc1
pyridin
MeO
0
(Iva)
OTs
MeO \\OTS - O
\ 1. H30 >
MeO 2. NaBH4 HO o

(IVe) ' (IVe)
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Pfi tomto reak&nim schématu se tosylacetonid
nechd reagovat se sm&s{ kyseliny octové a methanolu za
vzniku sm&si methylglykosidu, dimethylacetalu s otev¥enym
kruhem a %d4daného produktu vzorce IVd. Po n&kolikadennim
michdni této sm&si se dosédhne Uplné pfemény za vzniku di-
methylacetaltetrahydrofuranu vzorce IVd. Tato neli3tind
sloudenina se potom za obvyklych podminek tosyluje, p¥i-
Cem? se ziskd dimethylacetaltosyldt vzorce IVe, ktery se
potom pfemZni na slouleninu vzorce IVc kyselou hydrol§zou
a redukci natriumborhydridem. V tomto schématu Jjsou slou-
eniny vzorce IVd a IVe novymi meziprodukty.iSlouEenina
vzorce IV se mi%e poufivat k vyrobd v&t3iho po¥tu nukleo-
sidl, v&etn& slouleniny vzorce Ia a Ib podle dvou zdsadnich

postupt.

Prvni moZnost spodivd v pifimém vyt&snini od3t&-
pitelné skupiny z isodideoxycukru nukleobdzi tak, Jak je
to znézorné&no v rovniei 1. Syntéza karbocyklic-
kych analogd nukleosidd (zejména derivétd adeninu) timto
typem reakce je popsdna v literatufe. Tato metoda se v3ak

nezdd vhodnou k pouZitf.

Rovnice 1:
bdze

C .
+ béze-H
i\\\ZZi*ijk ze HO
< O 0
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X = od3t&pitelnd skupina
bdze-H = nukleobdze

¢ = -CH,OH nebo chrén¥ny prekursor této skupiny

Alternativn{ klasickd metoda spolivéd v postupné

vystavb® nukleobdze. Syntéza nukleosidl, zejména derivétd
purinu a derivétd pyrimidinu podle tohoto zplisobu vyroby
je v literatu¥e dob¥e doloZena. Bylo by moZno odekédvat,

%Ye v3echny klasické nukleobdze se mohou vestavét do struk-

tury isodideoxynukleosidu za pouZiti isodideoxycukru jako

vychozi 1l4tky. Aminoderivéat vzorce IVf se d4 snadno ziskat -

ze sloudenin vzorce IV standardnimi pfem&nami, takZe pro
oba zpisoby vyroby se miZe pouiivat stejny meziprodukt.
Rovnice 2 zndzornuje pFemdnu sloudeniny vzorce IVf na

novy meziprodukt.

Rovnice 2: NH2

(IV-1) (IVE)
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bdze

——
HO 0
X = od3tdpitelnd skupina
C = -CH,OH nebo chrén¥ny prekursor této skupiny

Tak napifiklad lze slouleninu vzorce Ia, tj.
IsoddA, syntetizovat tim, Ze se neché reagovat sloulenina
vzorce IVe bud s adeninem, uhliditanem draselnym a &inidlem
f4zového pFenosu, jako je 18-crown-6 nebo se sodnou soli

adeninu, jak je zndzorné&no niZe.

NH,
N
. I\
/4 I //T
N —~
H N NH,
K.CO
\\\QT S 2773 N
18-crown-6 <? / ~ N
HO 0 : N 7!
NH, S

(IVC) N
~ N
| ¢ ) /\1 >
N & OH 0

NaH
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Slou¥enina vzorce IVe se mi%e pouZivat k vyrobd

sloudeniny vzorce I podle nésledujiciho schématu:

MeO OTs

adenin

MeO K,C05
18-crown-6

NH, |
N N
T
X > :
N H30

MeO 0

(IVa)

MeO

(VI)

Pt

OHC

(VII)
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4 I:

(Ia)

HO

Ve shora uvedeném reaklnim schématu se uvédi v
reakci adenin, uhliditan draselny a 18-crown-6 s dimethyl-
acetalisocukrem za vzniku Iso-ddA-acetalu vzorce VI.
Dimethylacetal se potom hydrolyzuje pasobenim roztoku ky-
seliny 3favelové na aldehyd vzorce VII. Po neutralizaci
se nestdly aldehyd ihned nechd reagovat katalyticky za
vzniku Iso-ddA vzorce Ia. V tomto reakinim schématu jsou

sloudeniny vzorcdt IVe, VI a VII novymi meziprodukiy.

SlouZenina vzorce Ib se mi%e pfipravovat rovné&Z
podle shora uvedenych obecnych metod. Slou&enina vzorce IV
se nechd reagovat nejdfive s 2-amino-6-chlorpurinem,
obvyklym katalyzdtorem fdzového prenosu, jako je 18-crown-6,
a uhlilitanem draselnjym za vzniku nového 2-amino-6-chlor-

purinisodideoxynukleosidu vzorce VIII.
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Cl
N
AN
Lo </ | .
ﬁ AN 7&
HO N NH%,
0
X.CO
(IVe) 2773

18-crown-6

Cl

(VIII)

| Tato sloudenina se poté pfevede na sloudeninu
vzorce Ib bud za kyselych nebo za bdzickfch podminek,
napfiklad zah¥{ivénim v p¥itomnosti chlorovodiku.
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{
NN\
Ty -
P
N \\\~NH2
HO
0 (VIII)
0
N
<1 7
N— 74
——— e N
NH,
HO
o (Ib)

V tomto schématu Jje sloulenina vzorce VIII

novym meziproduktem.

Isomern{ dideoxynukleosidy podle predloZeného
vyndlezu se mohou vyrdb&t také podle klasické metody,

p¥i které se nukleobdze vystavi z aminu.




/\<—> i
(Ve) - (ve)

cl cl
" |
2
N H N
| N -~
P o
o1 N NH’/// \\N
Et3N, tBuOH
HO
0 (IX)
Cl
. N \ )
< T
1. (Et0),0HOAc A N — )

2. pTsOH/toluen

HO
0 _ (X)
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OMe
NH, !
N X
./ N
MeOH
(Ia) (XI)

Podle shora uvedeného reakdnfiho schematu se ne-
ché sloulenina vzorce IVe reagovat s azidem sodnym. Ziska-
né sloufenina se hydrogenuje v pritomnosti paladie na uhli
na odpovidajic{ amin vzorce IVf. Reakce tohoto aminu s
5-amino-4,6—dichlorpyrimidinem v ptitomnosti baze skyta
derivat pyrimidinu vzorce IX, ktery se pak kondenzaci
s dimethoxymethylacetétem prevede na adukt purinu vzorce
X. Poté nésleduje eliminace vyvolané pisobenim kyseliny
za vzniku 6—chlorpurinisodideoxynukleosidu vzorce X. Néasle-
dujfci pisobeni methanolickym roztokem amoniaku skyté
Iso-ddA vzorce 1D spoledné se sloudeninou vzorce XI. V tom-
to reakdnim schématu jsou sloudeniny vzorcd IX, X a XI no-

vymi meziprodukty.

1so-ddG lze rovn&Z syntetizovat ze sloudeniny

vzorc&-IVE postupnou vystavbou nukleobdze, jak Jje znézor-
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néno niZe. Reakce slouleniny véorce IVf s 2-amino-6-
—chlor~4 (3H)-pyrimidinoner v p¥{tomnosti triethylaminu
sxyté pyrimidinon vzorce XII. Katalytické redukce slou-
geniny vzorce XII v pritomnosti oxidu platiitého skyté
aminopyrimidinon vzorce XIII. Reakel slouéeniny'vzorce
XIII s triethylorthoformiétem a kyselinou se ziska -
Is0ddG Ib. Sloudeniny vzorci XII a XIII jsou novymi mezi-

produkty.

Derivéty slouleniny vzorce I, které jsou substi-
tuovédny na aminoskupin& a hydroxylové skupiné, se mohou
ziskat jednoduchym zpisobem ze slouéeniny vzorce I reakci
s enhydridy obecného vzorceA(ArCO)zo, (ArCHZCO)zo a
(RCO)2O, pricemZ (ArCO)20 predstavuji anhydridy aromatické
kyseliny, jako_an@ydrid benzoové kyseliny, (ArCHZCC)ZO

anhydridy.
pfedstavuji/EFET¥fatické kyseliny, Jjako anhydrid fenyl-
octové kyseliny a (RCOLO predstavujl anhydridy alifatickych
kyselin. Takto z{skanym produktem je ester-amid-derivat
slouéehiny obecného vzorce I. Selektivni parciélni hydro-
lyza téchto derivétd plsobenim triethylaminu nebo za alka-

lickych podminek skyté Zédanou parcidln¥ substituovanou

sloudeninu vzorce I.
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(XI1)

0
!
HZN - !
NE ‘
1. CH(OMe)
Hy, Pto, ‘ ‘ 3‘
- e \I/
g1 ¢ NH2 2. pTSOH
HO (XIII)
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HO
(Ib)

Slou&eniny vzorce I se mohou pouZivat k lé&eni
infekecd zpdsobovanygch retroviry, zejména HIV, pridemZ se
infikovanému organismwu aplikuje slouéenina vzorce I nebo
nékterd z jejich farmaceuticky pouZitelnych solf v rmnozZstvi

postadujicim k inaktivaci virua,

Dalsd dideoxynukleosidy, Jako 2,3-dideoxyadenosin
a 2,3-dideoxyinosin, vykazuj{ rovnéi ﬁéinnostproti retro-
virdm potladovénim reversn{ transkriptézy. Terapeutické
vyuZiti t&chto sloulenin Je v3ak omezeno jedich rychlym ¢
odbourévénim vezby cukr-béze. Predlozen vyndlez se tyka
isomerd 2,3-dideoxynukleosidu, které obsahujt Stabilné jif

nukleosidovcu vazbu,

SlouCeniny obecného vzorce I se mohou pouZivat
XaZdym vhodnym zplsobem aplikace, vdetns perorélni, mistng
& parenterdlni aplikace, jako Je subkuténni, intravenosni,

intramuskuldrnf nebo intradermdint aplikace,
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I kdy% se sloulenina vzorce I miZe aplikovat
samotné, je vyhodné, pouZivé-li se ve form& farmaceutic-
kych p¥ipravki. Farmaceutické pripravky podle vynélezu
obsahuji tuto slouleninu spolelné s jednou nebo s né&koli-
xa poufitelnymi nosnymi l4tkami a popfipadd spoleln& s
daldimi terapeutickymi prostredky. Farmaceutické nosné
14tky musi byt pouZitelné v tom smyslu, e Jjsou snédenli-
vé s daldfmi 1létkami obsaZenymi v takovychto pfipravcich

a pacentim nedkodi.

Pr{pravky podle vynalezu pro perorélni aplikaci
se mohou vyskytovat v jednotkéch, jeko jsou kapsle, sél-
Ky nebo tablety, které obsahujl vidy urdité mnoistvi slou-
geniny vzorce I nebo ve formé présku nebo granuli, ve
form& roztoku nebo suspenze Ve vodné nebo nevodné kapa-
1in& nebo ve form& emulze oleje ve vodd nebo emulze typu
voda v oleji. Slouleniny vzorce I mohou byt pP{itomny také

ve formd bolu, lektvaru nebo pasty.

Tablety se mohou vyrabét lisovénim suché nebo
zvlhdené smési a napiiklad pfiddnim hydroxypropylmethyl-
celulozy se mohou ziskat v proménnych mnoZstvich s kon-

trolovanym profilem uvolnovédni ulinné sloZky.

Vhodnymi pPipravky pro parenterédlni aplikaci jsou
vodné a nevodné isotonické, sterilni injek&n{ roztoky,
které mohou obsahovat antioxidaZni prostfedky, pufry,

bakteriostatika a prostfedky k dosaZeni isotonie. Tyto
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pripravky mohou byt pfitomny také v lyofilizovaném stavu
(vysuSené vymrazenim), ze kterého se mohou pievédddt bez-

prostredng pred upotrebenim na sterilnf injek&ni roztoky.

Vyndlez bliZe objasnuji ndsledujfc{ priklady.
Tyto priklady vS8ek rozsah vyndlezu v Z4dném sm3ru neome-

zujie.
"P¥r{ikxlad 1

K roztoku 40 g 1,2-0-(l-methylethyliden)-a-D-
-xylofuranosy ve 125 ml methylenchloridu se pridé4 40 ml
absolutniho pyridinu. Roztok se ochladi na teplotu =5 e
a pod atmosférou dusiku se v pribdhu 30 minut prid4 roz-
tok 44,2 g tosylchloridu ve 10C ml methylenchloridu.

Sm&s se miché pres noc, pfilemZ se reak®nf smds zahie-
je na teplotu mistnosti, potom se pfid4 500 ml methylen-
chloridu a reaklni smés se promyje jedenkrat 600 ml vody,
dvakrdt 400 ml vody a konedné& jedenkrdt 400 ml nasyceného
roztoku chloridu sodného. Organické féze se vysuli,
zfiltruje se a odpar{ se za sni’eného tlaku. Po dal3im
vysoudeni pfes no¢ pfi 23 °C/933 Pa za Uelem odstran&ni
zbylého pyridinu se ve form& pevné ldtky ziské 71 g suro-
vého produktu. Tato lédtka se rozpust{ ve 100 ml methylen-
chloridu a k ziskanému roztoku se pfidd hexan a% do vzni-

ku zdkalu. Sm&s se pak ponechd pfes noc pii teplotd O °c.
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Pevnd ldtka se odfiltruje, promyje se hexanem a vysu3i se

na vzduchu. Ziské se 52,4 g 1,2-0-(l-methylethyliden)-5-0-p-
- (tolylsulfonyl)-a-D-xylofuranosy ve form& bilé pevné létky.
Druhd frakce se zskd odpafenim mate&nych louhd v celkovém
mnoZstvi 5,7 g. VytéZek 80 % teorie.

K roztoku 58,1 g 1,2-0-(1l-methylethyliden)-5-0-p-
-(tolylsulfonyl)-a-D-xylofuranosy a 1 litru 1,2-dichloretha-
nu se pridéd 361 g thiokarbonyldiimidazolu. Zluty roztok se
zahi'ivd 2 hodiny na teplotu varu pod zp&tnym chladi&em, poté
se pridd dal3ich 4,2 g thiokarbonyldimidazolu a reak&ni smes
se zahffvd daldf{ hodinu. Potom se reak&ni sm&s ochladf a roz-
pousté&dlo se odpari. OranZovy zbytek se rozd&l{ mezi methylen-
chlorid a 1,4 litru vody. Organickd féze se oddé&l{, promyje se
700 ml vody a potom 500 ml nasyceného roztoku chloridu sodného,
vysu8i se, zfiltruje se a odpaPi se. Ziskd se 91 g 4-methyl-
benzensulfondtu 3-0-(lH-imidazol-l-thiokarbonyl)-1,2-0-(1-
~-methylethyliden) -a-D-xylofuranosy (sloulenina III) ve formd
oranZové pevné léatky.

Pr{klad 2

600 ml absolutniho toluenu se pod atmosférou argo-
nu zah#f{vd na teplotu varu pod zp&tnym chladifem a poté se
pfidéd 27,1 ml tri-n-butylcinhydridu a 50 mg AIBN. Tento roz-
tok se v prib&u 1 hodiny smisi s roztokem 30,3 g slouleniny
ziskané v p¥fkladu 1 v 600 ml absolutnfho toluenu. Po daldfch
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dvou hodindch zah¥{ivédni se za dal¥iho zahPivdni piidaji po-
d{ly roztoku 9 ml tri-n-butyicinhydridu a 50 mg AIRN aZ jiZ
podle chromatografie na tenké vrstvé neni pfltomna Zé4dnd vy-
chozi l4tka (asi o 1 hodinu pozd&ji). Po ochlazeni se toluen
odpari, zbytek se rozd¥l{ mezi 1 litr acetonitrilu a 800 ml
hexanu, acetonitrilovéd féze se odpaf{ a 27,3 g zbytku se roz-
pust{ v minimdlnim objemu smési sestévaaici z 30 % ethylace-
tdtu a 70 % hexanu. Smés se filtruae ptes silikagel a Jjako
eludniho &inidla se pouiivé sm&si sestdvajici z 30 % ethyl-
acetdtu a 70 % hexanu. Po odpareni eludniho &inidla se zbytek .
rozpusti v malém objemu ethefu a k ziskanému roztoku se pridd
petrolether, a% se roztok zakali. Po ochlazeni na ldzuni
tvorené pevanym oxidém uhli&itym a po ponechdni reaklni smési
pres noc pFfi teploté O °c sé ziskd 9,3 g 4-methylbenzensul-
fondtu 3-deoxy-1l,2-0-(l-methylethyliden)-a-D-erythropentofu-
ranosy ve form& bilé pevné ldtky. Dal3{ 4 g produktu se ziska-
ji z matedného louhu (vytéZek 61 %).

Roztok 12 g 4-methylbenzensulfondtu 3-deoxy-1,2-0-(1l-
'-methylethyliden)-a—Dberythropentofuranosy v 60 ml absolutniho
methylenchloridu se ochladi pod atmosférou dusiku na teplotu
-78 °C. X roztoku se potom pdzvolna'pfidaji 4 ml 1,3-propan-
dithiolu a potom 5 ml bortrifluoridetherdtu. Smés se michd

40 hodin p¥i teplot® -78 °C, potom se k nf p¥idé 200 ml methy-
lenchloridu, dvakrdt se promyje védy 50 ml nasyceného roztoku
chloridu sodného, vysu3i se, zfiltruje se a odpa¥{i se. Slabé&

zbarveny olej se &ist{ sloupcovou chromatografif za pouZiti
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sm&si tvorené 50 % ethylacetdtu a 50 % hexanu jako elu&niho
¢inidla. Z{iskd se 7 g (2S5,4R)-4-(1,3-dithian-2-yl)-1,2,4-bu-~
tantriol-1-0-(4-methylbenzensulfondtu) (sloudenina V) ve for-
m& bezbarvého oleje (vyt&Zek 50 % nebo 90 %, vztaZeno na vy-
choz{ ldtku, kterd byla ziskdna nazp&t). Nazp&t bylo ziskéno
5,3 & vychozi létky.

Priklad 3

K roztoku 7 g sloudeniny V ve 20 ml methylenchloridu
se pridaji 4 ml pyridinu, sm&s se michd pfes noc, potom se
pfidd 50 wml methylenchloridu a sm&s se extrahuje 20 ol na-
syceného roztoku chloridu sodngho. Organickd fdze se vysu3i,
zfiltruje se a odpa¥i se. Zbytek (sloulenina IVa) se rozpus-
ti v 10 ml methylenchloridu, k ziskanému roztoku se piid4
5,5 g tosylchloridu ve 3 ml pyridinu a sm&s se michd pPes noc
pFi teplot& mistnosti. Po zfed&n{ 100 ml methylenchloridﬁ se
sm&s promyje 25 wl roztoku chloridu sodndgho, vysu3i se a
zfiltruje se. Odparenim filtrdtu a chromatografovdnim za po-
uZit{ smé€si 30 % ethylacetdtu a 70 % hexanu jako eludniho &i-
nidla se zfsk4 4,2 g (2R)-trans-tetrahydro-5-(1,3-dithian-2-
-yl)-3-furanol-4-methylbenzensulfondtu (sloudenina IVh) ve
formé& bezbarvého oleje. MS 360 (M+).

Priklad 4

Sm&s 1 g (2R)-trans-tetrahydro-5-(1,3-dithian-2-yl)-
-3-furanol-4-methylbenzensulfondtu, 1,66 g chloridu rtutnatého



a 1,32 g oxidu rtutnatého v 25 ml smé&si 80 % acetonitrilu a
vody se zahPffivd 5 hodin na teplotu 80 °C. Roztok se ochladf
na teplotu mistnosti, zfiltruje se a filtrdt se &4ste&né& zba-
vi acetonitrilu. Zbytek se ziedi sm&si 50 % methanolu a 50 %
vody (10 ml), ochlad{ se na teplotu O °C a potom se pfids
100 mg natriumborhydridu. Po 15 minutdch michdn{ pPi teploté
0 °C se roztok zahusti, zbytek se rozd¥&l{ mezi methylenchlo-
rodi a roztok chloridu sodnédho, organickd fdze se oddéli, vy-
sud{ se, zfiltruje se a filtrdt se odpa®i. Ziskany ole]j se
¢isti chromatografovédnim za pouZiti smési 60 % ethylacetdtu

a 40 % hexanu jako eludniho &inidla. Z{skd se 530 mg (2R-
trans)-tetrahydro-4-{((4-methylfenyl)sulfonylloxyl-2-furan-
wethanolu (sloulenina IVec) ve form& oleje, ktery ochlazenim

ztuhne. Hmotové spektrum MS 241 (M'-CH,OH).

Priklad 5

: 4-methylbenzensulfondtu/
Roztok 40 g/3-deoxy-1,2-C-(l-methylethyliden)-a-D-

-erythropentofuranosy v 800 ml 1% (procenta objemovd) kyseli-
ny octové v methanolu se zah¥{vd 3 dny na teplotu 70 °c. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti se hodnota pH roztoku upravi
priddnim roztoku methoxi@u sodného na 6,0. Sm&s se potom od-
pa¥{ za sniZeného tlaku k suchu,_pfiéemé se ziskd (3S-trans)-
tetrahydro-5-dimethoxymethyl-3-furanol (sloudenina IVd) ve
formé& p&novité pevnéd ldtky. Tato ldtka se smisi se 160 ml ab-
solutnfho pyridinu a 50 g tosylchloridu a smé&s se michd 15 ho-
din p#i teplot® O °C. Sm&s se potom vylije do 400 ml ledové
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vody, dvakrdt se extrahuje vZdy 400 ml methylenchloridu a
methylenchloridovy roztok se postupn& promyje 1N roztokem
kyseliny chlorovodikové, roztokem hydrogenuhliditanu sodného
"a vodou. Oraﬁiovy roztok se potom odpaf{ k suchu, pfilemZ se
ziskd 35,7 & (BSQtrans)-tetrahydro-S-dimethoxymethyl-3-fura-
nol-4-methylbenzensulfondtu (sloulenina IVe) ve form& pohyb-
1ivé kapaliny (vyt&Zek 93 % teorie).

IVd: NMR spektrum (200 MHgz, deuterochloroform)}: hodnoty S
2,00 (m, 2H), 3,45 (s, 6H), 3,78, 3,96 (AB ABX, 2H,
Jyp = 9Hz, J,y = 2H,, Jpy * 4Hz), 4,29 (m, 2H),
4,54 (m, 1H).

PPr{k1lad 6

Sm&s 10,0 g slouleniny IVe, 50 ml trifluoroctové
.kyseliny a 80 ml dioxanu se zah?#{vé 5 hodin na teplotu 80 .
Po ochlazeni na teplotu mistnosti se roztok upravi priddnim
1N roztoku hydroxidu sodného na pH 7, piidd se 1,2 g natrium-
borhydridu a sm&s se michd 30 minut pii teplotd mistnosti.
Rozpoudt&dlo se potom Edstelné odstrani a zbytek se tiikrdt
extrahuje vZdy 100 ml ethylacetétu. Organickd fdze se vysudfi,
zfiltruje se, filtrdt se odpari a chromatografuje se za pou-
%it{ sm¥si 60 % ethylacetdtu a 40 % Rexanu jako eludniho &i-
nidla. Ziskd se 3,6 g nezreagované vychozi ldtky a 2,7 g
(2R-trans)—tetrahydro—4—[[(4—methylfeny1)sulfonyl]oxy]—Z-fu-

ranmethanolu (sloudenina IVec).
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Pr{k1lad 7

50 mg adeninu, 100 mg uhli&itanu draselného, 97 mg
18-crown-6 a 10 ml dimethylformemidu se mfichd 30 minut pod
atmosféroﬁ argonu pii teplot& mistnosti. K tomuto roztoku se
pfikape roztok 100 mg (2R-trans)-tetrahydro-4-[[ (4-methyl-
fenyl)sulfonylloxyl-2-furanmethanolu (sloudenina IVc) ve 2 ml
dimethylformamidu za michdnf. Z{skansd sm&s se zahleje na te-
plotu 80 °¢ a pri této teploté sé michd p¥es noc. Po odstran&-
ni rozpouitddla za snifendho tlaku se pevny zbytek &isti
chromatografovédnim za pouZit{ sm&si 10 % methanolu a 90 %
methylenchloridu jako eludniho &inidla. Izolovany materidl
se ddle &istfi vysoce udinnou kapalinovou chromatografif
s reversni fdzi za pouZiti gradientové eluce smé&si acetonit-
rilu a vody. Ziskd se 25 mg (2R-cis)-4-(6~-amino-9H-purin-9-
-yl)tetrahydro-2-furanmethanolu (slouéeniné Ia). Analyticky
¢isty prepardt krystaluje z methanolu (teplota tdni 183 a%
185 OC; [“]D = + 47,91 (c = 0,67, methanol).

UV spektrum: 7‘max (methanol) 260 nm (€= 13990);
UV spektrum: A pax (PH 1) 210 nm (€= 19700), 259 nm (€= 13600).

Pr{klagd 8

2,14 g adeninu, 4,37 g uhliéitaqu draselného, 417 mg
18-crown-6 a 400 ml dimethylformamidu se mich4 30 minut pod
atmosférou argonu pfi teplote mistnosti. K této michand smé-

si se prikape roztok 5 g 4-methylbenzensulfondtu (3S-trans)-




- 33 -

—tetrahydro—5~(dimethoxymethyl)-B-furanolu (sloudenina IVe)

ve 100 ml dimethylformamidu. Ziskand spm¥s se zahf{vd na te-
plotu 80 Oc a pii této teploté se michd pres noc. Po filtra-
ci a odpa¥eni rozpoustidla se z1skd pevny zbytek. Ten se chro-
matografuje na silikagelu za pouZiti smési 7 % methanolu a

93 % methylenchloridu jako eluZniho Zinidla. Frakce obsahujici
¥4dany produkt se spoji, prilewZ se zfiskd 3,0 g (3R-cis)-9-
-[tetrahydro-5 (dimethoxymethyl)—3-furanyl]—9H—purin—6—aminu
(sloudenina VI) o teplot® téni 144 az 146 °c.

UV spektrum: ;\max (methanol) 214 nm (€ = 18890), 258 nm

(¢ = 14100);
UV spektrum: A . (pH 1) 208 nm (£ = 20000), 258 nm
(€= 13780);

UV spektrun: A __. (pH 13) 259 nm (e = 14120).

Priklad 9

Roztok 150 mg sloudeniny IVc ve 3 ml absolutniho
dimethylformamidu se ochladi na teplotu'-S °c a poté se pFidd
90 mg azidu sodného. Roztok se nechd zahfdt na teplotu mist-
nosti a pak se zah¥ivd 5 hodin na teplotu 70 %c. Po odstrand-
ni{ dimethylformamidu se zbytek.rozdéii mezi 50 ml ethylaceté-
tu a 10 ml vody. Organickd féze se promyje nasycenym roztokem
hydrogenuhligitanu sodného a nasycenym roztokem chloridu sod-
ného, vodné féze se spoji, znovu se promyji ethylacetdtem,
vS8echny organické frakce se spoji, vysudi se siranem hofelna-

tym, zfiltrujf se a filtrdat se odpa¥{. Zi{skany produkt se
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hydrogenuje v pritomnosti 5 ml predb&Zn& vysudeného metha-
nolu a 15 mg 10% paladia na uhli po dobu 3 hodin pii teplo-
+% mistnosti. Katalyzdtor se odfiltruje a rozpoudtédlo z £il-
trdtu se odpafi. Ziskd se 54 mg (2R-cis)-4~aminotetrahydro-
-2-furanmethanolu ve form& bezbarvého oleje. Hmotové spektrum:

MS 99 (M'-H,0).

Priklad 10

Sm&s 184 mg (2R-cis)-4-aminotetrahydro-2-furanmetha-
nolu, 770 mg 5-amino-4,6-dichlorpyrimidinu, O,44 ml triethyl-
aminu a 16 ml terc.butylalkoholu se zah¥ivd pod atmosférou ar--
gonu 72 hodin k varu pod zp&tnym chladidem, naleZ se t&kavé
14tky odpaP{. Zbytek se rozpusti ve 100 ml ethylacetdtu, roz-
tok se promyJje nasycenym roztokem hydrogenuhliditanu sodného
a nasycenym roztokem chloridu sodného, vysudi se, zfiltruje
se a filtrdt se odpaidi. Ziskany produkt se g¢isti sloupcovou
chromatografii za pouZit{ sm&si 50 % ethylacetdtu a 50 % he-
xanu jako eludnfho ¥inidla Ziskd se 220 mg (2R-cis)-4-[(5-
-amino-6—chlor—4—pyrimidinyl)amino]tetrahydro—2—furanmethano-
lu (sloudenina IX).

UV spektrum: A“max (methanol) 206 nm, 265 nm, 295 om;

UV spektrum: A (pH 1) 204 nm, 304 no.

max
P*riklad 11

Roztok 220 mg sloufeniny IX a 5 ml diethoxymethyl-
acetdtu se zah®ivd 120 hodin na teplotu 100 °C. T&kavé létky
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se potom odpaf{ a ke zbytku se pridd 5 ml toluenu a 5 mg
p-toluensulfonové kyseliny. Smés se miché pri teplot& mist-
nosti l'hodinu, poté se toluen odpari a zbytek se gist{ sloup-
covou chromatografif za pouZitf sm&si 10 % methanolu a 90 %
methylenchloridu Jjako eludniho &inidla. Ziskd se 109 mg
(2R—cis)—4-(6-chlor-9H—purin—9—yl)tetrahydro-2-furanmethanol
(sloudenina X) ve form& bilé pevné latky.

UV spektrum: N ax (methanol) 264 nm;

m

UV spektrum: -K'max (pH 1) 265 nm.

Pri{iklad 12

Roztok 73 mg (2R-cis)-4-(6-chlor-9H-purin-9-yl)-
tetrahydro-2-furanmethanolu v 15 ml sm&si 16 % &pavku a mei-
hanolu se nechd reagovat 96 hodin v sutokldvu 2z udlechtilé
oceli. Po odpafeni rozpoust&dla a sloupcové chromatografiil
za pou?iti smé&si 10 % methanolu a 90 % methylenchloridu ja-
ko eludnfho &inidla se ziskd 20 mg (2R-cis>—4—(6—amino—9H~
—purin—9-yl)tetrahydro-2—furanmethanolu (sloudenina Ia) a
38 mg (2R—cis)-tetrahydro—4—(6-methoxy—9H—purin—9—yl)—2—
—furanmethanolu (sloudenina XI) ve form& bilé pevné latky
XI: UV spektrum: >\max (methanol} 249 nm;

UV spektrum: A'max (pH 1) 250 nm.
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r1k1lad 13

Smés 63 mg 2-amino-6-chlorpurinu, 100 mg uhli&itanu
draselného, 97 mg 18-crown-6 a2 10 nl dimethylformamidu se mi-
| chd pod atmosférou argonu 60 minut pii teplot& mistnosti. Po-
tom se za michdng prikape roztok 100 ng (2R—trans)-tetrahydro—
-4-[(4-methylfenyl)sulfonyl]oky-2-furanmethanolu ve 2 ml di-
methylformamidu. Ziskang smés Se zahfivd na teplotu 80 ¢ 5
PFi této teplot¥ se mfchg pfes noc. Po odstran&ni rozpoudté&dla
za sniZendho tlaku se pevny zbytek &ist{ sloupcovou chromatogra-
fif za pouZitf smési 5 % methanolu a 95 % methylenchloridu ja-
ko eludniho &inidla. Izolovany materlél se ddle &ist{ vysoce
u&innou kapalinovou chromatografif s reversn{ f4z7{ gradiento-
vou eluci systémem acetonitrilu a vody. Ziskd se 30 mg (2R-
~-cis)-4 (2-amino—6—chlor-9H—purin-9-yl)tetrahydro-Z-furanmetha-
nolu (sloudenina VIII) ve form& bilé pevné ldtky.
UV spektrum: A_max (ethanol) 221 no, 240 nm, 303 nm.

Pr{klad 14

Roztok 4,35 g (3R-cis)-9-[tetrahydro-5-(dipetho-
xymethyl)-3~furanyl]—9H—purin-6—aminu ve 200 ml O,1M rozto-
ku kyseliny 3favelovd se zah¥{vd 18 hodin k varu pod zp&tnym
chladilem. Zisk4 se (2R-cis)-4~(6-amino-9H-purin-9-yl)tetra-
hydro-2—furankarbaldehyd (élouéenina VII). Po ochlazen{ na te-
Plotu mistnosti se roztok obsahujic{ slouleninu VII zneutrali-
zuje 1IN roztokem hydroxidu sodného. X ziskang sm&si se pFidg

50 mg oxidu platiditého a sm&s se michd 48 hodin pod atmosfé-
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rou vodiku. Po filtraci, odpafeni filtrdtu a &idté&n{ sloup-
covou chromatografii za pouZiti sm&si 5 % methanolu a 95 % met-
hylenchloridu jako eludniho &inidla se ziskg 2,0 g (2R-cis)-4-(6
-amino-9H-purin-9-yl)tetrahydro-2-furanmethanolu (sloudenina Ia)
ve form& bilé pevné 1l4tky. Tento produkt lze popFipadé ddle

¢istit pPekrystalovénim z methanolu.

Priklad 15

Roztok 170 mg (2R-cis)~4-(2-amino-6-chlor-9H-purin-
-9-yl)tetrahydro-2-furanmethanolu ve 25 ml 1N roztoku chloro-
vodikové kyseliny se zah®{ivi 3 hodiny k varu pod zp&tnym chla-
difem. Reakdni sm&s se zneutralizuje priddnim 40% roztoku
hydroxidu draselného a poté se odpa’i a% do vzniku bilé pevns
ldtky. CiZt&nim vysoce d&innou kapalinovou chromatografif s
reversni fdzi gradientovou eluc{ systémem acetonitril a voda
se ziskd 65 mg (3R—cis)-2-amino~1,9~dihydro-9-[tetrahydro—B—
- (hydroxymethyl)-3-furanyl])-6H-purin-6-on (sloulenina Ib) ve
form& bilé pevné ldtky o teplot® tdnf 229 af 230 °c.

UV spektrum: A‘max (pH 0) 205 nm, 253 nm, 278 um;
UV spektrum: X'max (pH 6) 252 nm, 27M nm;

UV spektrum: (pH 13) 255 nm, 268 nm.

max
Pr{k1lad 16

427 wg (2R-cis)-4-aminotetrahydro-2-furanmethanolu,
540 mg 2-amino-5-nitro-6-chlor-4(3H)pyrimidinonu, 3,5 ml

triethylaminu a 5 wl dimethylformamidu se zah#{vé 6 hodin na
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teplotu 60 Oc. Potom se reakdni smés ochladi na teplotu mist-
nosti, nale% se reak&ni smés odpa¥{ v pPfitomnosti silikagelu,
pritem? produkt se pfenese na sloupec silikagelu a vymyvd se
nejdrive sm&si methylenchloridu a methanolu v poméru 5 : 1 a
potom smé&si methylenchloridu a methanolu v pom&ru 3 : l. Zis-
k4 se 730 mg sloudeniny XII. K 200 mg sloudeniny XII se piid4d
75 mg oxidu platilitého a 50 ml roztoku kyseliny mravendi a
methanolu v pomé&ru 1 : 3 (objem/objem) a sm&s se hydrogenuje
48 hodin p¥i tlaku vodiku 0,375 MPa. Po filtraci a odpafeni
filtrdtu se ziskd sloudenina vzorce XIII. Ke zbytku se pridé

5 ml dimethylformamidu, 5 ml triethylorthoformidtu a 200 mg
p-toluensulfonové kyseliny a smés se zahPivd 4 hodiny na te-
plotu 80 On. Poté se roztok odpafi a michd se 4 hodiny s 10 ml
0, 5N roztoku chlorovodikové kyseliny. Po neutralizaci a odpa-

f¥en{ sm&si a po &idt¥ni se ziskd sloudenina Ib.

Priklad 17

Slouleniny Ia a Ib se testuji na svij udinek proti
viru HIV metodou, kterou popsali Mitsuya a dals{ v Proc. Nat’l
Acad. Sci., USA, 83:1911 (1986).

Bunky se uvedou do vzdjemného styku bud se sloudeni-
nou Ia, sloudeninou Ib nebo s 3-azido-2,3-dideoxythymidinem

(AZT) a stanovi se podet preZivajicich bun¥k po 7 dnech.

Vysledky jsou zndzorndny na obr. 1. Na osdch y se udd-
vé podet Zivych bundk (x 105); na osdch x se udédvd koncentracer

(/umol). ferné sloupce predstavujil prefivajici, oBetFené bunky-
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za pfitomnosti viru HIV (HTLV-III). Své&tlé sloupce predsta-

vuji preZivajici, oSet¥ené bunky v nepfftomnosti viru.

Sloudeniny Ia a Ib vykazuji u¢innost proti viru HIV,
kterd je ekvivalentni U&inku zndmych terapeutik s antiretro-
virovou udinnosti, které jsou in vivo u¢inné proti viru HIV,

jako je zejména AZT.
Pr{klad 18

Testovéni sloudenin Ia a Ib na ulinek proti viru HIV p#i

systému ELISA

Test ELISA (Enzyme Linked Immuno-absorbant Assay) se
pouZivéd ke stanoveni antivirové u¢innosti sloudeniny Ia a Ib
proti viru HIV, pridemZ se rist viru v CD4+ T-lymfocytech sta-
novuje dikazem antigenu, ktery piechdzi do supernatantu tkdno-

vé kultury infikovanych bunék.

Pripravky viru s vysokym titrem (HIV, HTLV III, kmen
RF) se ziskaji pomoci bun¥k H9 v systému RPMI 1640, ktery byl
dopln&n 10% fetdlnim telecim sérem, 100 m.j./ml penicilinu a
100 18 streptomycinu. Bun&lnd drf se odstrani odstiedovénim
pFi nizkych otédkdch a supernatant se uchovava pli teploté |
-70 °¢ a% do upoifebeni. PouZitou -produk&ni bunkou byia T-bu-
n&&nd linie C8166 CD4*, kterd je zvld¥td citlivd vidi infekefm
HIV. Bunky se inkubujfi 10 TCIDgj, HIV/HTIV III(RF) 90 minut
pfi teploté& 37 °C a potom ée t¥ikrét promyj{ PBSA. Alikvotni
gdasti (2 x 10° bun¥k) se inkubuji v 1,5 wl Zivné pidy ve zku-
mavkdch o obsahu 6 ml pi#i teploté& 37 °C. 72 hodin po infekci
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se supernatanty z bun&fnych kultur ihned testuji na sntigen
HIV.

Pro ddkaz antigenu se pouZivéd metody ELISA (Coulter,
Luton, GB). Testy se provdd&j{i za pou%iti supernatantd z in-
fikovanych bun&&nych kultur podle piedpisu vyrobce. U ka%dé ra-
dy testh se berou v uUvahu odpovidajici positivni a negativni
interni kontroly spoledn& s kontrolou ze supernatantu neinfi-
kovanych buné€k. Desky kultur se vyhodnocujf za pouZit{i odpovi-
dajiciho spektrofotometrického detek&niho systému.

Vysledky testu ELISA za pou¥itf sloudeniny Ia a

ddA (zndmy prostredek proti viru HIV) jsou uvedeny niZe:

IC50 (/umol) . sloudenina
3 -10 Ia

1l - 3 dds

Sloudenina Ia vykazuje v tomto systému antivirovou
udinoost, kterd je srovnatelnd se znémym prostiedkem proti

viru HIV dda.

Prf1klad 19

SloZeni tablet pro sloudeninu Ia a Ib

A. Tablety s obsahem 0,05 mg udinné ldtky
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sloZent

1. sloudenina Ia nebo sloudenina Ib

2. bezvodd laktdza

3. oxid Zeleza &erny

4. mikrokrystalicksd celuldza
(Avicel PH-102)

5. Croscarmellose Natrium, typ A
(Ac-Di-Sol)

6. hoiednatd sil kyseliny stearové

celken

B. Tablety s obsahem 2 mg u&inné sloZky

sloZeni

1. sloulenina Ia nebo sloudenina Ib

2. bezvod4 laktdza

3. oxid Zelezity pro kosmetické udely
Zluty

4. mikrokrystalickd celuldza
(Avicel PH-102)

5. Croscarmellose Natrium, typ A
(Ac-Di-Sol)

6. hofednatd sil kyseliny stearové

celken

mg/tableta

0,05
94,00

0,15
25,00

5,00

0,80

125,00 mg

mg/tableta

2,00
147,00

0,40
- 40,00
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Pr{k1lad 20

Injek&n& aplikovatelné pfipravky pro slouleniny Ia a Ib
A, Sterilnl prd3ek pro injekce

1. Sloudenina Ia nebo Ib ve formé& lyofilizovaného présku
10 mg/ampule

slozZeni mg/ampule
1. slouédenina Ia nebo sloudenina Ib 10,00
2. mannitol , 50,00

3. chlorovodikovd kyselina (1 % obje-
mové)

4. voda pro injekdni udely

Roztok chlorovodikové kyseliny se pouzivéd k upra-

v& hodnoty pH zdkladniho roztoku pfed sudenim vymrazovdnim.

B. Prd3ek pro vyrobu roztokd

1. Sloulenina Ia nebo sloudenina Ib

0,5 mg/prasek

sloZeni ' ng
1. sloudenina Ia nebo sloudenina Ib 0,50
2. bezvodé laktoza 99,50

celkenm 100,00 mg
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1.

PATENTOVE NAROKY

Isomery dideoxynukleosidd obecného vzorce I
A

/\ -
R

0

ve kterénm

A

R

znamend 6-amino-9H-purin-9-ylovou skupihu nebo 2-ami-
no-6-hydroxy-9H-purin-9-yloveou skupinu, ve které je
aminoskupina popripad& nahrazena skupinou -NHC(O)R2
nebo -N=CHRSR?, a

znarend hydroxylovou skupinu nebo skupinu -OC(O)Rl,

pricemZ

rY, R

JakoZ

2.

) R3 a g znamenaji nezévisle na sobé& primou nebo
rozvétvenou alkylovou skupinu s 1 aZ 20 atomy uhliku,
alkoxyalkylovou skupinu s aZ 12 atomy uhliku, nebo
fenoxyalkylovou skupinu 8 1 a2 4 atomy uhliku v alky-
lové Cdsti, kters je ve fenylovém jédre popiipadé&
substituovéna halogenem, alkoxyskupinou s 1 aZ 4 ato-
my uhliku, nitroskupinou, hydroxyskupinou, karboxy-
lovou skupinou nebo alkylaminoskupinou 8 1 aZ 4 atomy
uhlf{ku, nebo fenylovou skupinu, kterd je popripad&
substituovéna atomem halogenu, alkoxyskupinou s 1 aZ
4 atomy uhliku, nitroskupinou, hydroxyskupinou,
karboxylovou skupinou nebo alkyleminoskupinou s 1

aZz 4 atomy uhliku,

i jejich farmaceuticky pouZitelné soli.

Slouleniny podle néroku 1, obecného vzorce I, ve kte-

rém A znamené nesubstituovanou 6-amino-SH-purin-9-ylovou
skupinu,

5 9-%
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3 Sloufenina podle néroku 1 obecného vzorce I, kterou
je (2R-cis)-4-(6-amino-9H~purin-9-yl)tetrahydro-2-furan-
methanol.

‘

4. Sloudeniny podle néroku 1, obecného vzorce I, ve
kterém A znamené nesubstituovenou 2-amino-6-hydroxy-9H-
purin-9-ylovou skupinu.

5e Sloudenina podle ndroku 1 obecného vzorce I, kterou
je (3R-cis)-2-amino=-1,9-dehydro-9-| tetrahydro-5-(hydroxy-
methyl)-3-furanyl]-6H=-purin-6-on.

6. Sloudeniny obecného vzorce IV

B

g

C
(IV)
0

ve kterém
B znanend aminoskupinu, hydroxyskupinu nebo jeji obmé-

nénou formu nebo jeji maskovany prekursor nebo od-
§t&pitelnou skupinu a

c znamené hydroxymethylovou skupinu nebo jeji maskova-
ny prekursor.

Te Sloueniny podle néroku 6 obecného vzorce IV, kterymi
jsou '

(2R-trans) tetrahydro-5-(1,3~dithian-2-y1)-3~-furanol,
(2R-trans)tetrahydro-5-(1,3-dithian~2-yl)~-3-furanol-4-
methylbenzensulfondt,

(2R-trans)tetrahydro-4~[[ (4-methylfenyl)sulfonyl]oxy]-2-
~-furanmethanol,

(3S-trans)tetrahydro-5-dimethoxymethyl-3~furanol,

(3S-trans)tetrahydro-5-dimethoxymethyl=-3-furanol-4-methyl-
benzensulfondt a
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(2R-cis)-4-aninotetrahydro-2-furanmethanol.

8. 4-methylbenzensulfondt 3-0~(lH-imidazol-l-thiokarbo-
nyl)-1,2-0-(1-methylethyliden)-a~-D-xylofuranosy.

9. (2S,4R)-4-(1,3-dithian-2-yl)~-1,2,4-butantriol-1-0-
~-(4-methylbenzensulfonsdt).

10. (3R=-cis)-9-[ tetrahydro~5-(dimethoxymethyl)=-3-fura-
nyl J-9H-purin-6-amin.

11. (2R-cis)=4-(6-amino-9H~-purin-g9-yl)tetrahydro-2-fu-
rankarbaldehyd.

12, (2R~cis)~4-(2-amino-6-chlor-9H~-purin-9-yl)tetrahydron-
-2-furanmethansl.

13. (2R-cis)~4-[ (5~amino~-6~chlor-4-pyrimidinyl)amino ]~
tetrahydro-2-furanmethanol.

14, (2R-cig)=4=(6-chlor-9H~-purin-9-yl)tetrahydro-2-furan-
methanol.

15. (2R-cis)tetrahydro-4-(6-methoxy=-9H-purin=-9-yl)-2-
~-furanmethanol.

16. (2R-cis)=2-amino-5-nitro-6-[[ tetrahydro-5=-(hydroxy-
methyl)=3-furanyl Jamino]-4(3H)pyrimidinon.

17. (2R-cis)=-2,5-diamino-6-{| tetrahydro-5-(hydroxy-
methyl)-3-furanyl Jamino}-4(3H)-pyrimidinon.

18. Slouteniny podle nérokd 1 a% 5 pro pouZitf jako 1é&i-
Vo,

19. Zpisob vyroby sloulenin obecného vzorce I defino-
vanych v néroku 1, jakoZ i jejich farmaceuticky pouZitel-
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nych solf, vyznadujicit se tim, Ze se

a) neché reagovat sloulenina obecného vzorce IV-1l

X

)
.
N\

\
c

\ (IV-1)

0

ve kterém

X znamand od3té&pitelnou skupinu a

o znanené hydroxymethylovou skupinu nebo jeji maskova-
ny prekursor,

8 adeninem nebp guaninem, a pripadné maskovany prekursor C

se prevede na hydroxymethylovou skupinu, za vzniku sloule-

niny obecného vzorce I, ve kterém A znamené 6-amino-SH-

-purin-9-ylovou skupinu nebo 2-amino-6-hydroxy~9H-purin-

~9-ylovou skupinu a R znamend hydroxyskupinu;

nebo se

b) hydrolyzuje chlorovany substituent ve sloufeniné&
vzorce VIII

Cl
N
N,
¢ |
/J\ (VIIT)
N
N
NH,
HO 0

prilemZ se ziskéd sloufenina obecného vzorce I, ve kterém
A znamend 2-amino-6-hydroxy-9H-purin-9-ylovou skupinu &
R znamend hydroxylovou skupinu;
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nebo se
c) nechd reagovat sloulenina vzorce X
Cl
N Ny
<
N _— gﬁj
N
(X)
HO
.O/

s amoniakem. pPrilemZ? =e zIskd sloulenina obecného vzorce
I, ve kterém A znamené 6-gamino-9H-purin-9-ylovou skupinu
a R znamenéd hydroxyskupinu;

nebo se
d) nechéd reagovat sloulenina vzorce XIII
0 _
H2N
NH
[ //l\\\ (XIII)
~
ar N NH,,
HO

o)
8 esterem orthomraventi kyseliny nebo s diethoxymethylace-
tétem, pridemZ se zisk& sloulenina obecného vzorce I, ve
kterém A znamend 2-amino-6-hydroxy-9H-purin-9-ylovou skupi-
nu a R znamené hydroxylovou skupinu,

a popripadé se ziskanéd sloulenina vzorce I prevede na far~
maceuticky pouZitelnou sil nebo na N~ nebo O-acylderivét
nebo na Schiffovu bézi.
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20. Farmaceutické pFipravky obsahujfci{ slouleninu podle
néroku 1 aZ $ a farmaceutické pomocné létky nebo nosné lét-

ky.

21. PouZit{ sloulenin podle néroku 1 aZ 5 k vyrobé lé-
¢iv kx lé&eni retrovirovych infekci, zejména infekci vyvo-
lanych virem HIV.

MP-95~90-Ho




Vzorec pro anotaci (I)

A~
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(I)

C37- 70
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