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(54) Légivo virovych infekci

. Vyndlez se tykéd 1é&iva virovych infek-
ci, které jsko udinnou sloZku obsahuje
alespon jednu sloufeninu obecného vzorce

ve kterém R! Jje alkyl s é az 5 atomy uhli~
ku, benzyl nebo fenyl, R¢ je alkyl s 1 aZ
-5 atomy uhliku, hydroxyalkyl s } a¥ 2 ato-
my uhliku, fenyl nebo benzyl, R a R* znalf
atomy vod{iku nebo alkyly s 1 ai 3 atomy
uhlfku, prifem# substituenty R' a R3,
popr{padd spojeny, mohou tvo¥it alkylenovy
Yet¥zec s 2 aZ 4 methylenovymi skupinami.

Létky jsou uéinné proti rlznym dru-
hém vird, zejména proti viru chitipky AWS,
viru vakcinie & herpesu.
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Vyndlez se tykd létiva virovyeh infekef, ddinného proti RNA- a DNA-virim, zejména proti
viru chfipky AWS, viru vekcinie a viru herpesu 2. Toto 168ivo obsahuje jako u&innou sloZku
alespon jednu sloudeninu obecného vzorce I,

'1\ /1\2 /O (I)
3

ve kterém znadi R' alkyl s 1 a% 5 atomy uhliku, benzyl nebo fenyl, R? alkyl s 1 a% 5 atomy
uhliku, hydroxyalkyl s 1 aZ 3 atomy uvhliku, fenyl nebo benzyl, RS a R atomy vodiku nebo
alkyly s 1 a% 3 atomy uhlfku, piifemZ substituenty R a R3, pop¥ipad¥ spolu spojeny, mohou
tvo¥it alkylenovy Fetdzec s 2 a% 4 methylenovymi skupinami.

Typickymi p¥fklady reprezentujfcimi 14tky obecného vzorce I jsou slouleniny:

cyklo (L-Ala-L-Leu), chemicky nézev 3-methyl-6-(2-methylpropyl)-2,5-piperazindion,

cyklo (L-Ale-D-Val), chemicky nézev 3-methyl-6-(1-methylethyl)-2,5-piperazindion,

cyklo (D-Ale-L-Val), chemicky ndzev 3-methyl-6-(1-methylethyl)-2,5~-piperazindion,

eyklo (L-Ser-L-Val), chemicky ndzev 3-hydroxymethyl-6-(1-methylethyl)-2,5-piperazindion,
cyklo (L-Pro-L-Leu), chemicky nézev 1,6—trimethy1en—3—(2—methy1propyl)—2,5fpiperazindion,
cyklo (D-Val-D-Phe), chemicky ndzev 3-(1-methylethyl)-6-benzyl-2,5-piperazindion,

¢yklo (L-Val-L-Leu), chemickf nézev 3-(1-methylethy1)—6—(2—methy1propyl)-2,5-piperazindion.

Z4jem o tyto ldtky byl vyvoldn objevem fungicidni, baktericidni a antivirové ektivity
skupiny prirodnfch ldtek typu gliotoxinu, sporidesminu, arantoinu a dal&ich, které obsshujl
jako zdkladni skelet 3,6-epidithia-2,5-piperazindion. Zjednoduseny symetricky analog tohoto
typu, p¥ipraveny Trownem (Trown P. W.: USA patent &. 3 562 253), substituovany na atomech
dusfiku methyl-, ethyl- a propylskupinou, rovnd# vykazoval antivirovou aktivitu proti né&kte-
rym RNA-virim. Stejné& byl ddinny i symetricky 3,6-difenyl-3,6-epidithia-1,4-dinethyl-2,5~
-piperazindion (Svokos S. G.: NSR pat. zvelej. spis &. 2 029 305). )

Protivirovou aktivitu vykazovaly pouze derivéty s epi-polysulfidickym mistkem, zatimco
vychoz{ symetrické 2,5-piperazindiony se Jevily ‘jako neddinné. Proto byl vysloven pfedpoklad,
%e nositelem udinku je disulfidicky mistek a odpovidajfc{ dithiol a zdkladni struktura 2,5~
-piperazindionu byla oznafena jeko entivirové neddinnd. Prehled vlastnost{ Jednoduchych i
. substituovanych 2,5-piperazindiond a jejich piirodn¥d se vyskytujfcich analogl je uveden

" ¥ soubornyeh referdtech (Semmes P. G.: Naturally Occuring 2,5~Dioxopiperazines end Related

" ‘Compdunds p.’51—107, in Progress in the Chemistry of Natural Products Vol. 32, Springer
| Verlag, Wien, New York, 1975; Johne S., Groger D.; Phermezie 32/H 1/, 1-16 (1977) .
'-:Meziiim sutori Crescenci V., Cesaro A., Russo E., (Int. J. Peptide Protein Res. 5(6),
427-434 (1973)) prokézali denaturadni efekt 2,5-piperazidionu na RNA-su a dal¥{ autobi, -
Augustin M., Erfurt G.,” Mueller S, (NDR pat. 101 278; Ref. Chen. Abstr. 81, 146895q /1974/)
fungicidni ektivitu jednoduchého N,N’~disubstituoveného 2,5-piperazindionu, resp. antikance-
rogenni aktivitu dal¥fho symetrického jednoduchého derivétu (Shen Tsung-Jing, Jensen N. P.,
Wagner A. F.: NSR pat. zverej. spis &. 2 257 542; Ref. Chem. Abstr. 79 42551s /1973/).

Pro vyre¥enf otézky, pri jakém zjednodufeni molekuly se jest& projevuje antivirovy
U&inek, byla b¥¥nymi metodami peptidové syntézy p¥ipravena tada asymetrickych, symetric-
kych opticky aktivnich i racemickych 2,5-piperazindiond vpPedu uvedeného obecného vzorce,
kterd byly testovény za standardnich podminek proti vybranym RNA- a DNA—virﬁm. Protivi-
rové udinnost byla hodnocena in viiro na tkdnovych kulturdch kufecich fibroblastl pomoci
inhibice tvorby plakd v agarovém difiznim testu za pouZitd 6-azauridinu jako standardu d8in-
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nosti. Vysledky in vitro testd n¥kterych vybranjch sloudenin (400 a 403) jsou uvedeny

v tabulce. Z vysledkd vyplyvd, Ze ldtky obecného vzorce I predstavované pfiklady v tabulce
Jsou shodn& nebo vice idinné ne¥ kontrolni 6-azauridin. %4dné z testovanych létek nevykazo-
vala cytotoxieitu.

O¢inek vybranych ldtek byl ové¥en v testech in vivo, provéd¥nych na my3fch samicfch
o hmotnosti 11 a% 12 g, infikovengch tail-metodou podle Yoshimury (Yoshimura S., Christian
R, T., Mayer C. D., Krueger R, F.: progr. Antimicrob. Antibacter. Ther., Proc. 6th Inter.
Cingr. Chemother. 1, 481~484 (1970), Univ. of Tokyo Press, Tokyo 1970), 1é¥enych subkutdnng
2x dennd po’0,2'ml,roztdku nebo suspenze ve fyziologickém roztoku s Tweenem 80 v koncentra-
ci 250 ‘mg/kg po dobu p&ti dnd. My&1i byly lédeny preventivn¥ terapeuticky, tzn. 1lé&ba byla
zahdjena 3 h pFed infekcf, druhé dévka byla @plikovdna 3 h po infekci, v dal¥fch dnech vidy
réno a odpoledne. Oba testované derivéty sniZovaly v pribshu 5. a% 8. dne ko¥ni reakce viru
vekcinie 3 a%¥ 4x. Sedmého dne, kdy vrcholily koZni reakce u nelé&ené kontroly viru, potlado-~
vel derivét 400 tyto priznsky ze 75 % a derivét 403 z 65 %.

% vjsledkd vyplyvd, %e létky uvedendho obecného vzorce jsou antivirové udinné a pri-
tomnost epidisulfidického, -resp. epipolysulfidického mistku, nebo thiolovych skupin
v polohdch 3,6 neni nutnou podminkou antivirové aktivity.

Ndsledujfcimi p#{klady je pfiprava ldtek obecného vzorée I bliXe objasn&na, ale nent
nijek omezena.

P¥iklady provedent
Priklad 1
Methylester N-benzyloxykarbonyl—L—leucyl-L-d-alaninu

K suspenzi 7,0 g (0,05 mol) hydrochloridu methylesteru L-o/-aleninu v minimdln{m mnoZ-
stvi chloroformu se za michéni a chlazenf pFidd 65 g 2% roztoku smoniaku v suchém chlorofor-
mu. Vyloudens srefenina chloridu amonného se odfiltruje. K filtrétu se pfidéd nasyceny roz-
tok 13,3 g (0,05 mol) N—benzyloxykarbonyi-L—leucinu v chloroformu, sm8s se ochladf na ~15
stupnt Celsia a smisf s chloroformovym roztokem 11,0 g N,N-dicyklohexylkarbodiimidu. Po
12 hodindch sténf p¥i 4 °C se oadzlt vyloudend N,N-dieyklohexylmodovina, &iry roztok se oky-
self n&kolika kapkemi kyseliny octové. Eventudlnt zékal se odstran{ daldf filtracf. Filtrat
se Setrn& vakuovd zahust{, zbytek se rozpustf ve 40 ml ethylacetétu a promgve postupn& ma-
1ym mnoZstvim 1 N kyseliny chlorovodfkové, 0,5 N uhliditanu sodného a vodou. Oddlens
ethylacetdtovd vrstva se vysudi bezvodym sfranem sodnym a vekuovd zahusti. Vyt&ek 12,7 g
bilych krystald; po rekrystalizaci poskytnou produkt o t. t. 94 a3 95 °C.

Pr{klad 2
Cyklo (L-Alanyl-L-Leucyl)

50,0 g 36% roztoku bromovodiku ve 100% kyselin& octové se p¥idd ke 12,5 g methylesteru
N-benzylbxykarbonyl-L-1éucyl-L-alaninu do barky chréngné chlorkaelciovym uzdvirem a tidepené
tak dlouho, dokud se vyvijeji bublinky kysli¥nfku uhliditého. Potom se kyselina octovd a pre~
bytek bromovodiku vekuovd oddestiluje a mazlavy odparek roztird s etherem tak dlouho, dokud
se neuvolni krystalky hydrobromidové soli linedrnfho dipeptidu. Etheroyé vrstva obsahujiei
benzylbromid se opatrns dekentuje. Dekantace a roztirdni s etherem se n&kolikrét opeakuje.

9,0 hydrobromidové soli methylesteru L-Leucyl-L~- ¢' -alaninu se nechg zreagovat s 30,0 g
2% chloroformového roztoku amoniaku, ochlazeného na -5 °C. VylouZend srafenina bromidu
amonného. se 0dd¥lf centrifugacf a giry filtrdt se za snf¥eného tleku zshustf do sucha a’

rozpusti ve 20 ml suchého methanolu. Cyklizace probih4 spontdnni po pFfdavku katalytického
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mno%stvi suchého emonisku. Takto se zfské 3,1 g bilého mikrokrystalického produktu o t. t.
258 a% 259 °C, sublimujfciho pFi 163 °C bez rozkladu. Létke se rozpoudtl v kyselin& octové,
ni¥¥{ch elkoholech a ve vodé&. (I)%5= -34,5% (¢ = 1,2; 100% kyselina octovd), (o()%5 = -25,3°
(¢ = 0,9; MeOH).

(AT R J g compporsse o =
e o, st il it i A 1

¥istotéd.

Stejnym postupem z odpovidajictho mnoZstvi prisludnyeh sloZek byly pPkipraveny tyto
létky:

Cyklo (L-Ala-D-Val): Bflé xrystalickd létka, snadno sublimujfci (podétek sublimace
159 °C). T. t. 272 a% 274 Oc. Dobie rozpnstnd v kyseling octové a methanolu, mén& ve vodg.
Nerozpustné v etheru a petroletheru. (¢)§5 = -23,9O (c = 1; HAce).

Cyklo (D-Ala-L-Val): bIld krystalickd létka, snadno sublimujfci (podétek sublimace
157 °¢). T. t. 271 a% 273 OC. Dob¥e rozpustnéd v kyselin& octové a methanolu. Nerozpustnd
v etheru a petroletheru. (o()%5 = +25,4°% (¢ = 0,8; HAc).

Cyklo (L-Ser-L-Val): bild krystalickd ldtka doble rozpustnéd v methanolu, nerozpusthd
v etheru a petroletheru. T. t. 244 aZ 245 °c, (i)g5 = -46,8% (c = 0,9; HAc).

Cyklo. (L-Pro-L-Leu): bild krystelickd létka, sublimujici nad 130 °C. T. t. 157 aZ 159
stupntt Celsia. Rozpustnd v methanolu a kyselin& octové. Nerozpustné v etheru a petroletheru
(d)2% = -134° (c = 1, MeOH).

~ Cyklo (D-Val-D-Phe): bild krystalickd ldtka, sublimugjici pPi 200 %¢. T. t. 268 a%
269 °C. Rozpustnd v'methanolu a kyselin& octové, nerozpustnd v etheru a petroletheru.

Cyklo (L-Val-L-Leu) bild krystalické létka, sublimujici pfi 250 %G, Rozpustnd v ky-
selind octové, &éste&nd v methanolu. Nerozpustnd v petroletheru. (d)%5 = -46,8° (¢ = 1,
HAc).

Cyklo (D-Phg-D-Val): bilé krystalicka 14tka, snadno sublimujief, t.t. 282 a# 283 °C.
(o()%5 = 57 & 2° (¢ = 0,05, MeOH). Velmi mlo rozpustnd v methanolu, 1épe v kyselind octo-
vé. :

Methylaci obvyklym zphsobem metyljodidem za p¥{tomnosti kyslidniku stiibrného byla
ptipravena tato létka:

N,N'-dimethyl-cyklo(L-Ala-L—Leu): bil4 krystalicka létka, velmi dob¥e rozpustnd v po-
1érnich rozpoudtédlech, krystalizovateln4 z n-hexanu, t. t. 53 aZ 54 °c. (a()%5 = 57,7°
(¢ = 1, MeOH).

Cyklo (L-Nva-D-Phg): bfld krystalickd létke, t. t. 252 a3 253 °C (rozklad). («:()]2)5 =
-85,6° (¢ = 0,7, Hhc).

Cyklo (L~Nle-D-Phg): bild krystelickd ldtka, t. t. 252 a¥ 254 °C (rozklad). (d)%5 =
~74,4° (¢ = 0,7 HAc).

Cyklo (D-Phg-L-Ser): bila krystalickd létka, t. t. 255 a3 258 °C (rozklad).
()30 = -48,7° (c = 0,4, Hac).
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Derivat g, RNA viry DNA viry
2,5=-piperazin AWs NDV WEE vaccinia herpes 2
dionu velikost inhibidni{ zdny v mm

Létky Cyklo (L-Ala-L-Leu) 400 35 0 0 .~ 30-35 0

uEinngjas _ Cyklo (D-Ala-L-Val) 401 0 0 0 30 0

ne# 6-azur Cyklo (L-Ser-L-Val) 404 21 0 0 25-30 21

Létky Cyklo (L-Ala-D-Val) 403 0 0 0 20 0

shodn& W&inné Cyklo (L-Pro-L-Leu) 407 0 0 0 20 0

: Cyklo (D-Val-D-FPhe) 420 0 0 0 20 0
s 6-azur Cyklo (L~Val-L-Leu) 423 0 0 0 20 0

6-AzUR - - 0 0 0 20-25 | 20-22
PREDMET VYINALEZU

Lé&ivo virovych infekel, vyznadujici se tim, Ze obsahuje jako Udinnou sloZku alespon
Jednu slougeninu obecného vzorce I,

(1)

ve kterém znadf R! alkyl s 1 a% 5 atomy uhlfku, benzyl nebo fenyl, R? alkyl s 1 aZ 5 atomy
uhliku, hydroxyalkyl s 1 a% 3 atomy uhliku, fenyl nebo benzyl, R3 a R4 etomy vodfiku nebo
alkyly s 1 a% 3 atomy uhlfku, p¥idem? substituenty R' o R3, pop¥ipad¥ spolu spojeny,

mohou tvorit alkylenovy Pet&zec s 2 a¥ 4 methylenovymi skupinami.

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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