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Zpasob vyroby derivatu 9-hydroxyethoxy-
methylguaninu obecného vzorce I, kde W a
Z majl vyznamy stejné nebo rdizné a zna-
menaji vodikovy atom nebo farmaceuticky
vhodny kation, vyznafeny tim, Ze se sloude-
nina obecného vzorce II,. kde G znamend
atom nebo skupinu, kterd se da selektivng
amonolyzovat, amonolyzuje a pripadn& se
ddle pfevede sloutenina vzorce I, kde W a
Z znamenaji v obou p¥ipadech vodik na
sloufeninu, kde jeden ze symbold W a Z
nebo oba tyto symboly znamenaji farmaceu-
ticky vhodny kation reakci s bazi nebo s ji-
nou soli obsahujici odpovidajici kation.

Sloudeniny vzorce 1 lze pouZit k léfeni
virovych onemocnéni u savcd.
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PredloZeny vynalez se tfkd monofosfored-
ného esteru 9-[2-hydroxyethoxymethyl)-
guaninu a zejména odpovidajicich farma-
ceuticky vhodnych soli. Popisovany jsou ta-
ké farmaceutické pripravky obsahujici vySe
uvedené latky.

Je zndmo, Ze 9-(2-hydroxyethoxymethyl)-
derivaty purinovych latek se vyznalujl an-
tivirovou adinnosti proti virim typu deoxy-
ribonukleovych kyselin i ribonukleovych ky-
selin, a to jak in vitro, tak in vivo, viz brit-
sky patent §. 1523 865. Tyto sloueniny se
vyznatujl zvla§tni d&innosti jako antivirova
ginidla proti Vacciniim a virGm opard, po-
gitaje v to herpes simplex, zoster a varicella
u savcll, pritemZ tyto viry zpusobuji one-
mocnéni, jako je herpetickad keratitis u kra-
likGi a herpetickd encefalitida myS3i.

Nyni bylo nalezeno, Ze monofosforetny
ester 9-(2-hydroxyethoxymethyl)guaninu je
nejen tak Géinny jako nefosforylovd slou-
tenina, ale vyznaduje se navic selektivni v§-
hodou potud, Z¢ je mnohem rozpustn&jsi
alesponi za pH v rozsahu 1 aZ 7,5 pfi srov-
ndvani s nefosforylovanou sloufeninou.

Pfedmétem vynédlezu je zplisob vyroby de-
rivatu 9-hydroxyethoxymethylguaninu obec-
ného vzorce 1
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kde W a Z maji vyznamy stejné nebo rfizneé,
a znamenajl atom vodiku nebo farmaceutic-
ky vhodny ‘kation, ktery se vyznatuje tim,
7e se sloufenina obecného vzorce II
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kde G znamend atom nebo skupinu, kterd
se d4 selektivn® amonolyzovat, amonolyzuje
a pfipadné& se d4le pfevede sloufenina vzor-
ce I, kde W a Z znamenaji v obou pfipadech
vodik, na sloudeninu, kde jeden ze symboldl
W a Z nebo oba tyto symboly znamenaji far-
maceuticky vhodny kation reakci s bézi ne-
bo s jinou soli obsahujici odpovidajici ka-
tion.

Farmaceuticky vhodné kationty jsou vo-
leny ze skupiny zahrnujici sodik, draslik,
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lithium, ekvivalent vdpniku, hoi¢iku nebo
hliniku, nebo amoniovy kation.

Sloudeniny obecného vzorce I, kde Z zna-
mené sodik, draslik nebo amonium, a W zna-
mend vodik, je tfeba oznadit za vyhodné, a
zvl4a§t8 jsou vyhodnymi sloudeniny obecné-
ho vzorce I, kde Z znamend sodik nebo amo-
nium, a W znamend vodik.

Polyvalentni kationty ve smyslu symboll
W a Z jsou rovndZ oznafovény jako Ca/2,
Mg/2 a Al/3, a tim se ma naznafit, Ze se jed-
né o kation v pom&ru mocenstvi tedy Ca%'/
/2, Mg?*/2 a AI3*/3, a to odpovidd skutel-
nosti, kdy Xkationty vépniku nebo hoFtiku
jsou iontovd vézédny na 2 fosforefnanové
kysliky a hlinik na 3.

Vychozi slouteninu obecného vzorce II,
kde G je atom halogenu, merkaptoskupina
nebo nizsi alkylthioskupina, jako je methyl-
thioskupina, je moZno prevést na sloudeni-
nu obecného vzorce I amonolyzou. Tento po-
stup je popsan v ,Heterocyclic compounds
— Fused Pyrimidines, Part II, Purines®, vy-
davatel D. J. Brown (1971), nakladatelstvi
Wiley-Interscience.

Vychozi sloudeniny obecného vzorce Il se
mohou piipravovat reakci sloueniny vzor-
ce I
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s fosforylaénim &inidlem, jako jsou deriva-
ty kyseliny fosforetné, které maji jednu az
t¥i hydroxyskupiny nahrazené za atomy ha-
logenu, napiiklad chloru. Napfiklad nejvy-
hodn#&jsi je fosforylchlorid. AZ dv& hydroxy-
skupiny mohou byt také nahrazeny za alko-
xyskupiny, které mohou p¥ipadn& obsahovat
daldi substituenty, napiiklad ve formé& ben-
zyloxyskupin. Tyto derivaty kyseliny fosfo-
retné se mohou aplikovat za b&Znych neut-
rdlnich nebo alkalickych podminek, pfitemZ
poslednd uvedené vyZaduji aktivaci, nap¥i-
klad karbodiimidem, napiiklad dicyklohe-
xylkarbodiimidem, pokud tyto nesjou p¥i-
tomné ve form& anhydridu.

JestliZe alespoii dv& hydroxyskupiny v de-
rivatu kyseliny fosforedné jsou nahrazeny
za atom halogenu, pak po reakci se sloufe-
ninpu vzorce III je nuiné odstranit volné
atomy halogenu mirnou vodnou hydrolyzou,
napiitklad pouZitim moldrniho ekvivalentu
vody v rozpoust&dle misitelném s vodou, ja-
ko je alkohol.

Substituované nebo nesubstituované alkoxy-

skupiny zavedené na fosfdtse mohou hydro-

lyzovat ve vhodném vodném médiu v pfitom-
nosti bdze v nédsledujicim stupni. Aromatic-
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ky substituované alkoxyskupiny, jako je
benzyloxyskupina, se mohou také podrobit

hydrogenolyze, s vyhodou v pfitomnosti ka-.

talyzdtoru, b&zné zndmym reduktivnim Sté-
penim. Sloudeniny vzorce III se mohou pfi-
pravovat zpdsobem popsanym v britském
patentu ¢, 1523 865.

Farmaceuticky vhodné soli monofosforec-
ného esteru 9-(2-hydroxyethoxymethy!l)-
guaninu je moZno p¥ipravit neutralizaci ky-
selé formy zminéného monofosforeéného
esteru ekvivalentni mnoZstvi baze, jako je
napfiklad hydroxid, hydrogenuhli¢itan, uhli-
¢itan atd., ktery obsahuje vhodny Kkation,
jako je kation sodiku, drasliku, amonia, v4p-
niku, lithia, ho#&iku nebo hlinfku. Jinak se
mohou takové soli pFipravit pouZitim vy-
ménnych reakci, kdy se na stil monofosfo-
refného esteru plsobi roztokem, s vyhodou
vodnym roztokem soli, obsahujici vhodny
jing kation. TakZe je moZno pilsobit na mélo
rozpustnou barnatou stil monofosforetného
esteru  9-(2-hydroxyethoxymethyl)guaninu
vodnou suspenzi siranu sodného; baryum
se tim odstrani ve formé& nerozpustného si-
ranu barnatého, a v roztoku zlstane sodnéd
stil monofosforetného esteru 9-(2-hydroxy-
ethoxymethyl)guaninu.

Popisuji se rovnéZ farmaceutické priprav-
ky, obsahujici slou¢eninu cobecného vzorce
I spolu s farmaceuticky vhodnym nosi¢em.

Farmaceuticky vhodnymi nosi¢i jsou ma-
teridly, pouZitelné pro tpravu acinné latky
do podévané formy, a mohou byt pevné, ka-
palné nebo i plynné, pokud jsou jinak inert-
ni, z lékaiského hiediska nesporné a jsou
kompatibilni s aktivni sloZkou. Farmaceu-
tické piipravky je moZno podavat oralné,
parenteralné nebo ve formé &ipkfi, pripad-
né se mohou pouZivat lokdln& ve formé& mas-
tf, krémd, aerosolt nebo prasSkl,, nebo je
lze podévat jako o&ni &i nosni kapky, vZidy
v zavislosti na tom, zda se pripravek pouZi-
vd k 18Eb& interniho nebo externiho virové-
ho onemocnéni.

Pfi internich infekcich se podévaji slou-
Ceniny obecného vzorce I v ddvkach od 0,1
do 250 mg na 1 kg, piepodteno na volny mo-
nofosforetny ester, a s vyhodou se podéva-
jil v rozmezi od 1,0 aZ do 50 mg na 1 kg
hmotnosti t&la savce a u lidi se mohou po-
uZivat ve formé& jednotkovych dévek, poda-
vanych jednou nebo ve vice davkéch, na-
priklad né&kolikrdt denné v mnoZstvi 1 aZ
800 mg na jednu ddvku, s vyhodou 1 aZ 250
mg na 1 ddvku, nejvyhodnéji 10 aZz 200 mg
na 1 davku.

PFi parenterdlnim poddvdni nebo lok4l-
nim podavani ve formé kapek, napfiklad
pri ofnich infekcich, miZe byt sloudenina
obecného vzorce I ve vodném roztoku v
koncentraci od asi 0,1 na 10 % (hmotnost
na objem), s vyhodou 0,1 aZ 7 % a nejvy-
hodngji 0,2 aZ 5 % (hmotnost na objem).

Jinak se mohou pfi infekcich ofi nebo ji-
nych zevnich orgdnd, napfiklad ast a klZe,
pouZivat roztoky, masti nebo krémy jako lo-
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kdlni pripravky, které lze oznadit za vy-
hodné. Koncentrace se pohybuje v rozmezi
0,1 aZ 10 %, s vyhodou 0,3 aZ 6 %, nejvy-
hodnéji 3 %.

Slouceniny podle pfredloZeného vynélezu
se pouZivaji pro lé¢eni virovych onemocng-
ho a netoxického antivirového mnoZstvi
sloudeniny obecného vzorce 1. Vyraz ,udin-
né a netoxické antivirové mnoZstvi“ zname-
nd predem urfené mnoZstvi antivirové pi-
sobici 1atky, uéinné proti viru za pouZitl in
vivo.

Udinek sloudenin podle predloZeného vy-
ndlezu byl proké&zén inhibiénim testem na
deskéch.

Inhibiéni test na deskadch byl provadén
na VERO buiikdch, pfi kterém se stejno- -
mérny jednovrstvy povlak bunék infikuje
dostatetnym mnoZstvim viru tak, Ze vznik-
ne jeho stejnomérné rozvrstveni na desce.
Po pfiddni pevného prekryvného poviaku
se na stifed tohoto poviaku umisti kotouéek
filtraéniho papiru impregnovany roztokem
testované sloudeniny (50 ug na kotoudek).
Kultury se pak inkubuji 96 aZ 120 hodin p¥Fi
37 °C v atmosfére 5 % kysliéniku uhligitého.
Po této dobé se buiiky fixuji 10 % formalinu
a pak se barvi 0,05 % methylové violeti.

Vysledky testdl byly hodnoceny podle né-
sledujici stupnice:

4+ zb6na vetSi neZ 25 mm v priméru
zona 5 aZ 25 mm v praméru

z6na 0 aZ 5 mm v priiméru
negativni.

b

Sloudeniny podle pfedloZeného vyndlezu
vykazovaly uéinek ,,+4+.

P¥i pouZiti redukéniho testu na deskéach
byly pripraveny stejnomérné jednovrstevné
povlaky bunék infikované virusem jako pf¥i
inhibiénim testu, ale testovand sloufenina
se pliddvala do pevného pFekryvného po-
vlaku v dvojich zFedé&nich. EDso, to je G€inna
davka, kterd u 50 % desek pFisludného zie-
déni nevykazovala Zaddny virus na desce, by-
la 0,2 ymoldarni.

Vynédlez je bliZe popsdn formou pi¥iloZe-
nych prikladd.

Priklad 1

Monofosforefny ester
9-(2-hydroxyethoxymethyl)guaninu

Do michané suspenze 20 mg 2-chlor-9-
-(2-hydroxyethoxymethyl)hypoxanthinu v
0,3 mi triethylesteru fosforefné kyseliny se
za chlazeni na —8 °C pridé najednou 0,03 ml
chloridu fosforylu a b&hem 30 minut se
teplota reak&ni smési nechd vystoupit na
0°C. Za této teploty se reak&ni smés michéd
40 minut, ddle 50 minut p¥ +5 °C, vlije se
na led a piiddnim 2 N roztoku hydroxidu
draselného se hodnota pH upravi na 7. Vy-
sledny roztok se extrahuje dvéma dily chlo-
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roformu po'2 ml. Hodnota pH vodného po-
dilu se pfiddnim 2 N roztoku hydroxidu dra-
selného upravi na 8 aZ 8,5, pridd se 105 mg
octanu barnatého a vysrdZeny fosforetnan
barnaty se odfiltruje. Ke kapaliné nad sed-
linou se pridd velky nadbytek ethanolu, a
tim se vysrdZi surovd barnatd sl mono-
fosforetného esteru 2-chlor-9-(2-hydroxy-
ethoxymethyl}Jhypoxanthinu. Pevné podily
se odfiltruji, suspenduji se v ethanolu, tato
suspenze se zahfivd na parni lazni n&kolik
minut, nateZ se ochladi a filtruje. Odfitro-
vand sraZenina se promyje bezvodym ethe-
rem, naceZ se su$enim ziskd 26 mg barnaté
soli monofosforeéného esteru 2-chlor-9-(2-
-hydroxyethoxymethoxy )hypoxantinu.

Do michané suspenze 7 mg pravé uvedené
barnaté soli v 0,5 ml vody se pfidéd 3,96 mg
siranu amonného, reak&ni smés se michéd
za teploly mistnosti 15 minut, naceZ se
ochladi v ledové lazni. VysrdZeny siran
barnaty se odfiltruje, promyje se vodou
(1 ml) a pak za pouZiti 10 ml ethanolu.
Filtrat se spoji s podily z promyvani, a po
oddestilovani rozpoudtédel za sniZeného tla-
ku se zbytek rozpusti v 3 ml methanolu.
Roztok v methanolu se vlije do tlakovych
lahvi z nerezové oceli, vyloZenych teflonem,
pridd se 8 ml methanolu, nasyceného za
chlazeni ledem amoniakem, a uzaviena ftla-
kova lahev se zahPivd 4 hodiny na 122 °C.
Po ochlazeni a otevieni se rozpoustédlo

oddestiluje tak, aby zbytek mé&l co nejmensi
objem, a zbytek se testuje chromatografo-
védnim na listech tenké vrstvy celulézy za
vyvijeni soustavou n-propylalkohol—voda
(70 : 30, objemové&). Pasy o Rf (0,16 a 0,34
se vystiihaji, suspenduji se v Tris-pufru
(0,6 ml) o hodnoté pH 8, a celuloza se od-
filtruje.

Bylo zjisténo za pouZiti enzymatické de-
fosforylace pomoci alkalické fosfatdzy, Ze
tyto pésy obsahuji{ monofosforeény ester 9-
-(2-hydroxyethoxymethyl}guaninu a mono-
fosforeény ester 2-chlor-9-(2-hydroxyetho-
xymethylJhypoxanthinu, protoZe zmin&nou
defosforylaci vznikd 9-(2-hydroxyethoxy-
methyl)guanin a 2-chlor-9-(2-hydroxyetho-
xymethyl}hypoxanthin. Reakce se provadi
tak, 7e se k filtr4tu piid4 alkalickd fosfatdza
z Escherichia coli (2 ul), a smé&s se zahrivd
dvé hodiny na 32 °C. Potom se testuje chro-
matografii na tenké vrstvé celulézy ve 3 sy-
stémech rozpoustédel:

{a) n-propylalkohol a voda (70: 30, obje-
mové), .

(b) voda

{c) n-propylalkochol — konc. amoniak —
voda (60 :30: 10, objemové).

V kaZdé soustavé odpovidaji 2 skvrny
9-(2-hydroxyethoxymethyl}jguaninu (A) a
2-chlor-9-(2-hydroxyethoxymethyl)hypo-
xanthinu (B).

Soustava rozpoustédel Rf (A) Rf (B} Rf reakéntho produktu
(a) 0,51 0,64 0,51 a 0,65
(b) 0,68 0,97 0,67 a 0,97
(c) 0,51 0,71 0,51 a 0,71

Priklad 2

Amonnd stl monofosforeéného esteru
9-(2-hydroxyethoxymethyl)guaninu

V 30 ml vody se rozpusti 0,28 g mono-
fosforetného esteru 9-{2-hydroxyethoxy-
methyl)-guaninu a pFiddnim 6 N roztoku
chlorovodikové kyseliny se pH roztoku upra-
vi na 6. Produkt se adsorbuje na 14 ml ak-
tivntho uhli v kolong, velikost &astetek 50
aZ 200 mesh, po promyti kyselinou a deakti-
vovani toluenem. Aktivni uhli se dobfe pro-
myje vodou a kolona se eluuje za pouZiti
70 ml 50% vodného ethylalkoholu, obsahu-
jictho 2 % %koncentrovaného vodného roz-
toku amoniaku. Po oddestilovdni rozpous-
tédla za sniZeného tlaku se zisk4d takto
0,048 g amonné soli monofosforeéného este-
ru  9-(2-hydroxyethoxymethyl)guaninu o
hodnot& Rf 0,30 na celuldéze v soustavé n-
-propylalkohol—voda (70 : 30, objemové}.

Priklad 3

SloZeni tablety

mg
sodnd sl monofosforeéného esteru
9-(2-hydroxyethoxymethyl)-
guaninu 100
lakt6za 200
Skrob 50
polyvinylpyrrolidon 5
hofenatd sfl esterové kyseliny 4
celkovd hmotnost 359

Priklad 4

Oftalmicky roztok

sodnd sl monofosforeéného

esteru 9-(2-hydroxyethoxy-
methyl}guaninu 1.0 g
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chlorid sodny, p. a. 06,9 g
thimerosal 0,001 g
¢isténd voda, doplnit na 100 ml
pH upravit na 55 az 7,5

10
Priklad 5

Injekéni roztok

sodnd sl monofosforeéného
esteru 9-(2- hydroxyethoxy-

methyl}guaninu 0,775 g
sterilni, apyrogenni fosfatovy
pufr, pH 7, doplnit na 25 ml.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob vyroby derivdtu 9-hydroxyetho-
xymethylguaninu obecného vzorce I
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kde W a Z maji vfznamy stejné nebo rizné
a znamenaji vodikovy atom nebo farmaceu-
ticky vhodny. kation, vyznadeny tim, Ze se
slougenina obecného vzorce II

OH
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kde G znamend atom nebo skupinu, ktera
se da selektivnd amonolyzovat, amonolyzuje
a pripadné se ddle plevede sloufenina vzor-
ce I, kde W a Z znamenaji v obou piipadech
vodik na slouteninu, kde jeden ze symbolli
W a Z nebo oba tyto symboly znamenaji
farmaceuticky vhodny kation reakci s bézi,
nebo s jinou soli obsahujici odpovidajici ka-
tion.

2. Zpasob podle hodu 1, vyznadeny tim,
Ze se vychdzi ze slouCeniny obecného vzor-
ce 11, kde G je atom halogenu, merkaptosku-
pina nebo niZ3i alkylthioskupina.

3. Zphsob podle bodii 1 a 2, vyznaeny
tim, Ze se jako bdaze, kterou se plisobi na
slouceninu obecného vzorce I, kde jak W,
tak Z znamenaj{ vodiky, pouZivd hydroxid,
hydrogenuhliitan nebo uhli¢itan obsahujici
odpovidajici farmaceuticky vhodny kation.

4. Zplisob podle bodu 3, vyznadéeny tim,
Ze se jako vhodny kation pouZivd sodik,
draslik, amonium, vdpnik, hoffik nebo hli-
nik.

5. Zplsob podle bodu 3, vyznafeny tim,
Ze se jako vhodny kation pouZivd lithium.
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