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Vyndlez se tfk& zplsobu vyroby 5,6~dihydro-5-azacytidinu vzorce I

' H>kn&° ),
oC

HO OH
ktery lze pfevést bdZnym zplscbem na adi&nf sil s netoxickou anorganickou &i organickou

kyselinou. .

5,6-dihydro-5-azacytidin vzorce I je analogem cytidinu, od n&hof se d4 formi&lné odvodit
z&m&nou skupiny CH v poloze 5 pyrimidinového jddra isoelektronickym atomem dusfku a nésledov-
nou adic{ vodiku na dvojnou vazbu v poloze 5,6 triazinového kruhu. Dihydroderivit vzorce I
je na rozdil od 5-azacytidinu stabilni ve vodnych roztocich v ¥irokém rozmezf pH a je také
podstatnd lépe rozpustny ve vodé.

5,6-dihydro-5~azacytidin vzorce I, pouZivany h&Zné& ve form& hydrochloridu, je fosforylo-
vén uridin-cytidinkinasou z L1210 a HeLa bundk, t¥eba¥e mén& GZinn¥ ne? 5-azacytidin [B.
Fv..terman a spol.: Biochem. Pharmacol. 27, 907 (1978}] . Je také inkorporovdn do jaderné
RNA bun&k L1210 na stejné nebo vy3Z{ Yrovni nef 5-azacytidin [R. GLazer a spol.: Mol. Pharma-
col. 17, 111 (1980» . Studie Wlinkd dihydroerividtu vzorce I na expresi genl nazanfujfi,
Ze tento nukleosid je také inkorporovdn do DNA a inhibuje methylaci DNA, t¥ebaZe jeho G&in-
nost je ni%3f ne% v p¥ipad® 2 -deoxy-5-azacytidinu. Pivodn& se pFfedpoklddalo, %e mechanismus
G&inku dihydroderivdtu vzorce I je podobny jako u S5-azacytidinu ﬁ!. Glazer a spol.: Mol.
Pharmacol. 17, 250 (19SOﬂ . AvBak soucasny vyzkum naznaluje, Ze biochemicky podklad cytotoxic-
kého G&inku tdchto nukleosidd miZe byt zcela odli3ny [J. M. Covey a spol.: Cancer Res.
46, 5 511 (19863. Nové&js{i poznatky o mechanismu biologického plisobeni 5,6-dihydro-5-azacytidi-
nu vzorce I jsou shrnuty v p¥ehledném referidtu [J. Veself: Pharmac. Ther. 28, 227 (19BSD .

5,6-dihydro-5-azacytidin vzorce I vykazuje reprodukovatelnou aktivitu proti my%i L1210
a P388 leukémii. Je také @dinny proti buikédm lidského mamérniho karcinomu MX-1, transplantova-
ného athymickym my$f{m. Dile je létka U&innd proti myS3fmu mamérnfmu karcinomu CDS8F a podkoZné&
implantovanému nadoru tlustého st¥eva 38. Dihydroderivdt vzorce I byl také podroben klinickym
zkoudkém (G. A. Curt a spol.: Cancer Res. 45, 3 359 (19850 .

Hydrochlorid 5,6-dihydro~5~azacytidinu vzorce I byl poprvé pf¥ipraven redukci 5-azacytidi-
nu borhydridem sodnym a nidslednou kyselou hydrolyzou ziskaného komplexu s boritou kyselinou
v celkové 67% vgtdiku [J. A. Beisler a spol.: J. Med. Chem. 20, 806 (1977ﬂ ; USA pat.
&. 4 058 602}. volny dihydroderiv&t vzorce I byl uvedenymi autory zfskén z jeho hydrochloridu
v dobrém vytd%fku plsobenim vodného amoniaku nebo, taktéf v dobrém vyt&%fku, pouZitim siln&
basického anexu v OH formé.

Uvedend p¥iprava dihydroderivatu vzorce I je pom@rn& zdlouhavéd, pouZivé dosti drahého
redukdnfho &inidla a také celkovy vyt&Zfek je pom&rnéd nizky, coZ z vyrobnihc hlediska pfed-
stavuje vzhledem k vysoké cend vychoziho 5-azacytidinu zna¥né ztrdty. Podrobnym vyzkumem
chemické redukce 5-azacytidinu bylo zjisténo, %e se tato reakce d& provést v krdtké dobé&

a tém&¥ beze ztrit pouZitim pri¥kového zinku v bezvodé octové kyseliné. Produkt se d4 ve
form® soli s octovou kyselinou zachytit na sloupci siln& kyselého katexu v NH4+ formé
a po vymyti octanu amonného vodou se ldtka uvoln{ ze sloupce zfed&nym roztokem vodného
amoniaku. Takto byl dihydroderivdt vzorce I ziskdn ve velmi &isté form& a v konsistentné

vysokfch vytdZicich (94 a% 99 %). 5,6~dihydro-5-azacytidin (I) se dd vyhodné& p¥ipravit také

redukei 27,37 ,5 -tri-O~acyl~5-azacytidinu préSkovym zinkem v octové kyseliné a nésledngm

" odstranénim chrédnfcfch skupin ziskaného 2°,3",5 -tri-O-acyl-$,6-dihydro-5-azacytidinu,

nebo jeho adi¥n{i soli s organickou ¥i anorganickou kyselinou, methanolyzou. Touto strategii
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se zabréni ztrdtém (20 a% 30%), ke kterym dochdzi jiZ p¥i vyrob& nestdlého 5-azacytidinu

z jeho 27,37,5 -tri-O-acylderivétu. Ztréty p¥i odstranovdni acylovych skupin z 27,37 ,5 ~tri~
-O-acyl-5,6-dihydro-5-azacytidinu jsou vzhledem ke stabilité& tohoto nukleosidu podstatné
men${, .

Podstata zplisobu vyroby 5,6~dihydro-5-azacytidinu vzorce I podle vyndlezu spodivé

v tom, Ze se volny nebo blokovany 5-azacytidin obecného vzorce II
NH,
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ROCHI (11),
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kde R je vodik nebo acyl, redukuje prdSkovym zinkem v bezvodé karboxylové kyselin& s 1 aZ

4 atomy uhliku a v p¥ipad® pouZitf slouleniny vzorce II, kde R je acyl, se vanikly 27,37,5 -
-tri-O-acyl-5,6-dihydro~5~azacytidin obecného vzorce III
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kde R je acyl, p¥ipadné jeho adiéni slil s organickou &i un: sanickou Kyscelinou, podrobf
alkoholyze a ziskany 5,6-dihydro-5-azacytidin vzorce I se¢ v pripadd poticly plevede béZnym

zplsobem na adiéni sl s netoxickou anorganickou &i organickou kyselinou.

Redukce probfihd velmi rychle jiZ p¥i teplot& mistnosti za pouZitf p&ti a% desetindsobku
teoretického mnoZstvi prdZkového zinku. Reakce probfhd pomaleji i p¥i ni¥&fch teplotéch.
PouZitf vyiS8ich teplot vede v dlisledku &&stedné degradace triazinového jddra ke sni¥ovéni
vyiéikﬁ. Isolace volného dihydroderivdtu vzorce I se provddi s vyhodou ionexovou technikou.
Jako karboxylova kyselina se osv&d&ila komerdné& dob¥e dostupnd kyselina octova. Jeliko#
blokovany 5-azacytidin je citliv&j#f vi¢i hydrolyze ne? volny 5-azacytidin, je vhodné redukci
blokovanych nukleosidd provddét ve sm&si karboxylové kyseliny a 2,2-dimethoxypropanu, ktery
zaruduje bezvodnost reak&éniho prost¥edf{. Isolace blokovaného nukleosidu vzorce III se prova-
df s vyhodou vyt¥epavédnim do chloroformu a p¥evedenim na adilni s8l s organickou &i anorganic-

kou kyselinou.
Alkoholyza 27,37 ,5 ~tri-0O-acyl~5, 6-dihydro~5-azacytidinu, vzorce III, p¥ipadné jeho
adi&ni soli s anorganickou nebo organickou kyselinou, se provddi roztokem alkoxidu alkalické~

ho kovu v alkanolu s 1 a% 6 atomy uhliku, s vyhodou methoxidem sodnym v methanolu.

Vv daldim je vyndlez bliZe objasn&n v p¥ikladech provedeni, ani? se na tyto jakkoliv
omezuje.

P¥1{klad 1
Priprava acetdtu 27 ,37,5 -tri-O-benzoyl~-5,6-dihydro-5-azacytidinu
sm&s kyseliny octové (5 ml) a 2,2-dimethoxypropanu (2 ml) se ponechd 24 hodin stét

p¥i teplot® mistnosti v uzaviené bance. Pak se pfidd postupnd préSkovy zinek (0,65 g) a
27,37 ,5 ~tri~0-benzoyl-5-azacytidin (0,556 g; 1 mmol). Sm&s se 2,5 hodiny intensivn® magne-
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ticky michd p¥i teplot& mistnosti a odsaje pfes fritu. Materidl na frit& se promyje postup-

n& kyselinou octovou, methanolem a bohat® sm¥s{ chloroform.methanol (9:1). Spojené filtraty

se vyt¥epou postupn& vodou a 5% roztokem kyselého uhliditanu sodného. Organickd vrstva

se po vysudeni (Mgso,) a ptiddni kyseliny octové (0,1 ml) odpa¥f ve vakuu. Krystalizaci zbytku
ze smé&si methanol-petrolether se zfskd po zpracovdni mate&nych louhl celkem 0,515 g (85%)
acetdtu 27,37 ,5 ~tri-0-benzoyl=-5,6~dihydro~5-azacytidinu; t.t. 132 a%Z 136 °c (rozklad).

P¥Lfklaagda 2
P¥i{prava hydrochloridu 27,37 ,5 ~tri-~0-benzoyl~5,6~-dihydro-5-azacytidinu

27,37,5 -tri~O-benzoyl-5-azacytidin (0,356 g; 1 mmol) se podrobi redukci postupem
dle p¥ikladu 1. Ke chloroformovému roztoku surového produktu se p¥idd 0,7% roztok chlorovodiku
v methanolu (5 ml) a vylou&eny produkt se po hodinovém stanf p¥i teplot¥® mistnosti odsaje
a promyje chloroformem. 2Ziskd se 0,516 g (86,7%) hydrochloridu 27,37,5 ~tri~0O~benzoyl-5,6~
~dihydro-5-azacytidinu; t.t. 254 a¥ 259 °c (rozklad) .

P¥{klad 3
P¥iprava 5,6-dihydro-5-azacytidinu

Smés acetdtu 27,37 ,5 ~tri-O-benzoyl-5,6-dihydro-5-azacytidinu (0,309 g; 0,5 mmol),
methanolu {3 ml) a methanolického 1M~-NaOCH, (1 ml) se 24 hodin magneticky michd p¥i teploté&
mistnosti. Smés se okyseli kyselinou octovou (0,1 ml) a odpa¥f ve vakuu. Zbytek se promyje
petroletherem a rozpusti ve vodé. Roztok surového produktu se nanese na sloupesc silné& kyselé-
ho katexu v NH4+ form& (10 ml) a sloupec se promyje vodou (150 ml). Produkt se ze sloupce
vymyje 1M-NH40H (75 ml) a eludt se odpa¥i ve vakuu p¥i 35 aZ 40 °C (teplota 14zn&). Krystali-
zacl zbytku ze sm&si methanol-voda~ether se po zpracovdni mate&nych louhl celkem ziskd
0,110 g (89,5%) 5,6-dihydro~5-azacytidinu; t.t. 217 a% 221 ¢ (rozklad).

P¥{klad 4
P¥iprava 5,G-dihydfo—s-azacytidinu

Hydrochlorid 2,37 ,5 ~tri-O-benzoyl-5,6~-dihydro-5-azacytidinu (0,298 g; 0,5 mmol)
se methanolyzuje postupem dle p¥ikladu 3. Ziskd se celkem 0,112 g (91%) 5,6-dihydro~5-aza-
cytidinu; t.t. 217 aZ 221 ¢ (rozklad) .

P¥iklad 5
P¥iprava 5,6-dihydro-5-azacytidinu

Sm&s S5~azacytidinu (4,88 g; 0,02 mmol), kyseliny octové (100 ml) a préskového zinku
(13 g) se 24 hodin magneticky m{chd p¥i teplot& mistnosti. Nerozpustny podfl se odsaje
a promyje postupnd kyselinou octovou a bohaté& methanolem. Spojené filtrdty se odpa¥i ve vakuu
p¥i 35 a% 40 °C (teplota 14zn&), zbytek se rozpust{ ve vod$ a roztok nanese na sloupec silné
kyselého kacexu v NHd* form& (110 ml) a sloupec se promyje vodou (1 500 ml). Produkt se
vymyje 1M—NH4OH (750 ml) a eludt se odpaf{ ve vakuu p¥i 35 a% 40 °C (teplota 14zn&). Krysta-
lizacf zbytku ze sm&si methanol-voda-ether se po zpracovdni mate&nych louhl celkem ziskd
" 4,56 g (93,5%) 5,6-dihydro-5-azacytidinu; t.t. 216 a¥ 221 °¢c {(rozklad). Posledni mate&ny
louh se nanese na sloupec slab¥ basického anexu v OH  form® (20 ml), ldtka se vymyje vodou
.(200 mml) a eludt se odpa¥i ve vakuu. Krystalizaci zbytku z uvedené sm&€si rozpouitédel
se z{sk& dal&fch 0,250 g {5,1%) produktu; t.t. 216 a¥ 221 °C (rozklad).
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P¥{iklad 6
pP¥{prava hydrochloridu 5,6-dihydro-5~azacytidinu
Roztok 5,6-dihydro-5-azacytidinu (2,46 g; 0,01 mol) ve vodé (100 ml) se neutralizuje
IN-HCL (10 ml) a odpa¥{i ve vakuu p¥i 35 aZ 40 °c (teplota l4zné&). Krystalizacf zbytku

z methanolu se ve tfech podilech zisk& celkem 2,69 g (95,2%) hydrochloridu 5,6~-dihydro-5-aza-
cytidinu; t.t. 185 a3 189 °C (rozklad).

PREDMET VYNALEGZU

1. zZpisob vyroby 5,6-dihydro-5-azacytidinu vzorce I

(),

a jeho adiénich solf s netoxickymi anorganickymi &i organickymi kyselinami, vyznadeny tim,
Ze se volny nebo blokovany S5-azacytidin obecného vzorce II
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kde R je vodfk nebo acyl, redukuje pr&Skovym zinkem v bezvodé karboxylové kyselin& s 1 a%

4 atomy uhliku a v p¥ipad& pouZit{ slouleniny obecného vzorce II, kde R je acyl, se vznikly
27,37 ,8 ~tri-0O-acyl-5,6-dihydro~5-azacytidin obecného vzorce III

NH,

HHNTIN
H N" o

ROCH,
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RO OR

kde R je acyl, pff{padnd jeho adi¥ni sil s anorganickou &i organickou kyselinou, podrobi
alkoholyze a ziskany 5,6-dihydxs~5-azacytidin vzorce I se v p¥ipadé potfeby pfevede na
adidn{ sdl s netoxickou anoxganickou &i organickou kyselinou.

2. Zphsob podle keodu 1, vyznadeny tim, %e se redukce sloudeniny obecného vzorce II
provad{ p&ti a# desetindsobkem teoretického mnoistvi préSkového zinku v prostfedf kyseliny

octové pfi teploté mistnosti.
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3. Zplsob podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze se redukce slouleniny obecného vzorce II,
kde R je acyl, provaddl v p¥itomnosti nadbytku 2,2-dimethoxypropanu.

4. Zplisob podle bodu 1, vyznaZeny tim, %Ze se 27,37 ,5 -tri-O-acyl-5,6-dihydro-5-azacytidinu,
obecného vzorce III isoluje ve form& adiéni soli s anorganickou &i organickou kysélinou,
s vyhodou ve form& adi¥ni soli s chlorovodfkem nebo kyselinou octovou.

5. Zpisob podle bodu 1, vyznateny tim, Ze se alkoholyza sloufeniny obecného vzorce III,
p¥ipadnd jeji adi&ni soli s anorganickou nebo organickou kyselinou, provdd{ roztokem alkoxidu
alkalického kovu v alkanolu s 1 aZ 6 atomy uhliku, s vyhodou methoxidem sodnym v methanolu.
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