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(54) Lé&ebny prostfedek s protivirovym G&inkem

Pfedmétem vynilezu je novy 1lédebny
prostfedek s protivirovym ddinkem, jeho%
aktivn{ sloZkou jsou bud racemické estery
nebo /S/- nebo /R/~formy 3~/adenin-9-yl/-2-~
~hydroxypropanové kyseliny cbecného vzorce I

NH,
N

>

\N T /1/ .
CHyCH—COOR

OH

kde R je linedrn{ nebo rozvétvend alkylsku-
pina s podtem jednoho a%f p&ti uhlikovych
atomi, hydroxyethyl nebo furfuryl a uhlfkovy
atom v poloze 2 m4 konfiguraci R, S nebo RS,
pfitem¥ W¥inné koncentrace aktivn{ sloZky
obecného vzorce I jsou 0,1 mg a¥ 1 000 mg/kg
%ivé vdhy a hmotnostnf{ pomér aktivni sloZky
k nosi¥i je v rozsahu 1 : 1 a% 1 000.
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Predmétem vyndlezu jsou léEebné prostfedky s protivirovym ud¥inkem pro pou#itf v lidském
i veterindrnim léka¥stvi,

N&kterd substituované alkylderivdty adeninu majf protivirovy u&inek. Zatfm nejzndméjs{
je 9-/5/~/2,3-dihydroxypropyl/adenin /d4le jen /S/-DHPA/ /Us. autorské osv&d&eni &. 199 093/,
ktery plsobf proti multiplikaci nap¥. rhabdovird /vesikuldrni stomatitidy, vztekliny/,
paramyxovird /parainfluenza 3, spalnidky/, reovird /reovirus typu 1/, infek&n{ pankreatickd
nekrosa pstruhd/, rotavird /kufeci gastroenteritida/ a poxvird /vakcinie/ /DeClercq E.,
Descamps J., DeSomer P., Holy A.: Science 200, 563 /1978/; Sodja I., Holy A.: Acta Virol. 24,
317 /1980/, Holy A., Votruba I., DeClercq E.: Collect. Czechoslov, Chem. Commun. 47, 1392
/1982/; Rada B., Hol§y A.; Chemotherapy 26, 184 /1980/; Smee D. F., Sidwell R. W., Clark
S. M., Barnett B. B., Spendlove R. S.: Antimicrob., Ag. Chemother. 21, 66 /1982// i protiviro-
vé transformaci bundk /K4ra J., Vdcha P., Holy A.: FEBS Letters 107, 187 /1979//.

Protivirovy ud¥inek této l4tky je zaloZen na inhibici S-adenosyl-L-homocysteinhydrolas
/SAH-hydrolas/ /Votruba I., Holy A.: Collect. Czechoslov. Chem. Commun. 45, 3039 /1980//;
protivirovy d&inek majf i dal¥f inhibitory t&chto enzyml, napi. karbocyklické analogy adenin-
arabinosidu a 3~deazaadenosinu /DeClercq E., Montgomery J. A,: Antiviral Res. 3, 17 /1983/;
Vince R., Deluge S.: J. Med. Chem. 20, 612 /1277// nebo D-eritadenin /Holy A., Votruba I.,
DeClercq E.: Collect. Czechoslov, Chem. Commun. 47, 1392 /1982//.

0&innymi reversibilnimi inhibitory SAH~hydrolas jsou i oba enantiomery a racemdt 3—/ade;
nin-9-yl/-2-hydroxypropanové kyseliny, které viak nemajf vyrazny protivirovy u&inek. D4 se
predpoklédat, Ze prekd¥kou je poldrnf /kysely/ charakter t&chto ldtek, ktery znemo%fiuje nebo
znesnadiuje jejich prdnik do bunék.

Tuto z4sadn{ nevyhodu odstrafuje léZebny prostiedek s protivirovym d&inkem podle vynd-
lezu, jeho¥ podstatou je, ¥e jeho aktivn{i slofkou jsou bud racemické extery nebo /S/~ nebo
/R/-formy 3~/adenin-=9-yl/-2-hydroxypropanové kyseliny obecného vzorce I

NHp
IS
A /3
N l )
CH,CH —COOR

OH

kde R je liner&n{ nebo rozv&tvens alkylskupina s po¥tem jednoho a% p&ti uhlfkovych atomi,
hydroxyethyl nebo furfuryl a uhlfkovy atom v poloze 2 md konfiguraci R, S nebo RS, pfiZemi
Y&inné koncentrace aktivni slofky obecného vzorce I jsou 0,1 mg a% 1 000 mg/kg Zivé hmotnosti
a hmotnostn{ pomér aktivnf slofky k nosi&i je v rozsahu 1 : 1 aZ 1 00O. Substituent R miZe
byt i jiny alkyl, hydroxyalkyl, aralkyl nebo heteroaralkyl s v&t3{m po¥tem uhlfkovych atomi.

Létky obecného vzorce I maj{ nfzkdu akutni toxicitu. Jejich protivirovy u¥inek se proje-
vuje na tké&fovych kulturich bungk infikovanych p¥fsludnymi viry, ani¥ by l4tky plisobily
cytotoxicky nebo antimetabolickymi d&inky.

Stupefl W&inku pfitom zdvis{ na druhu viru a v ndkterych pffpadech na druhu pou¥ité tké-
Hové kultury. Litky vzorce I majf nespecificky u&inek proti DNA i RNA virlm a zv14Stn{ cit-
1livost projevujf nap#. rhabdoviry a poxviry /virus vesikuldrnf stomatitidy a vakcinie/, ale
citlivy je 1 virus spalni¥ek a reovirus typu 1. Tento u&inek je obdobny vy¥e uvedenému /S5/~
-DHPA, je vBak vy3%{ nebo alespon stejny.

Biologickou protivirovou y&innost projevujf nejen estery obecného vzorce I v obou enan-
tiomernich Faddch, ale pfibliZn¥ stejny u¥&inek jako aktivn8ji{ z obou enantiomerd, tj. R formu
naj{ i racemické sloudeniny obecného vzorce I, které jsou z divodd snadné dostupnosti racemic-
ké kyseliny od nich odvozené, pro praktické pouZit{ nejvhodn&jii.
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Nékteré ldtky obecného vzorce I jsou uv&d&ny jako prepardty pro sni¥enf hladiny chole-
sterolu v krevnim plasmatu /Jap. patent 7 204 077, 7 208 549/ a pro chemosterilizaci hmyzu
/8s. autorské osv&ddenf &. 230 341/. Jejich protivirovy d&inek je vZak zcela novy.

Litky obecného vzorce I mohou byt p¥ipraveny z volnjch 3-/adenin-9-yl/-2-hydroxypropano-

vych kyselin vzorce II
NHy

N7 !I Nj>
Ny ;
CHyCH—COOH /1L/,

OH
kde uhlfkovy atom v poloze 2 miZe mit konfiguraci R, S nebo RS,
které se pfip;avi oxidac{ derivdtd 5-~/adenin-9-yl/~-5-deoxyaldopentos /Holy A.: Collect. Cze~
choslov. Chem. Commun. 43, 3444 /1978/; Holy A., Votruba I., DeClercq E.: Collect. Czechloslovy.
'Chem. Commun, 47, 1392 /1982//. Raéemickj derivdt vzo-ce II se nejsndze p¥ipravi kyanhydrino-
vou sytézou z adenin~9-yl-actaldehydu /Holy A., Votruba I.: &s. autorské osvid&enf &. 218019/.

Uvedend, avdak nedoloZend je i p¥iprava l4tek vzorce II vystavbou adeninového kruhu
z pEfslu¥né aminokyseliny /Jap. pat. 7204078/, alkylac{ adeninu alfy-hydroxypropiolaktonem
./Jap. pat. 7208549/, redukci svych Nl-oxidﬁ /Jap. pat. 7204077/ nebo alkylac{ adeninu akti-
vovanymi derivdty kyseliny glycerové /Jap. pat. 7208550/.

% ldtek vzorce II se reakc{ s p¥fslu¥nym alkoholem, jeho¥ skupina R odpovidd popisu
ve vzorci I, v p¥ftomnosti miner4lnf kyseliny p¥i zvy3ené teploté& nebo v piftomnosti aktivu-
jfcfch &inidel /napf. N,N -dicyklohexylkarbodiimidu/ ziskajf 14tky obecného vzorce I.

Vyznakem ldtek obecného vzorce I je také jejich dostatednd stdlost v pevném stavu nebo
v neutrdlnfch roztocfch, a rozpustnost jak ve vodnych a poldrnfch prost¥edfch, tak i v nepo-
ldrnfch organickych rozpoust&dlech. Proto je lze snadno uvést do odpovidajic{ich farmaceutic-
kych prepardtl pomocif hydrofilnich nebo lipofilnfch nosiéd.

Farmaceutické prepardty s obsahem litek obecného vzorce I pro pou¥itf{ v lidském a vete-
rindrnim léka¥stv{ mohou mft formu pudrd, suspenz{, roztokd, sprayl, emulzf, mast{ nebo kré-
md a mohou byt pouZity jako injekdn{ formy.

Tyto prepardty mohou slou¥it napf. pro lokdlnf aplikace /lese koZ%ni{, slizninf, o&nf
apod./, aplikace intranasdlnf, rektdlnf{, vagindlnf{, i pro poddn{ ordln{ nebo parenterdlnf
/intravenosn{, intradermdlnf{, intramuskuldrnf{, intrathek&ln{ apod./..

Tyto prepardty se pfiprav{ smfZenim nebo rozpu3t&nim y&inné 14tky nebo d&innych l4tek
s farmaceuticky poufitelnymi nosi&i neutrdilnfho charakteru /nap¥. s vodnymi i nevodnymi
rozpou¥té&dly, stabilizdtory, emulgdtory, sméCedly, aditivy/ p¥fpadn& i s barvivy a aromati-
zujfcimi ldtkami. Podle povahy poddnf a onemocn&n{ se koncentrace aktivni slo¥ky mi¥e ménit
v rozsahu 0,1 aZ 100 % hmotnostnich.

V daldfm je protivirovd udlinnost l&tek obecného vzorce I dolo¥ena v p¥ikladech, ani% se

‘tIm jakkoliv omezuje.
PE{f{klad 1
Protivirovy ud&inek l4tek vzorce I na tkéﬁqvich kulturéch.
Bulky tksgové kultury v Petriho miskdch byly infikovdny stondsobkem d4vky viru dle tabul-

ky 1, pot¥ebné k infekeci 50 % bundk /100 CCIDSO/, 1 h po infekeci byly buflky omyty zdkladnfm
fivnym roztokem dle Eagla a kultivovdny v tomto roztoku s obsahem zkoumané 14tky vzorce I,
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Byly pou¥ity rizné koncentrace l4tek a stanoveny hodnoty minimdlnfch koncentraci, které
pisobf 50 % inhibici cytopathického d&inku viru stanoveného kontrolnfm pokusem /MICSO/ meto-
dou podle L. J. Rosenthala a I. L. Schechmaistera /"Tissue Culture", str. 510, Academic
Press, New York 1973/.

Vysledky t&chto pokusl jsou uvedeny v tabulce 1. Litky vzorce I inhibujf velmi &inn¥&
nap¥. virus spalnifek a reovirus 1. Ddle je z t&chto ddajl z¥ejmé, ¥e 14tky vzorce I majfl
.shodné spektrum aktivit jako pEfbuzny /S/-DHPA pouZity jako kontrolnf litka. Uéinn&js{ z obou
forem je R-forma, ale racemickd /RS/ forma je pFibliZn& stejn® W&innd jako tento enantiomer.

P¥fklad 2

Protivirovy u&inek 1l4tek vzorce I na tkdRovych kulturdch bundk krdliZfch ledvin /PRK/
proti viru vakcinie, vesikuldrnf stomatitidy a herpesviru typu 1.

Stanoven{ se provede stejn& jako je uvedeno v p¥fkladu 1 na tkdSovych kulturich bunék
krdli&f{ch ledvin /PRK/, které se infikujf 100 CCIDg, herpesviru typu 'l /KOS/, viru vesiku~
l4rn{ stomatitidy nebo viru vakcinie.

PE¥i stanoveni hodnot MIC;, se postupuje zpisobem udanym v pEfkladu 1. % ddajd uyedenych
v tabulce 2 je z¥ejmé&, ¥e viilechny zkoumané l&tky vzorce I jsou vysoce u&inné proti viru vesi-

kuldrn{ stomatitidy a vakcinie.

Rozd{ly zp8sobené rdznym charakterem esterové v4zaného zbytku alkoholu se pohybujf
v rozmez{ p¥esnosti stanoveni. Pouze n-pentyl, 2-hydroxyethyl a furfurylester jsou méné&
y&inné ne¥ ostatn{ l&tky vzorce I.

Ddle z ddajd tabulky 2 vyplyvd, %e stfednf cytotoxickd koncentrace ldtek vzoxce I je
a¥ o dva F4dy vy3E{ ne%¥ jejf d¥innd protivirovd koncentrace. V&tZina zkoumanych l4tek je
d&inn&i%( neZ srovndvac{ 14tka /S/~DHPA.

P¥fklad 3

V1iv druhu bun&k tk&fové kultury na citlivost viru vesikuldrnf stomatitidy vi¢i n&kterym

14tkdm vzorce I.

Pokus je proveden stejr& jako je uvedeno v pffkladu 1 s ridznymi tk&Movymi kulturami
/viz tabulka 3/, které se irfikuji{ 100 CCID50 viru vesikuldrnf stomatitidy; vyhodnoceni{ hod-

noty MIC5

o se provede podle pifkladu 1.

2 Ydajd tabulky 3 vvplyv4, ¥e protivirovy u&inek studovanych 14tek yzorce I je z4visly
od druhu pou%ité tkifiové kultury hostitelskych buné&k, a to ve v¥ech p¥fpadech shodng, Déle
z tdchto ddajl vyplyv4, ¥e vliv druhu bundk na protivirovy d¥inek l&tek vzorce I a srovndvaci
l4tky /S/~DHPA je kvalitativné& shodny.

P¥{f{klad 4
V1iv 14tek vzorce I na multiplikaci viru vesikuldrnf stomatitidy.
TkédRové kultury primokultury bun&k krdli&fch ledvin /PRK/ se infikujf
/104is PFU/0,5 ml/miska /PFU je jednotka tvorby plakd/ virlm vesikuldxnf{ stomatitidy podle

p¥fkladu 1 a vystav{ se vlivu roztoku l4tek vzorce I /100 ug/ml/.

V intervalech 1, 24, 48 a 72 h se stanovi titr viru pfeokovdnim na my%{ bulky L 929
a urdenim po¥tu plakd. VZechny studované litky vzorce I sniZujf titr viru nejmén& 50x
/tabulka 4/.
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P¥{klada s

V1liv l4tek vzorce I na multiplikaci viru vakcinie.

Pokus se provede stejné jako je uvedeno v p¥fkladu 4 s tfm rozdflem, ¥e se bufiky infi-
kujL /104'5 PFU/0,5 ml/miska/ virem vakcinie. V8echny studované ldtky sni¥ujf titr viru vak-
cinie nejmén& 3 000x po 72 h. Vy¥sledky dokumentuje tabulka 5.

Tabulka 1

Protivirovy d&inek litek vzorce I ve tkdfovych kulturdch

. MICSO /ug/ml/

Virus Druh ldtka vzorce I, R /konfigurace/

bunék CH, /s/ CH, /R/ CHy /RS/ C,Hg /s/ /S/~DHPA

Herpes simplex

1/K0S/ PRK > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
Spalnigky Vero Flow 70 15 40 100 70
Reovirus 1 Vero B 300 70 300 70 70
Parainfluenza 3 Vero B 100 200 100 100 20
Sindbis Vero B > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
Coxsackie B4 Vero B 150 150 ) 400 ") 400 100
Vesikuldrn{

stomatitis PRK 7 1,5 3 1,5 30
Vakcinia PRK 20 15 7 7 . 70
Polio-1 HeLa 2400 > 400 > 400 > 400 > 400

Vysv&tlivky: MIC50 ++. minimdln{ koncentrace l4tky, kterd inhibuje z 50 % cytopathicky
u¢inek viru; PRK ... primokultura bun&k kréli&fch ledvin; Vero ... kontinudlnf linie bunék
opi&¢ich ledvin; HelLa ... Lidsk4 epithel. linie z cervikdlnfho karcinomu.

Tabulka 2

V1liv charakteru skupiny R racemickych 14tek obecného vzorce I na jejich protivirovy
U&inek na tk4fovych kulturdch bundk primokultury krdlidfch ledvin

Litka I MCC MIC50 /ug/ml/

50

R = /ug/ml/ HSV-1 v vsv
Methyl > 400 > 400 7 3
Ethyl > 400 > 400 7 3
n-Propyl 100 > 40 3 1,5
n-Butyl 400 300 3 0,7
Isobutyl > 400 > 400 3 0,3
n~Pentyl - 200 > 200 70 15
Isopentyl 400 > 200 7 1,5
2-Hydroxyethyl > 400 > 400 70 30
Furfuryl 40 7 400 20 15
/S/-DHPA > 400 7.400 30 15
Vysv&tlivky: MCC ... koncentrace l4tky, kterd vyvold 50% cytopathicky efekt‘neinfikovanYCh

bunék; MIC50 ess viz tabulka 1; HSV-1 ... herpesvirus typu 1 /KOS/; WV ... virus vakcinie;
VSV ... virus vesikuldrni{ stomatitidy,



238038 6

Tabulka 3

Protivirovy ud&inek l4tek vzorce I proti viru vesikuldrnf stomatitidy na rdznfch druzifch
tk&fovych kultur /ptfklad 3/

MICso /ug/ml/
Létka vzorce I, R /konfigurace/

‘CH3 /s/ CH, /R/ CH, /RS/ C, Hg /S/ /S/~DHPA
VGS . 70 _ 15 70 30 40
EgSM 70 15 . 30 40 20
HEp-2 15 3 3 5 2
Hela 150 20 70 100 70
Balb/3T3 7 400 300 300 > 400 70
RK13 ki . 1,5 1,5 4 70
HK 7 400 7 400 > 400 > 400 70
BSC1A 300 150 150 300 40
Vero B . ~ 400 7 400 7400 > 400 > 400
PRK 15 1,5 3 1,5 30

Vysvétlivky: MICso viz tabulka 1. zkratky: VGS ... lidoské diploidpi fibroblasty; EeMS ...
lidské embryondlnf ko¥nf/svalové fibroblasty; HEp-2 .., lidskd epithel. linie z karcinomu
hrtanu; Hela ... lidskd epithel.klinie z cervikdlnfho karcinomi; RK-13 ,,. kontinuelnf linie
bun&k liskych ledvin; HK ... bufiky ledvin k¥e¥ka; BSC-1A ... epithel. linie 2z opi&fch ledvin;
Vero B ... fibroblast. linie z opidi{ch ledvin; PRK + o primokultura bun&k krgli&fch ledvin.

Tabulka 4

Vliv l4tek vzorce I v koncentraci 100 ug/ml na multiplikaci viru vesikuldrni stomatitidy
v butikdch primokultury krglidfch ledvin /viz p¥fklad 4/

l4tka Konfigurace Titr viru /logloPFU /ml/ po
vzorce I 1 h 24 h 48 h 72 h
R =
CH, s < 1,3 < 1,3 2,2 2,2
< 1,3 1,3 <1,3 '
RS " L1,3 . 1,3 2,3 2,0
C,Hg s 1,3 1,3 1,8 2,0
/S/=~DHPA s <1,3 < 1,3 <£1,3 £ 1,3
Kontrola - £1,3 3,7 4,9 3,9

PFU ... jednotka tvorby plakd
Tabulka 5
Vliv l4tek vzorce I v koncentraci 100 ug/ml na multiplikaci viru vakecinie v bufk4ch primo-

kultury krdli¥fch ledvin
/viz p¥fklad 5/.
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Litka . Titr viru /1ogloPFU/ml/ po
vzorce I

R = Konfigurace - 1h 24 h . 48 h 72 h
CH3 S < 1,3 1,3 2,6 2,8
<1,3 1,3 2,0 2,5
RS <£1,3 1,3 1,3 2,4
C,Hg s : < 1,3 < 1,3 1,8 2,5
/S/-DHPA 1,3 <1,3 3,6 4,4
Kontrola - 1,6 4,8 6,0 6,3

PFU ... jednotka tvorby plakid

’
PREDMET VYNKLEZU

Lé&ebny prostfedek s protivirovym u&inkem, vyznaleny tim, Ze jeho aktivnf sloZkou jsou
bud racemické estery nebo /S/- nebo /R/-formy 3-/adenin-9-yl/-2-hydroxypropanové kyseliny

obecného vzorce I
NH,

N NN
l N
§ IT>

. cnch —COOR

/1/,

OoH

kde R je linedrnf nebo rozvétvend alkylskupina s podtem jednoho a¥ p&ti uhlfkovych atom8,
hydrxyethyl nebo fusfuryl a uhlfkovy atom v poloze 2 m& konfigurace R, S nebo RS, a hmotnostni{
pomér aktivnf slofky k nosi&i je v rozsahu 1 : 1 aZ 1 000. ’
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