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Acyklické nukleosidové derivity obecného vzorce I, ve kterém
jeden ze substituentii R, a R, pfedstavuje skupinu
-C(O)CH(CH(CHj;),)NH, nebo skupinu
-C(O)CH(CH(CH;)CH,CH;)NH; a druhy ze substituenti R; a
R, pedstavuje -C(0)C3-Cy; alkyl nebo mononenasyceny
alkenyl, popfipadé substituované jednou a% péti skupinami
vybranymi ze souboru, zahrnujiciho hydroxylovou skupinu,
Ci-Cealkyl, C,-Csalkoxy, C;-Cealkoxy-C;-Cgalkyl, C;-
Csalkanoyl, skupinu amino, atom halogenu, skupinu kyano,
azido, oxo, merkapto a nitro a R, pfedstavuje OH skupinu
nebo atom vodiku; a jejich farmaceuticky ptijatelné sole, které
jsou i¢inné jako antiviralni &inidla proti herpes a retroviralnim
infekcim. Tato &inidla maji zvysenou biologickou dostupnost.
Dal3imi feSenimi jsou farmaceutické kompozice s obsahem
slouCeniny I, jejich pouZiti a zplisob jejich p¥ipravy.
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Acyklické nukleosidové derivaty, zpisob jejich pFipravy a farmaceutické kompozice
s jejich obsahem

Oblast techniky

Vynélez se tyka oblasti protivirovych &inidel a obzvlasté derivati acyklickych nukleosidi
pouzitelnych proti herpes a retroviralnim infekcim. Vynalez se tyk4 novych sloudenin, farmaceu-
tickych kompozic, obsahujicich tyto slouceniny, zpisobi 1é¢eni nebo prevence virdlnich infeket,
které je vyuzivaji, zpiisobi jejich vyroby a novych meziprodukti.

Dosavadni stav techniky

Praktickd uziteCnost mnoha acyklickych nukleosidd je omezena jejich relativné slabou
farmakokinetickou. Ve snaze zlepsit biologickou dostupnost acyklickych nukleosidii obecné byla
prozkoumana fada prekurzorovych pfistupi. Jeden z téchto pfistupl zahruje pfipravu esterovych
derivatii, obzvlasté alifatickych esteri, jedné nebo vice hydroxy skupin na acyklické postrannim
fetézci. v

Evropsky patent EP 165 289 popisuje slibné antiherpes &inidlo 9-[4-hydroxy—(2-hydroxy-
methyl)butyl]guanin, jinak znimy jako H2G. Evropsky patent EP 186 640 popisuje 6—deoxy
H2G. Evropsky patent EP 343 133 ukazuje, Ze tyto slou€eniny, obzvlasté R—(-) enantiomer, jsou
navic u¢inné proti retrovirdlnim infekcim jako je HIV. Rizné derivaty H2G, jako jsou fosfonaty,
alifatické estery (naptiklad diacetdt a dipropionat) a ethery hydroxy skupin na acyklickém
postrannim fetézci jsou popsiny v EP 343 133. Tento patent také popisuje zpisoby pfipravy
téchto derivat, zahrnuji kondenzaci acyklického postranniho fetézce v N-9 poloze typicky
6-halogenované purinové skupiny nebo alternativné uzavieni imidazolového kruhu pyrimidinové
nebo furazono—[3,4—d]pyrimidinové skupiny nebo uzavfeni pyrimidinového kruhu imidazolové
skupiny, kde acyklicky postranni fetézec je jiZz pfitomen v prekurzorové pyrimidinové nebo
imidazolové skupiné. V nejSir§im popisu obou t€chto zpuisobu je acyklicky postranni fetézec
pfedem derivovan, ale individudlni pfiklady také ukazuji diacylaci vjednom kroku H2G
s anhydridem kyseliny octové nebo propionové a DMF.

Hamden a kol., J. Med. Chem. 32, 1738 (1989) zkoumali fadu alifatickych esterti s kratkym
fetézcem acyklického nukleosidu 9—-[4-hydroxy—(3-hydroxymethyl)butyl]guaninu, také znimého
jako penciclovir a jeho 6—deoxy analogu. Famciclovir, komeréni antivirdlni ¢inidlo je diacetylovy
derivat 6—deoxy pencicloviru.

Benjamin a kol., Pharm. Res. 4 No. 2, 120 (1987) popisuje alifatické estery s kratkym Ffetézcem
9-[(1,3—dihydroxy-2—propoxy)-methyl]guaninu, jinak znamého jako ganciclovir. Dipropionato-
vy ester je popséan jako vyhodny ester.

Lake-Bakaar a kol., opisuji v Antimikrob. Agents Chemother. 33 No. 1, 110-112 (1989) diacetat
a dipropionat derivati H2G a monoacetat a diacetat derivati 6—deoxy H2G. Je uvedeno, Ze
diacetatové a dipropionatové derivaty H2G pfindSeji pouze mirné zlepSeni biologické dostupnosti
ve srovnani s H2G.

Mezinarodni patentova ptihlaska WO94/24134, publikovana 27. fijna 1994, popisuje alifaticky
ester prekurzor 6-deoxy N-7 analogu ganciclorivu, zahrnujici dipivaloylové, divaleroylové,
monovaleroylové, monooleoylové a monostearoylové estery.

Mezindrodni patentova pfihlaska W093/07163, publikovana 15. dubna 1993 a Mezinarodni
patentova piihlaska W094/228871 publikovana 13. ¥ijna 1994, popisuji mono—esterové derivaty
nukleosidovych analogii odvozené z mono— nenasycenych C;s nebo Cy mastnych kyselin. Patent
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US 5 216 142, vydany 1. ervna 1993, také popisuje mono—esterové derivaty mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem nukleosidovych analogi.

Druhy pfistup k vytvafeni prekurzorii acyklickych nukleosidi zahrnuje pfipravu amino-
kyselinovych esterit jedné nebo vice hydroxy skupin na acyklické postrannim fetézci. Evropsky
patent EP 99 493 popisuje obecné aminokyselinové estery acykloviri a Evropska patentova
pfihlaska EP 308 065, publikovana 22. bfezna 1989, popisuje valinové a izoleucinové estery
acykloviru.

Evropska patentovd pfihlaska EP 375329, publikovana 27. &ervna 1990, popisuje amino-
kyselinové esterové derivéty gancicloviryi, zahrnujici divalinové, diizoleucinové, diglycinové
a dialaninové esterové derivaty. Mezindrodni patentové pfihlaSka W095/09855, publikovana 13.
dubna 1995, popisuje aminokyseliny esterové derivaty pencicloviru, zahrnujici monovalinové
a divalinové esterové derivaty.

DE 19526163, publikovana 1. tnora 1996 a patent US 5 543 414, vydany 6. srpna 1996, popisuji
chiralni aminokyselinové estery gancicloviru.

Evropskd patentovd pfihlaska EP 694 547, publikovand 31. ledna 1996, popisuje
mono-L-valinovy ester gancicloviru a jeho pfipravu z divalyl-gancicloviru.

Evropska patentova pfihldska EP 654 473, publikovana 24. kvétna 1995, popisuje rizné bis
aminokyselinové estery derivatli 9—[1',2'-bishydroxymethyl)-cyklopropan—1'yl]Jmethylguaninu.

Mezinéarodni patentova pfihlaska W(095/22330, publikovana 24. srpna 1995, popisuje alifatické
estery, aminokyselinové estery a smiSené acetat/valinové estery acyklického nukleosidu
9-[3,3—dihydroxymethyl-4-hydroxy—buterc.1-yl]guaninu. Tato reference popisuje, Ze biologic-
ké dostupnost je redukovéna, kdyZ jeden z valinovych estert trivalinového esterového derivatu je
nahrazen acetitovym esterem. ‘

Podstata vynalezu

Prihlalovatelé zjistili, Ze diesterové derivity H2G nesouci specifické kombinace amino-
kyselinovych esterii a esterli mastnych kyselin jsou schopné pfinést vyznamné zlep$enou oralni
biologickou dostupnost vzhledem k zakladni slou¢eniné (H2G).

Podstatou pfedloZeného vynalezu jsou nové slouceniny obecného vzorce I

ve kterém

a) R, predstavuje skupinu —C(O)CH(CH(CH3),NH, nebo —C(O)CH(CH(CH;)CH,CH;)NH,
aR, predstavuje —C(O)C;—C,; alkyl nebo alkenyl, popfipad€ substituované jednou az péti
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skupinami vybranymi ze souboru, zahrnujiciho hydroxylovou skupinu C;—Csalkyl, C;—Csalkoxy,
C—Cealkoxy—C~Cgalkyl, C;—Cgalkanoyl, skupinu amino, atom halogenu, skupinu kyano, azido,
oxo, merkapto a nitro.

b) R, pfedstavuje ~C(O)Cs-C,; alkyl nebo alkenyl, poptipad® substituované jednou aZ péti
skupinami vybranymi ze souboru, zahrnujicitho hydroxylovou skupinu, C,—Csalkyl, C,—Csalkoxy,
C1—Cgalkoxy—C;—Cgalkyl, C;—Cgalkanoyl, skupinu amino, atom halogenu, skupinu kyano, azido,
oxo, merkapto a nitro

a R, predstavuje skupinu —C(O)CH(CH(CHj3),NH, nebo —C(O)CH(CH(CH;)CH,CH;)NH,; a

R; piedstavuje skupinu —OH nebo jeji tautomerni formu =O a nebo atom vodiku;

a jeji farmaceuticky piijatelné soli.

Pfedmétem vynalezu je i farmaceutickd kompozice kterd zahrnuje sloudeninu obecného vzorce I
spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo fedidlem.

DalSim pfedmétem vynélezu je pouZiti slouéeniny obecného vzorce I pro pfipravu 1é€iva k 1é€eni
nebo prevenci virdlnich infekei.

Dalsim pfedmétem piedloZeného vynélezu je zpiisob pfipravy sloudeniny, ktery zahrnuje

a) piipravu ochranu purinovych poloh 2 a/nebo 6 sloudeniny obecného vzorce I, ve kterém
R; aR; jsou kaZdy atom vodiku, a R; ma vyznam uvedeny vy$e, N-ochrannou skupinu;

b) mistn& selektivni acylaci slougeniny obecného vzorce I v 4-hydroxy skupin& postranniho
fetézce bud’

i) poptipad€ N—chranénou valinovou, nebo izoleucinovou skupinu nebo

ii) popfipadé substituovanym, (C;—C,;)alkyl, nebo alkenyl-COOH derivét nebo

iii) mistné selektivni ochrannou skupinou;
¢) acylaci 2-hydroxymethyl skupinu v postrannim fetézci

i) poptipad€ N—chranénou valinovou nebo izoleucinovou skupinu nebo

ii) poptipadé substituovanym, (C3—Cy;)alkyl nebo alkenyl-COOH derivitem;
d) nahrazeni mistn€ selektivni ochranné skupiny v R, pokud je pfitomna,

i) popfipadé N—chranénou valinovou nebo izoleucinovou skupinou; nebo

ii) poptipadé substituovanym, (Cs—Cy;)alkyl nebo alkenyl-COOH derivatem; a
e) zbaveni vysledné sloudeniny ochrannych skupin v pfipadé potieby.
Vyhodny ucinek na oralni biologickou dostupnost smiSenych esteris mastnych kyselin a amino-
kyselin podle pfedloZzeného vyndlezu je obzvla§té neoekavany ve srovnani s oralni biologickou
dostupnosti odpovidajicich esterd mastnych kyselin. Na zakladé vysledki testii, zaloZenych na
odbéru moci (Tabulka 1A) nebo hladiny H2G v plasmé (Tabulka 1B) u krys, ani mono ani

diestery mastnych kyselin H2G nepfindSeji Zadné zlep3eni oralni biologické dostupnosti
vzhledem k vychozi sloudeniné H2G. Distearanovy derivat pfinesl dokonce vyznamné& niZz3i
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biologickou dostupnost neZ zakladni sloudenina, coZ indikovalo, Ze stearanovy ester miZe byt
Skodlivy pro zlepSeni oralni biologické dostupnosti H2G.

Bylo zjist€no, Ze konverze jednoho nebo obou hydroxyli jistych daldich acyklickych nukleosido-
vych analogh na odpovidajici valinové nebo divalinové estery zlepSuje biologickou dostupnost.
Konverze H2G na odpovidajici mono nebo divalolylové esterové derivaty pfineslo podobné
zZlepSeni biologické dostupnosti vzhledem k vychozi sloudening. Vzhledem k tomu, Ze derivaty
H2G na zikladé¢ mastnych kyselin jsou prokazatelné nepfiznivé pro zlepSeni biologické
dostupnosti, bylo nefekané, Z7e smiSené diesterové derivity H2G na ziklad€¢ amino-
kyselin/mastnych kyselin mohou pfinést zlepSenou nebo srovnatelnou oralni biologickou
dostupnost vzhledem k orilni biologické dostupnosti valinovych diesterovych derivati H2G,
méfenou testy, zaloZenymi na odbéru moéi a uréovani hladiny latky v plasms.

Tabulka 1A
R; skupina R, skupina biologicka dostupnost*
atom vodiku atom vodiku 8%
atom vodiku stearoyl 12 %
stearoyl stearoyl 1%
valyl atom vodiku 29 %
valyl valyl 36 %
valyl stearoyl 56 %
* viz Biologicky Pfiklad 1 podany niZe pro detaily
Tabulka IB
R, skupina R; skupina biologicka dostupnost
atom vodiku atom vodiku 3,8%
atom vodiku stearoyl 1,9 %
stearoyl stearoyl 0%
valyl atom vodiku 31,3%
valyl valyl 35,0 %
valyl stearoyl 29 %

* viz Biologicky Priklad 2 podany niZe pro detaily
p

Vynilez se také tyka farmaceutickych kompozic obsahujicich sloueniny obecného vzorce 1
ajejich farmaceuticky pfijatelnych soli spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosiem nebo
fedidlem. dal$im pfedmétem vyndlezu jsou slouCeniny obecného vzorce I jejich farmaceuticky
pfijatelné soli pro pouZiti pfi lé¢eni a pouZiti téchto sloudenin a soli p¥i pfipravé 1é€iv pro lé&eni
nebo prevenci viralni infekce u élovéka nebo zvitat.

Slouceniny podle vynalezu jsou silna protivirova ¢inidla, obzvlasté proti herpes infekci, jako jsou
infekce, zplisobené virem Varicella zoster, virem Herpes simplex typu 1 a 2, virem Epstein—Barr,
virem Herpes typ 6 (HHV—6) a typ 8 (HHV-8). Sloudeniny jsou obzvla§té pouzitelné proti
infekcim virem Varicella zoster jako je pasovy opar u starych osob, zahrnujici postherpetickou
neuralgii nebo plané nestovice u mladych osob, kde trvani a sila onemocnéni muZe byt snizena
on€kolik dni. Infekce virem Epstein—Barr, ovlivnéné 1é&enim slouteninami podle vynalezu,
zahrnuje infek&ni mononukle6zu/glaudulérni (Zlazovou) hore¢ku, které dfive nebyly 1é€itelné, ale
které mohou zpiisobit mnohomési¢ni $kolni neschopnost u dospivajicich.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 292169 B6

Slou¢eniny podle vynalezu jsou také G¢inné proti jistym retroviralnim infekcim, zejména SIV,
HTV-1 a HVI-2 a proti infekcim, u nichZ je indikovan transaktiva&ni virus.

V souladu s tim, se dalsi pfedmét vynalezu tyka zptisobu prevence nebo lééeni virdlni infekce

rrrrr

nebo jeji farmaceuticky pfijatelné soli lovéku nebo zviteti.

Skupina R; je vyhodné hydroxy nebo jeji tautomer =O tak, Zze zakladni &ast slouéeniny podle
vynalezu je pfirozeny guanin, napfiklad v pfipadé, Ze postranni fetézec je $tépen in vivo.
Alternativné miize R; byt atom vodku, coZ definuje obecné rozpustnéjsi 6~deoxy derivat, ktery
mizZe byt oxidovan in vivo (naptiklad xanthin oxiddzou) na guaninovou formu.

Sloucenina obecného vzorce I miZze byt pfitomna v racemické formé&, coz znamena, Ze je smési
2R a 2§ izomerul. Vyhodn¢ viak sloucenina obecného vzorce I obsahuje 70 %, vyhodné alespoii
90% R formy, napfiklad vice neZ 95 %. Nejvyhodnéji je slouCenina obecného vzorce I
v enantiomericky &isté R form&.

Aminokyselina skupiny R;/R; je vyhodné€ odvozena od L-aminokyseliny.

Mastn4 kyselina skupiny Ri/R, mé vyhodné celkové sudy podet atomii uhliku, obzvlasté je
pfedstavovana dekanoylem (C,0), laurylem (C;;), myristoylem (C4), palmitoylem (Cis),
stearoylem (C,s) nebo eikosanoylem (Cy). Dalsi pouzitelné R;/R, skupiny zahrnuji butyryl,
hexanoyl, oktanoyl nebo behenoyl (C,). Dalsi pouZitelné R;/R, skupiny zahrnuji skupiny
odvozené zkyselin myristoleové, myristelaidové, palmitoleové, palmitelaidové, né—okta-
dekanové, olejové, elaidové, gandové, erukové nebo brasidové kyseliny. Mononenasycené estery
mastnych kyselin maji typicky dvojné vazby v transkonfiguraci, vyhodné v o6, ®9 a o-11
poloze, v zavislosti na jejich délce. Vyhodné je R)/R, skupina odvozena od mastné kyseliny,
které obsahuje Cy az C;; nasyceny nebo n:9 mononenasyceny alkyl.

Nasycena nebo nenasycend mastna kyselina nebo R;/R; mohou poptipadé byt substituovany az
péti podobnymi nebo odlisnymi substituenty nezavisle zvolenymi ze souboru zahrnujiciho
skupiny jako jsou hydroxy, C,—Cs alkyl, C,—Cs alkoxy, C,—Cs alkoxy, C—Cs alkyl, C;—Cs
alkanoyl, amino, halogen, kyano, azido, oxo, merkapto, nitro a podobné.

Nejvyhodnéjsi sloudeniny obecného vzorce I jsou ty slouCeniny, ve kterych R; je
—C(O)CH(CH;),NH; nebo -C(O)CH(CH(CH;)CH,CH;)NH; a R; je -C(0)Cys—C,7 alkyl.

Vyraz ,niz8i alkyl“, tak, jak je zde pouzivan, znamend alkylovy radikal s pfimym nebo
rozvétvenym fetézcem, obsahujici do 1 do 7 uhlikovych atomi, ktery miZe byt pfedstavovan,
aniz by tim byl omezen, methylem, ethylem, n—propylem, izo—propylem, n-butylem,
izo-butylem, sek-butylem, ferc-butylem, n—pentylem, 1-methylbutylem, 2,2—dimethylbutylem,
2-methylpentylem, 2,2—dimethylpropylem, n—hexylem a podobné.

Vyraz ,,N—chranici skupina®“ nebo ,,N—chranény*, tak, jak je zde pouZivan, znamena ty skupiny,
jejichZ cilem je chranit N—konec aminokyseliny nebo peptidu nebo chranit aminoskupinu proti
nezadouci reakci v prib&hu procedury syntézy. B&Zn€ pouZivané N-ochranné skupiny jsou
popsany v greene, ,,Protective groups v Organic Synthesis“ (John Wiley & Sons, New York,
1981), ktera je zde zahrnuta jako reference. N—ochranné skupiny zahrnuji acylové skupiny jako je
formyl, acetyl, propionyl, pivaloyl, terc-butylacetyl, 2—chloracetyl, 2—bromacetyl, trifluoracetyl,
trichloracetyl, ftalyl, o-nitrofenoxyacetyl, a-chlorbutyryl, benzoyl, 4—hlor-benzoyl, 4-brom-
benzoyl, 4-nitrobenzoyl a podobné; sulfonové skupiny jako je benzensulfonyl, p-toluensulfonyl
a podobnég, karbaminan vytvafejici skupiny jako je benzyloxykarbonyl, p-chlorbenzyloxy-
karbonyl, p~methoxybenzyloxykarbonyl, p—nitrobenzyloxykarbonyl, 2—nitrobenzyloxykarbonyl,
p-brombenzyloxykarbonyl, 3,4-dimethoxybenzyloxykarbonyl, 4-methoxybenzyloxykarbonyl,
2-nitro—4,5-dimethoxybenzyloxykarbonyl, 3,4,5-trimethoxybenzyloxykarbonyl, terc.butyloxy-
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karbonyl, diizopropylmethoxykarbonyl, izopropyloxykarbonyl, ethoxykarbonyl, methoxy-
karbonyl, allyloxykarbonyl, 2,2,2—trichlorethoxykarbonyl, fenoxykarbonyl, 4-nitrofenoxy-
karbonyl, fluorenyl-9-methoxykarbonyl, cyklopentyloxykarbonyl, adamantyloxykarbonyl,
cyklohexyloxykarbonyl, fenylthiokarbonyl a podobng; alkylové skupiny jako je benzyl,
trifenylmethyl, benzyloxymethyl a podobn&. Vyhodné N—ochranné skupiny zahrnuji formyl,
acetyl, benzoyl, pivaloyl, terc.~butylacetyl, fenylsulfonyl, benzyl, ferc.—butoxykarbonyl (BOC)
a benzyl-oxykarbonyl (Cbz).

Vyraz ,,aktivovany esterovy derivat®, tak, jak je zde pouZivan, znamena halogenidy kyselin jako
jsou chloridy kyseliny a aktivované estery zahrnujici, ale ne tim omezené, anhydridy odvozené
od kyseliny mravendi a kyseliny octové, anhydridy odvozené od alkoxykarbonylhalidii jako je
izobutyloxykarbonylchlorid a podobné, estery odvozené do N-hydroxysukcinimidu, estery
odvozené od N-hydroxyftalimidu, estery odvozené od N-hydroxybenzotriazolu, estery odvozené
od N-hydroxy-5-norbornen—2,3—dikarboxamidu, estery odvozené od 2,4,5-trichlorfenylu
a podobné.

Vyhodné slou€eniny obecného vzorce I zahmuji:

(R)-9-[2—(butyryloxymethyl)}-4—(L—~izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2«(4—acetylbutyryloxymethyl}-4—(L—izoleucyloxy)buryl]guanin,
(R)y-9-[2—(hexanoyloxymethyl)-4—(L—izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[4~(L~izoleucyloxy)-2—(oktanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)y-9-[4L—izoleucyloxy)-2—(dekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-{4—-L—izoleucyloxy)-2—(dodekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4-L~-izoleucyloxy)-2—(tetradekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4~(L~izoleucyloxy)-2—(hexadekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4(LL-izoleucyloxy)-2—(oktadekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(dokosanoyloxymethyl)}-4—(L—izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-{4—L-izoleucyloxy)-2—((9-tetradecenoyl)oxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2—((9-hexadecenoyl)oxymethyl)-4—(L-izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[4—~L-izoleucyloxy)-2—((6—oktadecenoyl)oxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4~(L~izoleucyloxy)-2—((9—oktadecenoyl)oxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2(11-eikosanoyl)-oxymethyl)-4—(L~izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(13-dokosenoyl)oxymethyl}-4—L—izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-2-amino—9—-[2—(butyryloxymethyl)-4—(1—izoleucyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino-9—[2—(4-acetylbutyryloxymethyl)-4—(L~izoleucyloxy)butyl]purin.
(R)-2-amino-9-[2—(hexanoyloxymethyl)}-4—L—izoleucyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(L~izoleucyloxy)-2—(oktanoyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4~(L-izoleucyloxy)-2—(dekanoyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-{4—(L-izoleucyloxy)-2—(dodekanoyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(L~izoleucyloxy)-2—tetradekanoyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2—amino—9-[4—(L—izoleucyloxy)-2—(hexadekanoyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2—-amino-9-[4—~L~izoleucyloxy)-2—(oktadekanoyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(L—-izoleucyloxy)-2—(eikosanoyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino—9-[2—(eikosanoyloxymethyl)-4—(L-izoleucyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[2—(dokosanoyloxymethyl)-4—(L~-izoleucyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—~L-izoleucyloxy)-2—((9-tetradecenoyl)oxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[2—((9-hexadecenoyl)oxymethyl)}4—(L—izoleucyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(L~izoleucyloxy)-2—((6—oktadecenoxyl)oxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-{4—(L—izoleucyloxy)-2—((9—oktadecenoyl)oxymethyl)butyl]puirin,
(R)-2-amino-9-[2—((11-eikosanoyl)oxymethyl}-4—(L~izoleucyloxy)butyl]purin, nebo
(R)-2-amino—9-[2—((13-dokosanoyl)oxymethyl)}4—(L—izoleucyloxy)butyl]purin,
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a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.
Dalsi vyhodné slouceniny zahrnuji:

(R)-9-[2—(butyryloxymethyl}-4—~(L—-valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(4-acetylbutyryloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(hexanoyloxymethyl}4—(1L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(oktanoyloxymethyl}-4—(L~valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(dekanoyloxymethyl)-4—~(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—-(dodekanoyloxymethy!)-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(tetradekanoyloxymethyl}-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(hexadekanoyloxymethyl)-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(oktadekanoxyloxymethyl)-4—(L~valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(eikosanoyloxymethyl)-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9—-[2—(eikosanoyloxymethyl}-4—(L~valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(dokosanoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9—2—((9-tetradecenoyl)oxymethyl)}-4—(L~valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—((6—oktadecenoyl)oxymethyl}-4—(L-valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-{2—((9—oktadecenoyl)oxymethyl}-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—((11-eikosanoyl)oxymethyl}4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9—{2—((13—dokosenoyl)oxymethyl}-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-2—amino-9-[2—(butyryloxymethyl)}-4—L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—amino—9-[2—(4-acetylbutyryloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—amino—9-[2—(hexanoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—amino-9-[2—(oktanoyloxymethyl)}-4—(L~valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—amino—9-[2—(dekanoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—-amino-9-[2—(dodekanoyloxymethyl}4—(L—~valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—-amino-9-[2—(tetradekanoyloxymethyl)}-4—(L~valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—amino—9—{2—(hexadekanoyloxymethyl)}4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)—2—amino—9-[2—(oktadekanoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[2—(eikosanoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino—9-[2—(dokosanoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino-9—[2—((9—tetradecenoyl)oxymethyl}4—~(L-valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—-amino-9-[2—((6—oktadecenoyl)oxymethyl}4—(L—valyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino—-9-[2—((9—oktadecenoyl)oxymethyl)}-4—(L~valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—amino-9-[2—(11-eikosenoyl)-oxymethyl)}-4—(L-valyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino—-9-[2—((13—dokosenoyl)}-oxymethyl}4L(L-valyloxy)butyl]purin,

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.
Dal3i vyhodné slouteniny obecného vzorce I zahrnuji:

(R)-9-[4—(butyryloxy)-2—L—-valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9—{4—(4—acetylbutyryloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4—(hexanoyloxy)-2—(L-valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4—(oktanoxyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4—(dekanoyloxy)-2—(L-valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4~(dodekanoxyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4(tetradekanoyloxy)-2—(L~valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9{4—(hexadekanoyloxy)-2—(L-valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-{4—(oktadekanoyloxy)-2—(L~valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4—(eikosanoyloxy)-2—L—valyloxymethyl)butyl]guanin,
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(R)-9-[4—(dodekanoyloxy)-2—(L~valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4—H(9—tetradecenoyl)oxy)-2—(L-valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4—((6—oktadecenoyl)oxy)-2—(L-valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4H(9—oktadecenoyl)oxy)-2—(L~valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)y-9-[4—((11-eikosenoyl)oxy)-2—(L~valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4—((13-dokosenoyl}-oxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-2-amino-9-[4—(butyryloxy)-2—L~valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(acetylbutyryloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2—amino-9-[4—(hexanoyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(oktanoyloxy)-2—(L-valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(dekanoyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(dodekanoyloxy)-2—L-valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2—amino-9-[4—(tetradekanoyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—(hexadekanoyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino—9-[4—(oktadekanoyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]}purin,
(R)-2-amino-9-[4—(eikosanoyloxy)-2—(L-valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino—9-[4—(dokosanoyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—((9-tetradecenoyl)oxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino-9-[4—((6—oktadecenoyl)oxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2—amino-9-[4—(9—oktadecenoyl)oxy)-2—(L~valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2-amino—9-[4—((11-eikosenoyl)oxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin,
(R)-2—amino—9-[2—((13—dokosenoyl] Joxymethyl)-2—(L—valyloxy)butyl]purin, nebo

jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

SlouCeniny obecného vzorce I mohou vytvofit soli, které pfedstavuji dal§i pfedmét vynalezu.
Vhodné farmaceuticky pfijatelné soli slouenin obecného vzorce I zahrnuji soli organickych
kyselin, obzvlasté karboxylovych kyselin, zahmuji, aniZ by tim byly omezeny, acetat, trifluor-
acetat, mlé¢nan, glukonat, citronan, vinan, maleinan, malonan, pantothenan, isethionan, adipan,
alginan, aspartan, benzoan, maselnan, diglukonat, cyklopentanan, glukoheptanan, glycerofosfat,
$tavelan, heptanoan, hexanonan, fumaran, nikotinan, palmoat, pektinan, 3-fenylpropionan,
pikran, pivaloan, proprionan, vinan, laktobionan, pivolat, ester kyselina kafrové, undekanoan
ajantaran, soli organickych sulfonovych kyselin jako je methansulfonan, ethansulfonan,
2-hydroxyethansulfonan, kafrsulfonan, 2-napthalensulfonan, benzensulfonan, p—chlorbenzen-
sulfonan a p-toluensulfonan; a soli anorganickych kyselin jako je hydrochlorid, hydrobromid,
hydrojodid, siran, kysely siran, hemisulfdt, thiociranit, persiran a soli Kkyseliny fosforedné
a sirové. Vyhodné jsou soli kyseliny chlorovodikové.

SlouCeniny obecného vzorce I mohou byt izolovany ve formé& hydratu. Slougeniny podle
vynalezu mohou byt izolovany v krystalické formé, vyhodné jako homogenni krystaly a proto se
dalsi pfedmét vyndlezu tyka sloudeniny obecného vzorce I, kterd se nachédzi v zasadé &isté
krystalické formé&, zahrnujici vice nez 70 %, vyhodné vice neZ 90 % homogenniho krystalického
materialu, napfiklad vice nez 95 % homogenniho krystalického materilu.

Slou€eniny podle vynalezu jsou obzvlasté vhodné k oralnimu podavéni, ale mohou byt také
podavany rektaln€, vaginalng, nasilng, topicky, transdermilné nebo parenteralng, naptiklad
intramuskularng, intraven6zn€¢ nebo epiduralng. Sloudeniny mohou byt podivany samotné,
napiiklad v kapsli, ale obecné jsou podavany spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo
fedidlem. Vyndlez se také tyka zpisobu pfipravy farmaceutickych kompozic, obsahujicich
slou¢eninu obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil spole&né s farmaceuticky
pfijatelnym nosi¢em nebo vehikulem.
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Orélni ptipravky jsou vyhodné pfipraveny v jednotkové davkové form& jako jsou kapsle nebo
tablety, pouZivajici konventni nosi¢e nebo vazebné pfisady jako je stearan hofednaty, k¥ida,
Skrob, laktéza, vosk, guma nebo Zelatina. Mohou byt pouZity liposomy nebo syntetické nebo
pfirodni polymery jako je HPMC nebo PVP, aby byl vytvofen pfipravek s prodlouZzenym
uvoliiovanim. Alternativné pfipravek miiZe byt podévéan jako nosni nebo o&ni kapky, sirup, gel
nebo krém, zahrnujici roztok, suspensi, emulsi olej ve vod& nebo voda v oleji, a to v konvendnich
vehikulech jako je voda, fyziologicky roztok, ethanol, rostlinny olej nebo glycerin, pop¥ipadé
s ochucovacim a/nebo konzerva&nim a/nebo emulsifika¥nim &inidlem.

SlouCeniny podle vynalezu mohou byt podavany v denni ddvce obecné vrozmezi 0,1 aZ
200 mg/kg/den, vyhodné 0,5 az 100 mg/kg/den, vyhodn&ji 10 az 50 mg/kg/den, napiiklad 10 aZz
25 mg/kg/den. Typicka davka pro normélni dospélou osobu bude zhruba 50 aZ 500 mg, naptiklad
30 mg, jednou nebo dvakrat za den pro herpes, infekci a 2 aZz 10 nasobek této davky pro infekci
HIV.

Jak je obvyklé pfi antivirlnim lé¢eni, slouCeniny podle vynilezu mohou byt podavany
v kombinaci sjinymi antivirdlnimi ¢inidly, jako je acyklovir, velcyklovir, penciclovir,
famciclovir, ganciclovir a jejich prekurzord, cidofovir, foscarnet a podobné pro indikaci herpes
a AZT, ddl, ddC, d4T, 3TC, foscarnet, ritonevir, indinavir, saquinavir, delaviridin, Vertex
VX 478, Agouron AG1343 a podobné pro retroviralni indikace.

SlouCeniny podle vynalezu mohou byt pfipraveny od zalatku nebo esterifikaci vychozi H2G
slouCeniny, ktera je pfipravena napfiklad syntézou popsanou v Evropském Patentu EP 343 133,
ktery je zahrnut jako reference. Typické reakeni schéma pro pfipravu H2G je uvedeno dale:

Kondenzace v kroku 1 je typicky provadéna s bazickym katalyzitorem, jako je NaOH nebo
Na,COs, vrozpoustédle jako je DMF. Krok 2 zahrnuje redukci, kterda miiZe byt provadéna
LiBH,/tetrahydrofuranem v rozpoustédle jako je zerc.~BuOH. Substituce chloru v kroku 3 amino
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skupinou miiZe byt providéna pod tlakem s amoniem. Krok 4 pouZiv4 adenosin deaminazu, ktera
miZe byt vyhodné imobilizovana na pevném nosi€i. Ochlazovani reakéni smési dovoluje, aby
nezreagovany izomericky prekurzor zistal v roztoku, &im% se zvysi &istota.

Vychozi materidly pro sloueniny podle vynalezu ve kterych R; je atom vodiku mohou byt
pfipraveny jak je popsino v Evropském patentu EP 186 640, jehoZ obsah je zahrnut jako
reference. Tyto vychozi materidly mohou byt acylovany jak je dale popsano pro H2G, poptipadg
po ochrané purinové 2-amino skupiny konven&ni N—ochrannou skupinou, jak je definovéano
vy3e, obzvlasté BOC (terc—~BuO-CO-), Z (BnO~CO-) nebo Ph;C—.

Slouteniny podle vynalezu mohou byt pfipraveny H2G jak je popsdno niZe ve Schématech
AaB.

A. Pfimy zpusob acylace

Schéma A

G NHPG G
( . 0 .

H Q N

~ OH OH

NHPG G /
R O, Y
0 N

J\ Deprotekce
07 "R, ——Vzorec|

Schéma A ukazuje pfipravu slougeniny ve které R, je odvozen od aminokyseliny a R; je odvozen
od mastné kyseliny, ale opainé schéma je pouZitelné na sloudeniny, ve kterych R, je odvozen od
mastné kyseliny a R; je odvozen od esteru aminokyseliny. V konkrétni varianté znizornéné ve
schématu A uvedeném vyse je g guanin nebo 6-deoxyguanin. PG je pfipadna ochranna skupina
nebo atom vodiku, R;* je valinovy nebo izoleucinovy postranni fetézec a R,* je fetézec mastné
kyseliny. Jako vychozi materidl je vySe zndzorndn H2G, ale miZe jim byt pfirozené H2G
chranény v poloze R; nebo 2 purinovy konven&ni N—ochrannou skupinou (neni znizornéna).
H2G (derivét) reaguje v prvnim kroku s aktivovanym derivitem R, o~aminokyseliny, jak je dale
popsano niZe, v rozpoustédle jako je dimethylformamid nebo pyridin, coz d4 monoacylovany
produkt. R; o—aminokyselina miZe byt vhodné N—chrangna pomoci N-BOC nebo N-CBz
a podobné. Za fizenych podminek miZe byt prvni acylace provedena tak, aby pfevaZné nastivala
v postrannim fet€zci 4-hydroxy skupiny na postrannim fet¥zci H2G. Tyto fizené podminky
mohou byt dosaZeny napiiklad ovlidinim koncentrace reagentli nebo rychlosti ptidavani,
obzvla§té acylatniho ¢inidla, sniZenim teploty nebo volbou rozpoustddla. Reakce mize byt
nasledovana TLC pro monitorovéni fizenych podminek.

Po &idténi jsou R; monoacylované sloudeniny déle acyloviny na postrannim fetdzci 2-CH,OH
skupiny vhodnym derivitem aktivované mastné kyseliny, coz d4 diacylované produkty pouZitim
podobnych procedur jako v prvnim esterifikaénim kroku. Diesterové produkty jsou nisledné
podrobeny konven¢nimu deproteénimu pisobeni napiiklad trifluoroctovou kyselinou, HCl(aq)/-

-10-
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dioxanem nebo hydroxygenaci v pfitomnosti katalyzatoru, coz da pozadovanou sloueninu
obecnému vzorci I. Sloudenina miZe byt ve formé soli v zavislosti na podminkach deprotekce.

Aktivovany R,/R, derivat kyseliny, pouZity v riznych acylacich miZe zahrnovat naptiklad halid
kyseliny, anhydrid kyseliny, aktivovany ester kyseliny nebo kyselinu v p¥itomnosti vazebného
reagentu, napiiklad dicyklohexylkarbodiimidu, kde ,.kyselina“ v kazdém z piipadii predstavuje
odpovidajici Ry/R, aminokyselinu nebo R;/R, mastnou kyselinu. Representativni aktivované
derivaty kyselin zahrnuji chlorid kyseliny, smiSené anhydridy odvozené do kyseliny mravenci
a octové, anhydridy odvozené od alkoxykarbonyl halidii jako je izobutyloxykarbonyl-chlorid
a podobné, estery odvozené od N-hydroxysukcin—amidu, estery odvozené od N-hydroxy-
ftalimidu, estery odvozené od N-hydroxy—5—norbornen—2,3—dikarboxamidu, estery odvozené od
2,4,5—trichlorfenolu a podobné.

B. Reakce s ochrannou 4-hydroxy skupiny postranniho fetézce:

Schéma B

o R o R
.
G

——  \/zorec |

OYO\/\) Deprotekce

ve kterém g, PG, R;* a R,* jsou jako bylo popséno pro schéma A.

Schéma B bylo exemplifikovano s odvolanim na pfipravu slouceniny, ve které R; je odvozen
z aminokyseliny a R, je odvozeno z esteru mastné kyseliny, ale opaéné schéma je aplikovatelné
na sloudeniny, ve kterych R, je odvozen z aminokyseliny a R, je odvozen z mastné kyseliny.
Toto schéma spodiva v mistné selektivni ochrané 4-hydroxy skupiny postranniho fetézce H2G
objemnou skupinou. Ve schématu B uvedeném vySe je skupina zndzorn€na jako terc.butyl-
difenylsilyl, ale mohou byt pouZity jiné mistné selektivni ochranné skupiny jako je trityl,
9—(9—fenyl)xanthenyl, 1,1-bis(4—methylfenyl)-1'-pyrenylmethyl. Vysledny produkt je acylovan

-11 -
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v 2-hydroxymethyl skupin& postranniho fetézce pouZitim podobnych reagentii a zptisobi, jako to
bylo popsano pro schéma A uvedené vySe, ale ve kterém aktivovany derivat kyseliny je R,
mastna kyselina, napfiklad chlorid kyseliny myristové, stearové, olejovém elaidové a podobné.
Tedy monoacylované slou€eniny jsou podrobeny odpovidajicimu odstranéni ochranné skupiny,
ktera odstrani 4-hydroxy ochrannou skupinu postranniho fetézce, coz mize byt provedeno
vysoce selektivné s takovymi reagenty jako jsou v zavislosti na mistn€ selektivni ochranné
skupiné HF/pyridin a podobné a manipulaci sreakénimi podminkami, jako je koncentrace
reagentl, rychlost jejich pfiddvani, teplota a rozpoustédlo apod., jak bylo fe€eno vyse. Volna
4-hydroxy skupina postranniho fetézce je acylovana aktivovanou o—aminokyselinou podobnym
zplsobem, jak bylo popsano v Schématu A, uvedeném vyse.

Dalsi techniky pro vytvofeni esteru aminokyseliny Ri/R,, napiiklad v Schématech A, B, C nebo
D, uvedenych v této ptihlaSce, zahrnuje zpisob uZivajici 2—oxa—4—aza—cykloalkan—1,3—dion,
popsany v mezinarodni patentové pfihlasce €. WO 94/29311.

Dalsi techniky pro vytvorfeni esteru mastné kyseliny R;/R,, napfiklad v Schématech A, B, C nebo
D, uvedenych vtéto pfihlaSce, zahrnuji enzymatickou cestu popsanou v Preparative
Biotransformations 1,11,8 (Ed S M Roberts, J Wiley a Son, NY. 1995) s lipdzou jako je SP 435
imobilizovand Candida antarcticus (Nova Nordisk), prase¢i pankreatickd lipdza nebo lipaza
Candida rugosa. Enzymatickd acylace je obzvlasté vhodna pokud je poZadovano vyloucit
N-ochranu a odstratiovani ochranné skupiny na dalSich acylovanych skupinich nebo purin
2—aminu.

Alternativni zpiisob pfipravy slouCeniny obecného vzorce R; je atom vodiku spo¢iva v é—aktivaci
odpovidajici guaninové slou€eniny obecného vzorce I (ve kterém aminokyselinovy ester skupiny
Ri/R; je popfipadé chranény konvenni N-ochrannou skupinou, jako je BOC) s aktiva&ni
skupinou jako je atom halogenu. Aktivovany 6—purin je tedy ndsledn€ redukovan na purin,
napiiklad pomoci paladiového katalyzitoru a zbaveny ochrany, aby se ziskal pozadovany
6~deoxy H2G diester.

Dalsi pfedmét vynalezu se proto tyka zpusobu pfipravy slou¢enin obecného vzorce I zahrnujici

a) ptipadnou ochranu purinovych poloh 2 a/nebo 6 slouteniny obecného vzorce I, ve kterém R,
a R, jsou kazdy atom vodiku, N~ochrannou skupinou;

b) mistn& selektivni acylace slouCeniny obecného vzorce 1 v 4-hydroxy skupiné postranniho
fetézce bud’

i) poptipadé N—chrianénou valinovou nebo izoleucinovou skupinou, nebo

ii) popfipadé substituovanym, nasycenym nebo mononenasycenym Cs—C,;COOH
derivatem, nebo

iii) mistné selektivni ochrannou skupinou;
¢) acylace 2-hydroxymethyl skupiny v postrannim fetézci
i) poptipadé N—chranénou valinovou nebo izoleucinovou skupinou, nebo

ii) popfipadé substituovanym, nasycenym nebo mononenasycenym C;—C; COOH
derivatem,;
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d) nahrazeni mistn€ selektivni ochranné skupiny v R, pokud je pfitomna,
i) poptipadé N—chran&nou valinovou nebo izoleucinovou skupinou; nebo

ii) popfipad¢ substituovanym, nasycenym nebo mononenasycenym C;~C,COOH
derivatem; a

e) zbaveni vysledné slou€eniny ochrannych skupin v pfipadé potieby.

Schéma A a B uvedend vySe vyuZivaji selektivni acylace na pfidani esteri aminokyseliny
amastné kyseliny po krocich. Alternativni zptisob pfipravy sloudeniny obecného vzorce I
vychazi z diacylovaného H2G derivatu, ve kterém jsou ob& acylové skupiny stejné a pouziva
selektivni odstranéni jedné acylové skupiny, €imZ se ziskd monoacylovy meziprodukt, ktery je
potom acylovan druhou, odlinou acylovou skupinou stejné jako ve Schématech A a B
uvedenych vyse. ‘

V souladu s tim dal3i pfedmé&t vynélezu se tyka zpuisobu pfipravy slou€eniny obecného vzorce I,
jak byla definovana vySe, pficemz zptisob zahrnuje

A) monodeacylaci diacylované slouceniny obecného vzorce I, ve které R; a R; jsou oba
valylovy nebo izoleucylovy ester (ktery je popfipadé N—chranény) nebo jsou R; a R; oba
—C(=0)C5—C,; nasyceny nebo mononenasyceny popfipadé substituovany alkyl; a

B) acylace takto uvolnéné 4-hydroxy skupiny postranniho fetézce nebo 2-hydroxymethyl
skupiny postranniho fetézce odpovidajicim valylem, izoleucylem nebo skupinou
~C(=0)C;—C;; nasyceny nebo mononenasyceny popiipadé substituovany alkyl; a

C) odstranéni ochrannych skupin v pfipadé potteby.
Tento alternativni zplisob ma vyhodu, Ze pfiprava diacylovaného H2G derivitu je snadna

a vyZaduje malé nebo zadné kroky ¢isténi. Selektivni odstranéni pouze jedné acylové skupiny
diacylovaného H2G derivatu miize byt dosaZeno manipulaci s reakénimi podminkami, obzvlasts

~

2

ve kterém R; a R, jsou valyl nebo izoleucyl (které jsou poptipadé N-chranéné) nebo
~C(=0)C5;—C;; nasyceny nebo mononenasyceny popifipadé substituovany alkyl; a R; je OH
nebo H. .

Pro usnadnéni syntézy na této alternativni cesté je vyhodné, Ze R; a R, jsou oba piivodn&

identické a jsou nejvyhodnéji stejny ester aminokyseliny. Takovy diaminokyselinovy ester je
obecné N-—chranény v pribéhu jeho pfipravy a miZe byt pouzit pfimo vtomto stavu
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v selektivnim deacylaénim kroku. Alternativné takovy N—chranény diaminoacylovany H2G
derivat miiZe byt zbaven ochrannych skupin a popfipadé znovu opatfeny chranicimi skupinami
jak je popsino dale. Nechrinény diaminoacylovy H2G derivat tedy zahrnuje jednu
z nasledujicich sloucenin:

(R)-9-[2(L~izoleucyloxymethyl}-4—(L—izoleucyloxy)butyljguanin,
(R)-9-[2~L-valyloxymethyl)-4—(L—valyloxy)butyl]guanin.
(R)-2—amino—9—[4—(L-izoleucyloxy)-2—(L—izoleucyloxymethyl)butyl}purin, a
(R)-2—amino—9-[4—(L—valyloxy)-2—(L—valyloxymethyl)butyl]purin.

Tyto nechranéné H2G diacylované derivity mohou byt pfimo vystaveny selektivni deacylaci
jedné zacylovych skupin (typicky acyl vpoloze 4 postranniho fetézce) nasledované
enzymatickou acylaci uvolnéné 4-hydroxy jak bylo popsino vySe. Alternativné miZe byt
nechranény H2G diacylovany derivat znovu opatfen chranicimi skupinami a potom vytaven
selektivni deacylaci, nasledované konven&ni acylaci estery mastnych kyselin, jak je popsano ve
Schématech A a B. Vyhodné je takovy krok opétné ochrany proveden s odliSnou N—ochrannou
skupinou, kterd ma vhodné vlastnosti pro nédslednou acylaci. Napiiklad je vyhodné pouzit
lipofilni N-ochrannou skupinu, jako je Fmoc, pokud je pfipravovan diaminokyselinovy H2G
derivat, nebot’ lipofilni povaha ochranné skupiny napomahé separaci acylovanych produkti. Na
drubé strang je lipofilni povaha Fmoc malo uZite¢na, pokud se provadi acylace mastnou
kyselinou a tedy je vyhodné opatfit diacylovany H2G alternativni N—ochrannou skupinou jako
je BOC.

Je také zfejmé, Ze priprava slouteniny obecného vzorce I miZe zadit novym monoacylovanym
meziproduktem kroku b i), ii) nebo iii) ve vySe definovaném prvnim zpiisobu podle pfedmétu
vynélezu. Tyto slou¢eniny jsou tedy obecného vzorce:

ve kterém jeden zR; a R, je

i) —C(O)CH(CH(CH;),NH, nebo —C(O)CH(CH(CH;)CH,CH;)NH,

ii) —C(=0)C;—C;; nasyceny nebo mononenasyceny popfipadé substituovany alkyl, nebo
iii) mistné selektivni ochranna skupina;

druhy z R, a R, je atom vodiku;

aR; je OH nebo H;
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Pouzitelné slouceniny tedy zahrnuji:

(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(terc—butyldifenylsilyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(trityloxy)butyl]jguanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—9—(9—fenyl)xanthenyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(1,1~bis(4-methylfenyl)~1'—pyrenylmethyloxy)butylJbuanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(dekanoyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(dodekanoyloxy)butyl]guanin,
(R)}-9-[2-hydroxymethyl-4—(tetradekanoyloxy)butyl}guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(hexadekanoyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(oktadekanoyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(eikosanoyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(dokosanoyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[4-hydroxy—2—(dekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4-hydroxy—2—(dodekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4~hydroxy—2—tetradekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4-hydroxy—2—(hexadekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4-hydroxy—2—(oktadekanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4-hydroxy—2—(eikosanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[4-hydroxy—2—(dokosanoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2-hydroxymethyl4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-{2-hydroxymethyl)}-4—L-izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[4-hydroxy—2—(L-izoleucyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-{4-hydroxy—2—(L~valyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-2-amino—9-[2-hydroxymethyl-4—(L—-valyloxy)butyl]purin,
(R)-2—-amino-9-[2-hydroxymethyl)-4—(L—izoleucyloxy)butyl]purin,
(R)-2-amino~9-[4-hydroxy—2—(L—-izoleucyloxymethyl)butyl]purin, a
(R)-2-amino-9-[4-hydroxy—2—(L—valyloxymethyl]butyl]purin.

Meziprodukty smistné selektivné chranénou 4-hydroxy bo&niho fetézce zkroku c) vyse
opsaného prvniho zpiisobu podle pfedmétu vynalezu jsou také nové sloudeniny.

Pouzitelné slouceniny tedy zahrnuji:

(R)-9-{2-dekanoyloxymethyl-4—(terc.~butyldifenylsilyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2—dodekanoyloxymethyl-4—(terc.—butyldifenylsilyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2-tetradekanoyloxymethyl-4—(terc.—butyldifenylsilyl)butyl]guanin,
(R)-9-{2-hexadekanoyloxymethyl-4—(terc.—butyldifenylsilyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2—-oktadekanoyloxymethyl-4—(terc.~butyldifenylsilyl)butyl]guanin,
(R)}-9-{2—eikosanoyloxymethyl-4—(terc.—butyldifenylsilyl)butyl]guanin,
(R)}-9-[2—dokosanoyloxymethyl-4—(ferc ~butyldifenylsilyl)butyl]guanin,

Alternativni zpdsob pfipravy slou¢enin podle vynélezu obecného vzorce I, ve kterém R; je -OH
je znazornén ve Schématu C.
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S odvolinim na Schéma C, malonan 1 (R4 a Rs jsou niZ§i alkyl nebo benzyl a podobng) je
alkylovany reakci s od zhruba 0,5 do zhruba 2,0 molarnich ekvivalentd acetalu 2 (Rg a R; jsou
niz3i alkyl nebo benzyl a podobné nebo R a R, spolu vytvafeji -CH,CH;— nebo —CH,CH,CH,~
nebo ~CH,CH,CH,CH;—a X je §tépitelna skupina (napfiklad C1, Br nebo J nebo sulfonat jako je
methansulfonat, trifluormethansulfondt, p~toluensulfonat, benzensulfonit a podobng)) v pfito-
mnosti od zhruba 0,5 do zhruba 2,0 molarnich ekvivalenti baze (naptiklad terc.—butoxid draselny
nebo ethoxid sodny nebo NaH nebo KH a podobné&) v inertnim rozpouitédle (napiiklad DMF
nebo THF nebo dioxan nebo dioxolan nebo N-methylpyrrolidon a podobné) pfi teploté od zhruba
—40 °C do zhruba 190 °C, coz da alkylovy malonan 3.

Redukce 3 od zhruba 0,5 do zhruba 4,0 molarnich ekvivalenti esteru alkohol redukujicim
Cinidlem (naptiklad LiBH,; nebo Ca(BH,);, nebo NaBH, nebo LiAlH, a podobng) v inertnim
rozpoudtédle (naptiklad THF nebo methyl ferc~butyl ether nebo terc—BuOH a podobng) pii
teploté od zhruba ~20 °C do zhruba 100 °C dava diol 4. Enzymaticka esterifikace 4 reakci s od
zhruba 1,0 do zhruba 20,0 molérnich ekvivalent vinyl esteru 5 (Rg je C;~C3; nasyceny nebo
nenasyceny popiipadé substituovany alkyl) v pfitomnosti lipazy (napiiklad Lipase PS-30 nebo
Lipase PPL nebo Lipase CCL a podobné) dava poZadovany stereoizomer esteru 6. Tato reakce
miZe byt provadéna bez rozpoustédla nebo v pfitomnosti inertniho rozpoustédla (naptiklad
methyl ferc-butyl ether nebo toluen nebo hexan a podobng). Reakce je provadéna pti teploté od
zhruba -20 °C do zhruba 80 °C.

Alkoholovy substituent 6 je konvertovin na Stépitelnou skupinu (napfiklad halogen nebo
sulfonat) reakci s halogenaénim ¢&inidlem (napfiklad NBS/P (Ph)s nebo NCS/P (PH); nebo POC 3
nebo NCS/P(Ph);/Nal v acetonu a podobné€) v inertnim rozpoustédle (naptiklad methylenchlorid
nebo toluen nebo ethylacetit a podobné) nebo reakci s od zhruba 0,8 molarnich ekvivalenti do
zhruba 2,0 molarnich ekvivalenti sulfonylhalidu (naptiklad benzensulfonylchlorid, toluen-
sulfonylchlorid nebo methansulfonylchlorid a podobné&) v pfitomnosti od zhruba 1,0 do zhruba
4,0 molérnich ekvivalentii baze (napfiklad triethylamin nebo uhliditan draselny nebo pyridin nebo
dimethylaminopyridin nebo ethyldiizopropylamin a podobn&) v inertnim rozpoustédle (napiiklad
methylenchlorid nebo toluen nebo ethylacetit nebo pyridin nebo methyl terc.butyl ether
a podobn€) pfi teplot€ od zhruba —25 °C do zhruba 100 °C coZ d4 ester 7. (X; je halogen nebo
sulfonétova $tépitelna skupina).

Reakce produktu 7 s od zhruba 0,9 do zhruba 2,0 molarnich ekvivalentd 2—~amino—4—chlorpurinu
8 v pfitomnosti od zhruba 1,0 do zhruba 6,0 molarnich ekvivalent baze (napfiklad uhligitan
draselny nebo NaH nebo KH nebo NaOH nebo KOH nebo lithium diizopropylamid a podobné)
v inertnim rozpoustédle (napiiklad DMF nebo THF) nebo acetonitril nebo N-methylpyrrolidon
nebo ethanol a podobng) pfi teplot€ od zhruba —25 °C do zhruba 140 °C dava substituovany
purin 9.

Alternativn€ Mitsunobu navazani (napfiklad P(Ph)s/diethyl azidokarboxylat) alkohol 6 na
2—amino—4—chlorpurin 8 dava 9.

Reakce produktu 9 s od zhruba 2,0 do zhruba 20 molarnich ekvivalentii alkoholu RyOH (Ry je
alkoholova ochranna skupina jako je benzyl a podobné&) v pfitomnosti od zhruba 1,0 do zhruba
6,0 molarnich ekvivalenti baze (napiiklad terc.butoxid draselny nebo uhliditan draselny nebo
NaH nebo KH nebo lithium diizopropylamid a podobné) v inertnim rozpoustédle (naptiklad THF
nebo DMF a podobné) pfi teploté od zhruba —25 °C do zhruba 150 °C dava alkohol 10.

Odstranéni alkoholové ochranné skupiny Ry produktu 10 (napiiklad by katalytickd hydrogenace
v inertnim rozpoustédle jako je ethanol nebo benzyl alkohol nebo methanol nebo THF a podobné
v pfitomnosti katalyzatoru hydrogenace jako je Pd/C nebo Pd(OH), a podobn&) dava substituova-
ny guanin 11.
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Esterifikace produktu 11 reakci sa) od zhruba 0,8 do zhruba 2,0 molarnich ekvivalentd
R;0COOH a vazebného ¢inidla (napfiklad DCC/DMAP) a podobné v inertnim rozpoustédle
(naptiklad THF nebo DMF a podobn&) nebo b) od zhruba 0,8 do zhruba 2,0 molarnich
ekvivalentii aktivovaného derivitu R;0COOH (naptiklad chlorid kyseliny nebo N-hydroxy-
sukcinimid ester nebo R;,C(O)OC(O)R;o a podobng) v pfitomnosti od zhruba 0 do zhruba
3,0 moldrnich ekvivalentii baze (naptiklad pyridin nebo triethylamin nebo ethyldiizopropylamin
nebo DBU nebo uhli¢itan draselny na podobné) v inertnim rozpoustédle nap¥iklad methylen-
chlorid nebo THF nebo pyridin nebo acetonitril nebo DMF a podobn&) pfi teplotd od zhruba
—25 °C do zhruba 100 °C dava ester 12.

Acetylovy substituent produktu 12 je zbaveny ochrany a vznikly aldehyd je redukovan nejprve
reakci 12 sod zhruba 0,1 do zhruba 10,0 molarnich ekvivalentd kyseliny (napfiklad trifluor-
methansulfonova kyselina nebo HCI nebo kyselina octova nebo kyselina sirova a podobng)
v inertnim rozpoustédle (naptiklad THF/H,O nebo methylenchlorid/H,O nebo ethylacetat/H,O
nebo ethanol/H,0 nebo methanol/H,O a podobn&) pti teploté od zhruba —25 °C do zhruba 0,1 do
zhruba 10,0 moldrnich ekvivalenti baze (maptiklad kysely uhliditan sodny nebo uhligitan
draselny nebo triethylamin nebo pyridin nebo KOH a podobng), dodateéné inertni rozpougtsdlo
(naptiklad THF a nebo methylenchlorid nebo ethylacetit nebo methyl terc.butyl ether nebo
izopropanol a podobng) a od zhruba 0,3 do zhruba 5,0 moldmich ekvivalenti aldehydového
reduk&niho ¢inidla (napfiklad borohydrid sodny nebo RaNi/H, a podobn&) pfi teploté od zhruba
~25 °C do zhruba 100 °C, coZ d4 alkohol 13.

Reakce produktu 13 s od zhruba 0,8 do zhruba 3,0 molarnich ekvivalenti N—chranéné amino-
kyseliny P\NHCH(R;;)COOH nebo jejiho aktivovaného derivitu (P, je N-ochranna skupina
aRy; je izopropyl nebo izobutyl) v inertnim rozpoustédle (napfiklad THF nebo dioxan nebo
dioxolan nebo DMF nebo methylenchlorid a podobn&) pfi teploté od zhruba 25°C do zhruba
100 °C dava alkohol 14. Odstranéni N—ochranné skupiny produktu 14 dva slougeninu podle
vynélezu obecného vzorce I, ve kterém R; je —OH.

Alternativn€ slouCenina 13 miZe byt ponechdna reagovat se symetrickym anhydridem,
odvozenym z P;NHCH(R;;)COOH (i.e. P;NHCH(R,;)C(O)-C(O)CH(R;;)NHP,), coZ d4 1, ve
kterém R; je OH.

Dal3i alternativni zplisob pfipravy slougeniny ve které R; je <OH, je znizorn&n na Schématu D.
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Malonan 1 (R4 a Rs jsou niZ8i alkyl nebo benzyl a podobné) je alkylovany s od zhruba 0,5 do
zhruba 2,0 molarnich ekvivalenti etheru 15, ve kterém X je §t&pitelna skupina (naptiklad C1, Br
nebo J, nebo sulfonat jako je mathan sulfonat, trifluormethansulfonat, p-toluensulfonét, benzen-
5 sulfonat a podobné) a R., je -CH(Ph),, ~C(Ph); nebo —Si(terc.Bu)(Me), a podobné (Ph = fenyl)
v pfitomnosti od zhruba 0,5 do zhruba 2,0 molamich ekvivalenti baze (napiiklad terc.butoxid
draselny nebo ethoxid sodny nebo NaH nebo KH a podobné) v inertnim rozpoustédle (napfiklad
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DMF nebo THF nebo dioxan nebo dioxolan nebo N-methyl pyrrolidinon a podobng) pfi teploté
od zhruba —40 °C do zhruba 190 °C, coz d4 alkylovany malonan 16.

Redukce produktu 16 od zhruba 0,5 do zhruba 4,0 molarnich ekvivalenti esteru s alkohol
redukujicim ¢inidlem (napfiklad LiBH, nebo Ca(BH4), nebo NaBH, nebo LiAlH, a podobné)
v inertnim rozpoustédle (napfiklad THF nebo methyl terc.butyl ether nebo ethanol nebo
terc.butanol a podobng&) pii teplot® od zhruba —20°C do zhruba 100°C dava diol 17.
Enzymaticka esterifikace 17 reakci s od zhruba 1,0 do zhruba 20,0 molarnich ekvivalentit vinyl
esteru 3 (Rs je C;—Cy nasyceny nebo mononenasyceny popfipadé substituovany alkyl)
v piitomnosti lipazy (naptiklad Lipase PS-30 nebo Lipase PPL nebo Lipase CCl a podobng) nebo
fosfolipazy (napfiklad fosfolipiza D a podobng) dava pozadovany stereoizomer esteru 18.
Reakce muZe byt providéna bez rozpoustddla, nebo v pfitomnosti inertniho rozpoustédla
(napfiklad methy! terc.butyl nebo ether nebo toluen nebo hexan a podobng). Reakce je provadéna
pfi teploté od zhruba —20 °C do zhruba 80 °C.

Alkoholovy substituent produktu 18 je konvertovin na ¥t&pitelnou skupinu (nap¥iklad halogen
nebo sulfonét) reakci s halogena¢nim &inidlem (naptiklad NBS/P(Ph); nebo NCS/P (Ph); nebo
POC,3 nebo NCS/P(Ph);/Nal v acetonu a podobné) v inertnim rozpoustédle (napiiklad methylen-
chlorid nebo toluen nebo ethylacetit a podobn&) nebo reakci sod zhruba 0,8 molarnich
ekvivalentii do zhruba 2,0 molarnich ekvivalentii sulfonylhalidu (naptiklad benzensulfonyl-
chlorid, toluensulfonylchlorid nebo methansulfonylchlorid a podobng&) v p¥itomnosti od zhruba
1,0 do zhruba 4,0 molérnich ekvivalentii baze (napiiklad triethylamin nebo uhliditan draselny
nebo pyridin nebo methyl terc.butyl ether a podobné) pfi teploté od zhruba —25 °C do zhruba
100 °C, coZ da ester 19. (X; je halogen nebo sulfonatova $tépiteln4 skupina).

Reakce produktu 19 sod zhruba 0,9 do zhruba 2,0 molarnich ekvivalenti 2—-amino—4—chlor-
purinu 8 v pfitomnosti od zhruba 1,0 do zhruba 6,0 molamich ekvivalentii béze (naptiklad
uhli¢itan draselny nebo NaH nebo KH nebo NaOH nebo KOH nebo lithium diizopropylamid
a podobn¢) v inertnim rozpoustédle (napiiklad DMF nebo THF nebo acetonitril nebo N-methyl-
pyrrolidon nebo ethanol a podobn&) pfi teploté od zhruba —25°C do zhruba 140 °C dava
substituovany purin 20.

Alternativné Mitsunobu navazani (napfiklad P(PH)s/diethyl azidokarboxylat) alkoholu 18 na
2-amino—4—chlorpurin 8 dava 20.

Reakce produktu 20 s od zhruba 2,0 do zhruba 20,0 molarnich ekvivalenti alkoholu RyOH (R, je
alkoholov4 ochranné skupina jako je benzyl a podobng&) v ptitomnosti od zhruba 1,0 do zhruba
6,0 molarnich ekvivalentli béze (napfiklad terc.—butoxid draselny nebo uhligitan draselny nebo
NaH nebo KH nebo lithium diizopropylamid a podobng) v inertnim rozpoustédle (napiiklad THF
nebo DMF a podobné) pfi teploté od zhruba —25 °C do zhruba 150 °C d4v4 alkohol 21.

Odstranéni alkoholové ochranné skupiny Ry produktu 21 (naptiklad by katalyticka hydrogenace
v inertnim rozpoust&dle jako je ethanol nebo benzyl alkohol nebo methanol nebo THF a podobné
v pfitomnosti katalyzitoru hydrogenace jako je Pd/C nebo Pd(OH), a podobn&) dav4 substituova-
ny guanin 22.

Etherovy substituent produktu 23 je zbaven ochrany reakci s a) reduk&nim &inidlem (napfiklad
HCO:H a Pd/C a podobn€), ve kterém Ry, je ~CH(Ph), nebo —C(Ph)s;, nebo b) desilylaénim
Cinidlem (naptiklad Bu,NF a podobné), ve kterém R, je — Si (terc.—Bu)(Me), a podobné, coz
da 13.

Alkohol 13 miiZe byt konvertovan na 1 jak je popsano ve Schématu C.

Dodate¢na alternativa zahrnuje enzymatickou esterifikaci alkoholu 4 nebo 17 vinyl esterem

CH,=CH-OC(O)Ry (tj. Rg = Ryo ve Schématech C a D) pro ptimé zahruti po¥adovaného esteru
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karboxylové kyseliny do 6 nebo 18 do findlnitho produktu 1. To dovoluje eliminaci esterové
hydrolyzy a reesterifikace zahrnuté pfi pfechodu z 9 na 12 nebo z 20 na 23.

Zpusoby podle Schémat C a D jsou charakterizovany faktem, Ze kazdd hydroxylova skupina
acyklického postranniho Fetézce je odliSena pouZitim odli$nych hydroxy ochrannych skupin nebo
prekurzorovych skupin. To dovoluje selektivni acylaci kaZdé zhydroxy skupin bud’ amino-
kyselinou, nebo skupinou mastné kyseliny.

Schéma C a D byla ilustrovdna a popsana s odvolanim a provedeni vynalezu, ve kterém R, je
odvozen od aminokyseliny a R; je odvozen od mastné kyseliny. Je v§ak zfejmé, Ze odpovidajici
opacna schémata lze pouZzit na slou€eniny, ve kterych R, je odvozen od mastné kyseliny a R; je
odvozen od aminokyseliny.

Piehled obrazki na vykresech

Vynalez bude nyni ilustrovan na piikladech s odvolanim na neomezujici ptiklady, srovnavaci
piiklady a doplilujici obrazky, ve kterych:

Obr. 1 znazomuje plastovou uroveiit H2G jako funkci ¢asu u opic cynomolgus, kterym je
podavana slouCenina podle vynalezu nebo alternativni prekurzorovy derivat H2G, jak je dale
vysvétleno v Biologické ptikladu 3; a

Obr. 2 znazoriiuje pieziti jako funkci ¢asu u mysi infikovanych Herpes simplex pfi podavani

riznych davek slouceniny podle vynalezu nebo antiviralnich latek podle stavu techniky, jak je
dale vysvétleno v Biologickém ptiklad 4.

Ptiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

(R)-9-[2-stearoyloxymethyl}-4—L-valyloxy)butyl]guanin

Tento ptiklad ilustruje aplikaci pfipravy podle schématu A.

a) (R)-9-[4-(N—-terc.-butyloxykarbonyl-L—valyloxy)-2—(hydroxymethyl)butyl]guanin.

H2G (5 g, 19,7 mmol) byl rozpustén v DMF (300 ml) za ohfivani a byl ochlazen na teplotu okoli
pfed pfidanim N—terc.—Boc—L—valinu (5,58 g, 25,7 mmol), DMAP (0,314 g, 2,57 mmol) a DCC
(6,52 g, 31,6 mmol). Smés byla michana pfi teploté okoli po 24 hodin a byla potom filtrovan.
Produkt byl chromatografovan na silikagelu a vymyvan CH,Cl,/MeOH, coz dalo 2,4 g poZadova-
ného meziproduktu.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-D¢): & 0,95 (d, gH), 1,47 (s, 9H), 1,5-1,8 (m, 2H), 1,96-2,20
(m, 2H), 3,40 (m, 2H), 3,91 (t, 1H), 4,05 (m, 2H), 4,21 (t, 2H), 4,89 (t, 1H), 6,6 (br s, 2H), 7,27
(d, 1H), 7,75 (s, 1H), 10,7 (br s, 1H).

b) (R)-9-[4—-(N—terc.-Butoxykarbonyl-L-valyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin
Produkt z kroku a) (185 mg, 0,41 mmol) byl rozpustén v pyridinu (5 ml), roztok byl ochlazen

v ledové lazni a byl pfidan stearoylchlorid (179 pl, 0,531 mmol). Roztok byl udrZzovan v ledové
lazni po dobu 2 hodin, potom pfi teploté okoli po dobu 1 h. Potom byl odpafen a chromato-
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grafovan na silikagelu. Déle byl vymyvan smési dichlormethan/methanol, coz dalo 143 mg
pozadovaného meziproduktu.

) (R)—9—[2—(Stearoyloxymethyl)—4—(L—valyloxy)butyl]—guanin.

Produkt zkroku b) (138 mg, 0,192 mmol) byl ochlazen v ledove l4zni a byla pfidana kyselina
trifluoroctova (5 ml). Roztok byl udrzovén v ledové 1azni po dobu 45 minut a byl potom odpafen,
coz dalo olej. Voda (0,5 aZ 1 ml) byl dvakrat pfidéna a odpafena. Residuum bylo jesté jednou
rozpuiténo ve vodé (5 ml), filtrovano a suSeno vymraZenim, coz dalo 148 mg poZadovan¢ho
produktu ve form bistrifluoracetitové soli.

'H NMR (250 MHz, DMSO-d¢): 0,97 (t, 3H), 1,05 (dd, 6H), 1,34 (br s, 28H), 1,59 (m, 2H), 1,80
(n1, 2H), 2,25 (m, 1H), 2,36 (t, 2H), 2,50 (m, 1H), 3,98—4,18 (m, SH), 4,35 (t, 2H), 6,6 (br s, 2H),
8,0 (br s, 1H), 8,4 (br s, 3H), 10,9 (br s, 1H).

Ptiklad 2

(R)—9—(2—(myristoyloxymethyl)—4——(L—valyloxy)butyl] guanin

Slou¥enina v nazvu byla ziskéna ve formé bistrifluoracetatové soli analogicky jako v Pfikladé 1
pouZitim myristoylchloridu namisto stearoylochloridu v kroku b).

'H NMR (250 MHz, DMSO-dg): 3 0,97 (t, 3H), 1,05 (dd, 6H), 1,34 (br s, 20H), 1,57 (m, 2H),
1,78 (m, 2H), 2,24 (m, 1H), 2,35 (t, 2H), 2,51 (m, 1H), 3,97-4,20 (m, SH), 4,36 (t, 2H), 6,8 (br s,
2H), 8,2 (br s, 1H), 8,5 (br s, 3H), 11,1 (br s, 1H). |

Piiklad 3

(R)—9—[2—(oleoyloxymethyl)—4—(L—valyloxylbuty1]guanin

Sloudenina z nazvu byla ziskéna jako bistrifluoroctové siil zpisobem analogickym Pfikladu 1
pouzitim oleylchloridu namisto stearoylchloridu v kroku b).

IH NMR (250 MHz, DMSO—dg): 0,96 (t, 3H), 1,05 (dd, 6H), 1,35 (br, s, 20H), 1,59 (m, 2H),
1,76 (m, 2H), 2,09 )m, 4H), 2,24 (m, 1H), 2,35 (t, 2H), 2,50 (m, 1H), 3,97-4,17 (m, SH), 4,35
(t, 2H), 5,43 (t, 2H), 6,7 (br s, 2H), 8,0 (br s, 1H), 8,5 (br s, 3H), 11,1 (brs, 1H).

Priklad 4
(R)—9—-[2—(butyryloxymethyl)—4—(L—valyloxy)butyl] guanin
a) (R)—9—[4—terc.—butoxykarbonyl——L—valyloxy)—2—(butyryloxymethyl)butyl]guanin

DCC 110 mg, 0,53 mmol) byl rozpudtén v dichlormethanu (10 ml a byla pfiddna kyselina
méselna (82 mg, 0,39 mmol). Po uplynuti 4 hodin pfi teplot& okoli byla smé&s filtrovana a filtrat
byl odpafen. Residuum bylo rozpusténo v pyridinu (5 ml) a byl pfida (R)-9-[4—-(N-terc.butoxy-
karbonyl—L—-valyloxy)—Z—hydroxymethylbutyl]guanin (200 mg, 0,44 mmol) (Pfiklad 1, krok a).
Smés byla michana po dobu 120 hodin pfi teploté okoli. Podle TLC reakce nebyla ukonCena
a bylo vytvofeno vice anhydridu pouZitim procedury uvedené vy3e. Tento anhydrid byl pfidan
asmés byla michina po dobu dal$ich 20 hodin. Reakéni smés byla odpafena a chromato-
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grafovéna nejprve na silikagelu a potom na oxidu hlinitém, v obou pfipadech vymyvan smési
dichlormethan/methanol, coZ dalo 79 mg meziproduktu.

b) (R)—9—[2—(butyryloxymethyl)—4—(L—-valyloxy)butyl]guanin

Meziprodukt kroku a byl zbaven ochrany zpisobem analogickym Ptikladu 1, krok 3, coZ dalo
84 mg pozadovaného produktu ve formé bistrifluoroctové soli.

H NMR (250 MHz, D,0): 8 0,88 (t, 3H), 1,06 (dd, 6H), 1,53 (m, 2H), 1,93 (q, 2H), 2,25 (¢, 2H),
2,36 (m, 1H), 2,60 (m, 1H), 4,06 (d, 1H), 4,14-4,30 (m, 2H), 4,43 (m, 4H), 8,99 (br, s, 1H).

Piiklad 5
(R)—9—[2—(dekanoyloxymethyl)—4—(L—valyloxy)butyl] guanin

Sloudenina z nizvu byla ziskana jako bistrifluoroctova sil zptisobem analogickym Piikladu 1
pouzitim dekanoylchloridu namisto stearoylchloridu v kroku b.

'H NH,R (250 Mz, D;0): 8 0,90 (m, 3H), 1,01 (d, 6H), 1,28 (br, s, 12H), 1,5 (m, 2H), 1.8
(m, 2H), 2,3 (m, 3H), 2,5 (m, 1H), 4,0-4,4 (m, 7H), 8,1 (br s, 1H).

Piiklad 6
(R)—9—[2—dokosanoyloxymethy1—4—(L—valyloxy)butyl] guanin

Slougenina z nizvu byla ziskéna jako bistrifluoroctova sil zpiisobem analogickym Pfikladu 1, ale
pouzitim v kroku b DMAP/DCC podminek Prikladu 1, krok a) ve spojeni s dokosanovou
kyselinou namisto N—terc.—Boc-L-valinu 2 smési DMF a dichlormethanu jako rozpoustédla.

'H NMR (250 MHz, DMSO—ds): 6 0,97 (t, 3H), 1,05 (dd, 6H), 1,34 (brs, 36 H), 1,58 (m, 2H),
1,77 (m, 2H), 2,24 (m, 1H), 2,35 (¢, 2H), 2,50 (m, 1H), 3,97-4,17 (m, 5H), 4,35 (t, 2H), 6,7
(br s, 2H), 8,1 (br, s, 1H), 8,4 (br s, 3H), 11,0 (brs, 1H).

Piiklad 7
R—9—[4—(L—izoleucyloxy)—2—stearoyloxymethyl]butyl] guanin
Tento ptiklad ilustruje aplikace preparativni schéma B.

a) (R)—9—[2—hydroxymethyl—4—(terc.butyldifenylsilyloxy)butyl]guanin H2G (29,8 mmol) byl
spoletn& odpafen dvakrat s bezvodym DMF a byl potom suspendovan v bezvodém DMF
(120 ml) a pyridinu (1 ml). Do suspenze byl pfidan po kapkach terc.-butyldifenylchlorsilan
(2,1 ml, 8,2 mmol) v dichlormethanu (20 ml) pfi teplotg 0 °C po dobu 30 min. Z reakéni smési se
stal po ukondeni pfidavani po kapkach &iry roztok. Reakce pokracovala pti teploté 0 °C po dobu
dvou hodin a byla potom udrZovana pfi teplot€ 4 °C pfes noc. Do reakéni smési byl pfiddn
methanol (5 ml). Po 20 minutéch pfi teploté okoli byla reakéni smés odpafena na maly objem,
vlita na vodny roztok kyselého uhlicitanu sodného a extrahovéna dvakréat dichlormethanem.
Organicka faze byla sulena nad siranem sodnym a odpafena ve vakuu. Produkt byl izolovan
chromatografif na kolong silikagelu pouzitim systému methanol/dichlorethanu a po krocich
zvySovanou MeOH koncentraci. Produkt byl vymyvéan 7% MeOH v CH;Cl,, cozdalo 1,89 g.
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b) (R)-9-[2—(stearoyloxymethyl)-4—(terc.—butyldifenylsilyloxy)butyl]guanin

(R)-9-[2-Hydroxymethyl-4-terc.butyldifenylsilyloxy)butyl]guanin (2,31 g, S mmol) byl dvakrat
spolené odpafen s bezvodym pyridinem a rozpustén v pyridinu (20 ml). Do roztoku byl pomalu
pfidan po kapkach stearoylchlorid (1,86 ml, 5,5 mmol, technicka kvalita) v dichlormethanu
(2 ml) pfi teploté -5 °C. Reakce byla udrZovéna pfi stejné teploté po dobu 1 hodiny a potom pfi
teploté 5 °C po dobu 2 hodin. Reakce byla monitorovana pomoci TLC. Byl pfidan dodatedny
stearoylchlorid (0,29 ml) pfi teploté —50 °C vzhledem k tomu, Ze reakce byla tipln& dokondena.
Po 30 minutéach pfi teplot& 5 °C byl pfidan methanol (3 ml) a reak&ni smés byla michana po dobu
20 min. Smés byla potom vlita na vodny roztok kyselého uhli¢itanu sodného a extrahovina
dichlormethanem. Organickd faze byla suSena a produkt &idtén chromatografii na koloné
silikagelu a po krocich vzriistajicim MeOH, vymyvani pomoci 3,5 % MeOH v CH,Cl, (vytéZek
2,7 9).

¢) (R)-9-[(4-hydroxy—2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin (R)-9-[2—(stearoyloxymethyl)—4—
(terc.-butyldifenylsilyloxy)butyl]guanin (2,7 g, 3,56 mmol) byl rozpuitén vbezvodém THF
(30 ml) a do roztoku byl pfidan fluorovodik—pyridin (1,5 ml). Reakce byla udrZovana pfi teploté
4 °C pfes noc a monitorovana pomoci TLC. Reakce dosahla zhruba 80 % konverze. Byl pfidan
dodate¢ny HF-pyridin (0,75 ml). Po 4 hodinach TLC ukazala, 7e vychozi materidl byl
spotfebovan. Reak¢ni smés byla koncentrovana ve vakuu bez zvySeni teploty a bylo pfidano vice
pyridinu (5 ml) a znovu odpafeno. Produkt byl izolovan chromatografii na koloné silikagelu

(vytézek 1,26 g).
d) (R)9-[4AN-BOC-L-izoleucyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin

(R)-9-[4-Hydroxy—2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin (135 mg, 0,26 mmol) a N-BOC-L~izo-
leucin (180 mg, 0,78 mmol) byly dvakrat spole¢né odpafeny s bezvodym DMF a rozpustény
v témZ rozpoustédle (3,5 ml). Do roztoku byl pfidan 1,3—dicyklohexylkarbodiimid (160 mg,
0,78 mmol) a 4—dimethylaminopyridin (4,8 mg, 0,039 mmol). Po udrZovéani reakce po dobu
18 hodin, byla reak&ni smés filtrovana pfes Celite a zpracovina konvenénim zplisobem. Produkt
byl izolovdn chromatografii na koloné silikagelu, vymyvéani 5 % MeOH v CH,Cl,. (Vyt&Zek
160 mg)

e) (R)9-[4(L-izoleucyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)-butyl]guanin

Na (R)-9-[4-(N-BOC-L—izoleucyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin (150 mg,
0,205 mmol) v kroku d) bylo piisobeno kyselinou trifluoroctovou (3 ml) pfi teploté 0 ° C po dobu
20 min. Roztok byl odpafen ve vakuu. Residuum bylo dvakrat spole¢n& odpafeno s toluenem

a udrZzovano ve vakuu po dobu n€kolika hodin. Residuum bylo rozpusténo v MeOH (2 ml)
a odpateno, coz dalo trifluoroctovou siil jako sklovity produkt (vytéZek 191 mg).

H! NMR (DMSO—d; + D;0): & 8,35 (s, 1H, baze), 4,21 (t, 2H, H-4), 4,10 (d, 2H), 3,96 (d, 2H),
3,90 (d, 1H, izoleucin), 2,48 (m, 1H, H-2), 2,15 (2H, stearoyl), 1,85 (m, 1H, izoleucin), 1,68
(m, 2H), 1,48 (m, 4H), 1,68 (m, 28H), 0,81 (m, 9H).

Ptiklad 8

(R)-9-[2—(dekanoyloxymethyl)}-4—L—izoleucyloxy)butyl]-guanin

Sloucenina z nazvu byla ziskdna jako bistrifluoroctova sil zpisobem analogickym Prikladu 7
pouzitim dekanoylchloridu namisto stearoylchloridu v kroku b).
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'H NMR (DMSO—dq): § 11,1 (s, 1H, NH), 8,35 (s, br, 3H), 8,28 (s, 1H, bze), 6,75 (s 2H, NH,),
4,23 (t, 2H), 4,07 (d, 2H), 4,05 (m, 3H), 2,4 (m, 1H), 2,21 (t, 2H), 1,83 (m, 1H), 1,66 (m, 2H),
1,45 (m, 2H), 1,39 (m, 2H), 1,22 (s, 12H), 0,84 (m, 9H).

Ptiklad 9

(R)-9—+(4L—izoleucyloxy)-2—(myristoyloxymethyl)butyl]guanin

Slou€enina z ndzvu byla ziskdna jako bistrifluoroctova siil zplisobem analogickym Pfikladu 1
pouzitim N-BOC-L-izoleucinu namisto N-BOC-valinu vkroku a) a myristoylchloridu
v kroku b).

'"H-NMR (DMSO—dg): 8 10,99 (s, 1H), 8,34 (br s, 3H), 8,15 (s, 1H), 6,67 (br s, 2H), 4,23 (t, 2H),
4,05 (d, 2H), 3,97 (m, 3H), 2,48 (m, 1H), 2,20 (t, 2H), 1,85 (m, 1H), 1,65 (m, 2H), 1,41 (m, 4H),
1,23 (s, 20H), 0,85 (m, 9H).

Priklad 10

(R)-9-[2—(4-acetylbutyryloxymethyl-4—«(L—valyloxy)butyl]guanin

Sloucenina z nazvu byla ziskana jako bistrifluoroctova siil zpiisobem analogickym Pfikladu 1 ale
pouzitim DCC/DMAP podminek Pfiklad 1, krok a) v kroku b) spolu s 4-acetylmaselnou
kyselinou namisto N—terc.Boc—L-valinu.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 8 1,05 (dd, 6H), 1,77 (m, 4H), 2,19 (s, 3H), 2,24 (m, 1H), 2,36

(t, 2H), 2,44-2,60 (m, 3H), 3,95-4,20 (m, 5H), 4,36 (m, 2H), 6,8 (br s, 2H), 8,21 (br s, 1H), 8,5
(brs, 3H), 11,1 (br s, 1H).

Priklad 11

(R)-9—(2—dodekanoyloxymethyl-4—(L—valyloxy)butyl]guanin
Slou¢enina z nazvu byla ziskana jako bistrifluoroctova siil zpiisobem analogickym Prikladu 1

pouzitim dodekanoyl—chloridu namisto stearoylchloridu v kroku b).

Priklad 12

(R)-9—(2~-palmitoyloxymethyl-4—L—valyloxy)butyl]guanin

Sloucenina z nazvu byla ziskdna jako bistrifluoroctova siil zpiisobem analogickym Piikladu 1
pouzitim palmitoylchloridu namisto stearoylchloridu v kroku b).

'H-NMR (250 MHz, DMSO—dg): 8 0,97 (t, 3H), 1,05 (m, 6H), 1,35 (br s, 24H), 1,58 (m, 2H),

1,78 (m, 2H), 2,25 (m, 1H), 2,35 (t, 2H), 2,51 (m, 1H), 3,97-4,18 (m; 5H), 4,35 (t, 2H), 6,7
(brs, 2H), 8,1 (br s, 1H), 8,5 (br s, 3H), 11,0 (br s, 1H).
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Ptiklad 13
(R)-2—amino-9—(2-stearoyloxymethyl-4—(L—valyloxy)butyl)purin
Tento priklad ukazuje deoxygenaci skupiny R;.

a) (R)-2-Amino-9—(2-stearoyloxymethyl-4—(N—terc.butoxykarbonyl-I—valyloxy)butyl)—6—
chlorpurin:

Do roztoku (R)-9—(2—-stearoyloxymethyl-4—(N—terc.—butoxykarbonyl-L-valyloxy)butyl)guaninu
zkroku 2 Pfikladu 1 (646 mg, 0,9 mmol) a acetonitrilu byl pfidin tetramethylamoniumchlorid
(427 mg, 2,7 mmol), N,N—diethylanilin (0,716 ml, 4,5 mmol) a oxychlorid fosforeény (0,417 ml,
4,5 mmol). Reakce byla udrzovana pfi teplot& zp&tného toku a jeji postup monitorovan pomoci
TLC. Po 3 hodinich byla reakini sm&s odpafena ve vakuu a residuum bylo rozpusténo
v dichlormethanu, potom vlito na studeny vodny roztok kyselého uhliditanu sodného. Organicka
féze byla odpafena a &i§téna chromatografii na koloné silikagelu. Vyt&zek: 251 mg.

H'-NMR (CDCLs): 6 7,76 (1H, H-8), 5,43 (br, 2H, NH,), 4,45-4,00 (m, 7H), 2,53 (m, 1H), 2,28
(t, 2H), 2,12 (m, 1H), 1,75 (m, 2H), 1,59 (m, 2H), 1,43 (9H), 1,25 (m, 28H), 0,96 (d, 3H), 0,87
(m, 6H).

b) (R)-2-Amino-9—2-stearoyloxymethyl-4—+(N—terc.—butoxykarbonyl-L-valyloxy)butyl]-
purin:

Do roztoku (R)-2-amino-9—(2-stearoyloxymethyl-4—(N—terc.~butoxykarbonyl-L-valyloxy)--
butyl)-6—chlorpurinu (240 mg, 0,33 mmol) ve smési methanol/ethylacetit (6 ml, 3:1 V/V) byl
pfidan formiat amonny (105 mg, 1,65 mmol) a 10% palddium na uhliku (15 mg). Reakce byla
udrZovéna pfi teploté zpétného toku po dobu 1 hodiny a byl znovu pfidin formiit amonny
(70 mg). Po jedné hoding dal$i TLC ukézala ukon&eni reakce a smés byla filtrovina pfes Celite
a intenzivné promyvéna ethanolem. Filtrat byl odpafen a ¢i§tén na koloné silikagelu. Vyté¥ek:
193 mg.

H'-NMR (CDCL): 58,69 (s, 1H, H-6), 7,74 (s, 1H, H-8), 5,18 (br, s, 2H, NHj), 4,45-4,01
(m, 1H), 2,55 (m, 1H), 2,28 (t, 2H), 2,10 (m, 1H), 1,75 (m, 2H), 1,60 (m, 2H), 1,43 (s, 9H), 1,25
(s, 28H), 0,96 (d, 3H), 0,87 (m, 6H).

¢) (R)-2-Amino-9—(2-stearoyloxymethyl-4—(L—valyloxy)butyl)purin:

Na (R)-2-amino-9—(2-stearoyloxymethyl-4—(N—terc.—butoxykarbonyl-L~valyloxy)butyl)purin
(180 mg, 0,26 mmol) bylo piisobeno kyselinou trifluoroctovou (5 ml) pfi teplot& 0 °C po dobu
40 min. Smés byla potom odpafena ve vakuu a spolein& odpafena postupné s toluenem
a methanolem Residuum bylo suSenou vymraZenim pfes noc, coZ dalo 195 mg poZadovaného
produktu.

'"H-NMR (DMSO-dq): & 8,78 (s, 1H, H—6), 8,32 (br, 3H), 8,29 (s, 1H, H-8), 4,27 (t, 2H), 4,13

(d, 2H), 3,98 (t, 2H,2H), 3,89 (m, 1H), 2,47 (m, 1H), 2,18 (m, 3H), 1,43 (m, 2H), 1,23 (28H),
0,93 (m, 6H), 0,85 (t, 3H).
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Pfiklad 14
Alternativni pfiprava (R)-9-[4-hydroxy—2—(stearoyloxymethyl)butyl]guaninu

a) Priprava ethyl 4,4—diethoxy—2—ethoxykarbonyl-mlécnanu

E10,C~_-COE
L. OEt
OEt

Terc.butoxid draselny (141,89, 1,11 ekviv.) byl rozpustén v bezvodém DMF (1 1). béhem 5 minut
byl pfidan diethylmalonan (266 ml, 1,54 ekviv.). Béhem 5 minut byl pfidan bromacetaldehyd
diethylacetal (172 ml, 1,14 mmol). Smés byla zahtivana na 120 °C (vnitini teplota) a mich4na pfi
teploté 120 °C po dobu 5 hodin. Smés byla ponechdna ochladnout na teplotu okoli, vlita do vody
(5 ml) a extrahoviana methyl ferc.—butyl etherem (MTBE, 3 x 600 ml). Organicky roztok byl
sufen nad mgSO,, filtrovin, koncentrovan a destilovan (0,5 mm, 95 az 140 °C), coz dalo
pozadovany diester (244 g, 78 %) ve form& bezbarvého oleje.

'H NMR (CDCly3) & 1,19 (t, SH), 1,28 (t, 6H), 2,22 (dd, 2H), 3,49 (m, 2H), 3,51 (t, 1H), 3,65
(m, 2H), 4,20 (qd, 4H), 4,54 (t, 1H).

b) Piiprava 4,4-diethoxy—2—(hydroxymethyl)-butanolu

HO Y OH

e

OEt

LiBH, (zakoupeny roztok, 2M v THF, 22,5 ml) a produkt Pfikladu 14 krok a) (5 g v 15 ml THF,
18,1 mmol) byl zkombinovany a zahiaty na teplotu 60 °C a michany pfi teploté 60 °C po dobu
4 hodin. Reak&ni smés byla ponechina ochladnout na teplotu okoli a reakéni nidoba byla
umisténa v studené vodni lazni. Potom byl pfidan triethanolamin (5,97 ml, 1 ekviv.) takovou
rychlosti, Ze teplota reak&ni smési byla udrzovana v rozmezi 20 az 25 °C. Solanka (17,5 ml) byla
pfidana takovou rychlosti, Ze vyvin plynu byl kontrolovan a smés byla michana po dobu 45 minut
pii teplot& okoli. Vrstvy byly separoviny, organicka vrstva byla promyvana solankou (2 x 15 ml).
Sloudené solankové vrstvy byly extrahovany MTBE (methyl terc.—butyl ether, 3 x 20 ml).
Sloudené organické extrakty byly odpafena a residuum bylo rozpu$téno v MTBE (50 ml)
a promyvano solankou (25 ml). Solankova vrstva byla zpétn€ extrahovdna MTBE (3 x 25 ml).
Sloudené organické extrakty byly suSeny nad Na,SO,, filtrovany a koncetrovany, coz dalo
pozadovany diol (3,369, 15,5 mmol, 97%) ve formé& bezbarvého oleje.

'H NMR (CDCl) § 1,22 (t, 6H), 1,73 (dd, 2H), 1,92 (m, 1H), 2,67 (bs, 2H), 3,52 (m, 2H), 3,69
(m, 2H), 3,72 (m, 4H), 4,62 (t, 1H).
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¢) Ptiprava (2R)-2-acetoxymethyl4,4—diethoxy-butanolu

Do 10 ml bariky s jednim hrdlem byl vloZen produkt Ptikladu 14 krok b) (3,84 g, 20 mmol),
nasledovan pfiddnim vinylacetitu (2,6 g, 30 mmol) a nakonec Lipase PS 30 (69 mg, zakoupené
od (Amano, Lombard, Illinois). Smés byla ponechéna za michani pti teploté okoli po dobu
16 hodin. Postup reakce byl diisledng monitorovan pomoci TLC (2/1 hexan — EtOAc; ozna&eni
pomoci Cey(SOq); a lprava na vyhfivané desce; koeficient retence diolu je 0,1, monoacetitu je
0,3, bisacetatu je 0,75). Reakéni smés byla zfedéna CH,Cl, a filtrovana pres 5 mikronovy filtr.
Filr byl promyvan dal§im CH,Cl,. Filtrit byl potom koncentrovin ve vakuu, coZ dalo
pozadovany produkt.

d) Priprava (2S)-2-acetoxymethyl—4,4—diethoxybutyl toluensulfonatu
07 Y oA

EtO-—‘\/
OEt

Do 100 ml kulaté batiky s jednim hrdlem, vybavené magnetickym michadlem a udrzované pod
N; byl vlozen surovy produkt Ptikladu 14 krok c) (4,62 g, 19 mol), bezvody CH,Cl, (20 ml)
a E;N (5,62 ml, 40 mmol). Do tohoto roztoku byl pfidan tosylchlorid (4,76 g, 25 mmol). Vznikla
smés byla michana pfi teplot& okoli po dobu 4 hodin. Byla pfidana H,O (0,27 g, 15 mmol) a smés
byla intenzivné michéna po dobu 4 hodin. Reak&ni sm&s byla zfedéna 80 ml EtOAc a 50 ml H,O
a vodné vrstva byla separovana. Do organické vrstvy bylo pfidano 75 ml 5 % vodného roztoku
KH,PO,. Po michéni a separaci vrstev byla vodna vrstva odebrana. Organickd vrstva byla
promyviana 50ml nasyceného NaHCO; roztoku, vysuSena nad Na,SO, filtrovdna
a koncentrovina ve vakuu na konstantni hmotnost 7,40 g poZadovaného produktu.

'HNMR (CDCl) & 1,17 (t, 6H), 1,62 (m, 2H); 1,94 (s, 3H); 2,19 (m, 1H); 2,45 (s, 3H); 3,42
(m, 2H); 3,6 (m, 2H); 4,03 (m, 4H); 4,51 (t, 1H), 7,36 (d, 2H); 7,78 (d, 2H).

e) Ptiprava

cl
'L~,— v
e
| k/“\OAc

EtO —(g

Do 50 ml batiky s jednim hrdlem byl vloZen produkt P¥ikladu 14 krok d) (3,88 g, 10 mmol),
bezvody DMF (20 ml), 2—amino—4—chlor—purin (2,125 g, 12,5 mmol) a K,CO; (4,83 g). Vznikla
suspense byla michdna pfi teplot&¢ 40 °C pod atmosférou N, po dobu 20 hodin. Smés byla
koncentrovéana a vétSina DMF byla odstranéna rota&ni odparkou. Residuum bylo zfedéno EtOAc
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(50 ml) a H,O (50 ml). Reak¢ni smés byla pfemisténa délici ndlevky, tfepana a vodna vrstva byla
separovana. Vodna vrstva byla extrahovana EtOAc (25 ml). Organické vrstvy byly slou€eniny
a promyvany 5 % KH,PO, (75 ml). Organicka vrstva byla separovina a promyvana H,O (75 ml),
solankou (75 ml), suSena nad Na,SO,, filtrovina a koncentrovana ve vakuu, coz dalo 3,95 g
surového produktu. Surovy produkt byl suspendovan 40 ml methyl-ferc.—butyl etheru. Tato smés
byla michéna pfes noc pfi teploté 4 °C a smés byla filtrovana. Filtrat byl koncentrovan, coz dalo
3,35 g produktu ve formé& oleje (obsahujiciho 2,6 g poZadovaného produktu na zakladé HPLC

analyzy).

300 MHz '"H NMR (CDCls) & 1,19 (m, 6H); 1,69 (2H); 1,79 (s, 1H); 2,03 (s, 3H); 2,52 (m, 1H);
3,48 (m, 2H); 3,62 (m, 2H); 4,04 (m, 2H); 4,16 (m, 2H); 4,61 (t, 1H); 5,12 (bs, 2H); 7,81 (s, 1H).

f) Pfiprava

(Bn=benzyl)

Do 500 ml baiiky s jednim hrdlem byl vloZen benzylalkohol (136 ml), ochlazen na teplotu 0 °C,
nésledovan ptidanim po &astech KO—zerc.—Bu (36 g, 321 mmol). Teplota byla ponechédna zvysit
se na 40 °C a smés byla michana 20 minut. Do této smési byl pfidan pfi teploté 0 °C surovy
produkt Piikladu 14 krok e) (24,7 g, 64,2 mmol), rozpustény v 25 ml bezvodého THF a benzyl-
alkoholu (30 ml). Teplota byla ponechdna pomalu vzrist na 8 °C v priibéhu 2 hodin. Reakéni
smés byla vlita na 500 ml ledu a byla extrahovdna 500 ml MTBE. Organicka vrstva byla
promyvana 250 ml solanky, suSena nad Na,SO,, filtrovina a koncentrovana ve vakuu, coZ
pfineslo 193 g benzylalkoholového roztoku pozadovaného produktu. HPLC analyza ukazala, Ze
roztok obsahoval 25,96 g pozadovaného produktu.

300 MHz 'H NMR (CDCls) 51,22 (m, 6H); 1,55 (2H); 2,18 (m, 1H); 3,15 (m, 1H); 3,40 (m, 1H);
3,51 (m, 2H); 3,70 (m, 2H); 4,25 (m, 2H); 4,63 (t, 1H): 4,90 (br, 2H); 5,25 (m, 1H); 5,58 (s, 2H);
7,35 (m, 3H); 7,51 (m, 2H); 7,72 (s, 1H).

MS= (M +H) +=416 (CI).

g) Pfiprava

OH
HNTTNTTN
k,/‘on

eo—’
OEt

Do 100 ml baiiky s jednim hrdlem byl vloZen surovy produkt Pfikladu 14 krok p (9,65 g benzyl-
alkoholového roztoku, obsahujiciho 1,30 g, 3,13 mmol produktu Pfikladu 14, krok f rozpusténé-
ho v absolutnim EtOH (20 ml). Do této smési bylo pfidano 0,45 g 10 % Pd/C suspendovaného v
5 ml absolutniho EtOH. Z reakéni baiiky byl od¢erpan vzduch a vpustén H,. Tlak v reakéni barice

-29-




10

15

20

25

30

35

CZ 292169 B6

byl udrzovan na 1 atm. H, a reak&ni smés byla michana pfes noc. Reak&ni smés byla filtrovana
pfes kiemelinovy filtr, aby bylo odstranéno Pd/C. T&kavé latky byly odstranény ve vakuu.
Residum bylo smichdno s 25 ml izopropylacetitu a potom koncentrovano ve vakuu. Residuum
bylo zfedéno EtOAc (10 ml), naotkovéno pozadovanym produktem, zahtéto na teplotu zp&tného
toku a potom bylo pfidiny CH;CN (2 ml) a MTBE (35 ml). Smés byla michina po dobu
30 minut. Precipitit byl filtrovin a suSen na konstantni hmotnost 600 mg pozadovaného
produktu.

300 MHz 'H NMR (d6-DMSO) & 1,16 (m, 6H); 1,45 (m, 1H); 1,61 (m, 1H); 2,16 (m, 1H); 3,45
(m, 2H); 3,40 (m, 1H); 3,62 (m, 2H); 4,02 (m, 2H); 4,53 (t, 1H); 4,85 (t, LH); 6,55 (bs, 1H); 7,75
(s, IH).

MS =: (M + H)+ = 416 (C).

h) Priprava

. Ns j’\
'\"0 {CHhCHy
B0~

Do 25 ml baiiky s jednim hrdlem byl vloZen produkt Pfikladu 14 krok g) (0,650 g, 2,0 mmol),
pyridin (4ml), a CH;Cl; (2ml), DMAP (10 mg). Smés byla ochlazena na teplotu -5 °C
avpribéhu 5 minut byl pfidin stearoylchlorid (790 mg, 2,6 mmol), rozpuitény v CH,Cl,
(0,5 ml). Vznikld smés byla michina 16 hodin pfi teplot& —5 °C. Byl pfidin absolutni EtOH
(0,138 g, 3,0 mmol) a smés byla michana dal3i 1 hodinu. Reakéni smés byla koncentrovana ve
vakuu. Do residua yl pfidan toluen (30 ml) a potom smés byla koncentrovéna ve vakuu. Do
residua byl znovu pfidan toluen (30 ml) a potom smé&s byla koncentrovana ve vakuu. Do residua
byl pfidén 1% KH,PO, (25 ml) a tato smés byla extrahovana CH,Cl, (60 ml). Organicka vrstva
byla separovina a byla suSena nad Na,SO,, filtrovana a koncentrovéna ve vakuu na konstantni
hmotnost 1,65 g. Surovy produkt byl chromatografovan na 40 g SiO,, vymyvan smési 95/5
CH,CI, - EtOH, coZ dalo 367 mg poZzadovaného produktu.

300 MHz 'H MMR (CDCL;) 5 0,89 (¢, 3H); 1,26 (m, 30 H), 1,65 (m, 3H); 2,32 (m, 1H); 3,45
(m, 1H); 3,60 (m, 2H); 4,08 (m, 2H); 4,60 (m, 1H); 6,0 (bs, 2H);

i) Priprava

2
NN
SR
HoN N -
S NS
; (CH3)1sCH3
Ho—"

Do 25 ml baiiky s jednim hrdlem byl vloZen produkt Pfikladu 14, krok h) (0,234 g, 0,394 mmol)
rozpustény v THF (1,7 ml). Do tohoto roztoku byla pfidina kyselina trifluormethansulfonova
(0,108 g) v H,O 180 mg. Smés byla michéna pfes noc pfi teploté okoli. Do reakéni smési byl
pfidén nasyceny roztok NaHCO; (10 ml), THF (5 ml), CH,Cl, (2 ml) a NaBH, (0,10 g). tato
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smés byla michdna po dobu 30 minut. Do reakéni smési byl pfidan 5% roztok CH,PO, (30 ml).
Tato smés byla extrahovana 2 x 15 ml CH,Cl,. Organické vrstvy byly slouteny a suSeny nad
Na,SO,, filtrovany a koncentrovany ve vakuu na konstantni hmotnost 207 mg. Tento material byl
rekrystalizovan z EtOAc (8 ml) a CH;CN (0,5 ml) coz dalo 173 mg poZadovaného produktu.

300 MHz 'H NMR (d6-DMSO) 5 0,82 (t, 3H); 1,19 (m, 30H); 1,41 (m, 4H); 2,19 (¢, 2H); 2,32
(m, 1H); 3,40 (m, 2H); 3,9 (m, 4H); 4,49 (m, 1H); 6,4 (bs, 2H); 7,61 (m, 1,5H); 9,55 (m, 0,5H):

Priklad 15

Alternativni pfiprava (R)-9-[4—(N-terc.—butyloxykarbonyl-L-valyloxy)~2—(stearoyloxy-
methyl)butyl]guaninu

(R)-9-[2—(stearoyloxymethyl)}-4—(terc ~butyldifenylsilyloxy)butyl]guanin (45g) a THF
(950 ml) byly slouceny v 21 batice. Potom byl pfidin Boc-L-valin (3,22 g, 0,25 ekviv.),
nasledovan tetrabutylamonium fluoridem (IM v THF, 89,05 ml) v prib&hu 10 minut. Cird
reakéni smés byla michana pfi teploté okoli po dobu 2 hodin a 50 minut a reakce byla monitoro-
véna pomoci TLC (90/10 CH,Cl,/MeOH).

Do reak&ni smési byl pfidan Boc—L-valin (35,43 g, 2,75 ekviv.), DCC (36,67 g, 2,75 ekviv.)
a dimethylaminopyridin (1,1 g, 0,15 ekviv.) a THF (25 ml). Reakéni smés byla michana pii
teplot¢ okoli po dobu 24 hodin. DCU byl odfiltrovin a promyvin CH,Cl,. Filtrat byl
koncentrovan a residuum bylo vyjmuto v 2 litrech CH,Cl, a promyvano 21 1/2 nasyceného
kyselého uhliCitanu sodného a solankou. Po suSeni a odpafeni bylo ziskano pfiblizné 100 g
surového produktu. Materidl byl ¢istén chromatografii na oxidu kfemi¢itém (6000 ml oxidu
kiemicitého) pouzitim 3% MeOH/CH,Cl, az 5% MeOH/CH,Cl, coz dalo 38,22 mg
pozadovaného produktu.

Piiklad 16
Alternativni pfiprava (11)-9-[2—(stearoyloxymethyl}-4—L-valyloxy)butyl]guaninu

a) (R)9-[2-hydroxymethyl)}-4—(terc.-butyldifenylsilyloxymethyl)butyl]guanin H2G (450,0 g,
1,78 mol) a N,N—dimethylformamid (6,4 kg) byly vloZeny do Buchiho odparky a smés zahfita,
aby se pevna latka rozpustila. Roztok byl koncentrovén do sucha ve vakuu pfi teploté ne vétsi nez
90 °C. Vznikly praSek byl pfenesen do 22 litrové baiiky s michadlem, pfevodem a teplotni
sondou. Byl pfidan N,N-dimethylformamid (1,7 kg), nasledovany pyridinem (3,53 kg). Vznikla
suspense byla ochlazena na teplotu —10 °C pod dusikovou atmosférou a michana pfi teplotd
-5 = 5°C, zatimco byl pfidan po kapkach terc.-butylchloridifenylsilan (684 g, 2,49 mol).
Vznikla smés byla michana pfi teploté€ -5 + 5 °C, dokud reakce nebyla ukonéena (monitorovano
TLC (10:1 methylenchlorid/methanol) a HPLC (4,6 x 250 mm Zorbax RXC8 (5 mikronii); 60:40
acetonitril-aq. NH;OAc (0,05 M) pfi 1,5 ml/min; UV detekce pfi 254 nm)). Byla pfidéna voda
(16 kg) a smés byla michina po dobu 30 minut do precipitace produktu, potom smés byla
ochlazena na teplotu 0 °C v priibé¢hu 30 minut. Pevna latka byla izolovana filtraci a produkt byl
promyvan studenou vodou a suSen suchym vzduchem, coZ dalo surovy produkt jako bé&lavou
pevnou latku. Surova pevna latka byla vyjmuta v pyridine (3 kg) a koncentrovana ve vakuu pfi
teplot€ 60 °C, aby se odstranila voda. Suché residuum ve formé pevné latky bylo suspendovéno
s methanolem (10 kg) pfi teploté 60 °C v prub&hu 1 az 2 hodin a filtrovano, dokud bylo horké.
Filtrat byl koncentrovdn ve vakuu a pevna latka byla zahfiviana na teplotu zpétného toku
s izopropylacetitem (7 kg) po dobu 30 minut. Smés byla ochlazena na teplotu 20 °C a filtrovana.
Filtratni kla¢ byl suSen ve vakuu pfi teploté 50 °C, coz dalo sloudeninu z nazvu jako bilou
pevnou latku (555 g).
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b) (R)}-9-[2(Stearoyloxymethyl)-4—terc.~butyldifenylsilyloxy)butyl]guanin

Produkt Pfikladu 16, krok a) (555 g, 1,113 mol) byl vloZen do 50 litrové Buchiho odparky.
Pyridin (2,7 kg) byl pfidan po kapkich aby rozpustil pevnou latku a smés byla destilovana do
sucha ve vakuu pfi teplot¢ 60 °C. Residuum bylo vyjmuto v &erstvém pyridinu (2,7 kg)
a pfeneseno do 22 litrové batiky s michadlem, pfivodem a teplotni sondou. Roztok byl ochlazen
na teplotu -5 °C pod dusikovou atmosférou. Byl pfidan roztok stearoylchloridu (440 g, 1,45 mol)
v methylenchloridu (1,5 kg), pfiemzZ teplota byla udrZovana pod 0 °C. Byl pfidan 4—(N,N—di-
methyl-amino)pyridin (15 g, 0,12 mol) a smé&s byla michana pi teplot& —5 a% 0 °C po dobu 2 a
4 hodin dokud konverze nebyla ukon¢ena (jak bylo monitorovano TLC (10:1 methylenchlorid/-
methanol) a HPLC (4,6 x 250 mm Zorbax RXC8 (5 mikronil); 60:40 acetonitril-ag. NH;OAc
(0,05 M) pti 1,5 ml/min; UV detekce pfi 254 nm)). Po ukon&eni reakce byl pfidan acetonitril
(8,7 kg) a smés byla michana po dobu ne kratsi nez 15 minut, aby produkt precipitoval. Suspense
byla ochlazena na teplotu 0 °C v prib&hu 2 hodin a pevna latka byla izolovana filtraci a filtrani
kola¢ byl promyvén acetonitrilem (2 kg). PoZzadovany produkt byl ziskan jako bila pevna latka
775 g).

¢) (R)-9-[4-hydroxy-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin

Roztok produktu Ptikladu 16, krok b) (765 g, 0,29 mol) v tetrahydrofuranu (10 kg) byl pfipraven
v reaktoru. Roztok tetra(n—butyl)amonium fluoridu v tetrahydrofuranu (1,7kg 1M roztok,
1,7 mol) byl ptidan a vznikly &iry roztok byl michén pfi teplot& 20 az 50 °C po dobu 4 hodin.
Byla ptidéna voda (32 kg) a vznikl4 suspense byla michana po dobu 1 hodiny a potom ochlazena
na teplotu 0 °C v pribé&hu 30 minut. Precipitét byl izolovan filtraci a filtradni kola¢ byl promyvan
postupné vodou (10 kg) a acetonitrolem (5 kg). Po suseni ve vakuu pfi teploté 25 °C bylo ziskané
702 g surového produktu. Surovy produkt byl rozpustén pfi teploté zp&tného toku v THF (4,2 kg)
a vod& (160 g), potom ochlazen na teplotu 40 °C a bylo na n&j pisobeno methylenchloridem
(14,5 kg). Smés byla ponechana ochladnout na teplotu 25 + 5 °C v priib&hu 1 hodiny, potom byla
ochlazena na teplotu 5 + 5 °C v prib&hu 1 hodiny, aby se ukondila precipitace. Mirné bélavy
prasek byl izolovén filtraci a suSen ve vakuu pii teplot& 40 °C, coZ dalo pozadovany produkt

(416 g).
d) (R)-9-[4(N-Cbz-L—valyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin

Roztok N-Cbz-L~valinu (169 g, 0,67 mol) v bezvodém THF (750 ml) byl pfipraven v 2 litrové
baiice s mechanickym michadlem, teplomérem a pfivodem. Roztok dicyklohexylkarbodiimidu
(69,3 g, 0,34 mol) v THF (250 ml) byl pfidan v prib&hu 5 minut a vznikl4 suspense byla michéna
pfi teplot€ 20 £ 5 °C po dobu 2 hodin. Suspense byla filtrovana a filtraéni kola& byl promyvan
THF (300 ml). Filtrat byl vloZen do 3 litrové batiky s michadlem a teplomé&rem. Produkt P¥ikladu
16, krok ¢) (116 g, 0,22 mol) byl ptidan jako pevna latka, s proplachovanim THF (250 ml). Byl
pfidin 4—(N, N—dimethylamino)pyridin (2,73 g, 0,022 mol) a bila suspense byla michana pti
teplot€ 20 £ 5 °C. B&hem 15 minut byly viechny pevné latky rozpustény a reakce byla ukon&ena
za | hodinu (jak bylo uréeno pomoci HPLC: 4,6 x 250 mm Zorbax RXCS kolona; 85:15 aceto-
nitril 0,2 % aq. HCIO, pfi 1 mU/min.; UV detekce pfi 254 nm; vychozi materidl vymyvéan po
4,1 min. a produkt vymyvan po 5,9 min.). Reakéni smés byla proplachnuta pfidanim vody (5 ml)
a roztok byl koncentrovéan ve vakuu, coZ dalo slab& Zlutou polotuhou latku. Latka byla vyjmuta
v methanolu (1,5 litrl) a zahfita na teplotu zp&tného toku v prib&hu 30 minut. Roztok byl
ochlazen na teplotu 25 °C a precipitit byl odstranén filtraci. Filtrat byl koncentrovan ve vakuu,
coZ dalo viskézni bledé Zluty olej. Byl pfidan acetonitril (11) a vznikla bila suspense byla
michéna pfi teploté€ 20 + 5 °C po dobu 90 minut. Surova pevna latka byla izolovana filtraci,
promyvéna acetonitrilem (2 x 100 ml a sufena na vzduchu pfes noc, coZ dalo pozadovany
produkt jako voskovitou lepivou pevnou latku (122 g). Latka byla dile &iSténa krystalizaci
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z ethylacetatu (500 ml) a susenim ve vakuu pfi teploté 30 °C, coz dalo pozadovany produkt jako
bilou voskovitou pevnou latku (104 g).

e) (R)y9-[4(L—-valyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin

Roztok produktu Prikladu 16, krok d), (77 g) v horkém (40 °C) ethanolu (2,3 1) byl vioZen do
hydrogenaéniho reaktoru s 5 % Pd/C (15,4 g). Smés byla michdna pfi teploté 40 °C za tlaku
40 psi vodiku po dobu 4 hodin, plyn odéerpan a smés byla hydrogenovéna po dobu dal$ich 4 aZ
10 hodin. Katalyzator byl odstranén filtraci a filtrat byl koncentrovan ve vakuu, coZ dalo bilou
pevnou latku. Latka byl michédna s ethanolem (385 ml) pfi teploté 25 °C po dobu 1 hodiny, potom
ochlazena na teplotu 0 °C a filtrovana. Filtraéni kola¢ byl suSen vzduchem, potom ve vakuu pfi
teploté 35 °C, coZ dalo slouceninu z nazvu jako bily prasek (46 g).

Priklad 17
(R)-9-[2«L~valyloxymethyl)}4—(stearoyloxy)butyl]guanin

a) (R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(stearoyloxy)butyljguanin H2G (506 mg; 2,0mol) byl
rozpu$tén v bezvodém N,N-dimethylformamidu (40 ml) s pyridinem (400 mg; 5,06 mol)
a 4—dimethylaminopyridinem (60 mg; 0,49 mmol). Byl pfidan stearoylchlorid (1500 mg;
4,95 mmol) a smés byla udrzovana pfes noc pfi teploté okoli. Vétsina rozpoustédel byla odpafena
ve vakuu, residuum michino s 70 ml ethylacetatu a 70 ml vody a pevna latka odfiltrovana,
promyvana ethylacetitem a vodou a suSena, coz dalo 680 mg surového produktu. Chromatografie
na koloné silikagelu (chloroform:methanol 15:1) dala Cistou slouceninu znazvu jako bilou
pevnou latku.

'H NMR (DMSO-de) 8: 0,86 (t, 3H); 1,25 (s, 28H); 1,51 (gui, 2H); 1,62 (m, 2H); 2,06 (m, 1H);
2,23 (t, 2H); 3,34 (d, 2H); 3,96 (ABX, 2H); 4,07 (dd, 2H); 6,30 (br s, 2H); 7,62 (s, 1H); 10,45
(s, 1H).

BC NMR (DMSO-dg) 8: 13,8 (C18); 22,0 (C17); 24,4 (C3); 27,7 (C3'); 28,4-28,8 (C4-6, C15);
28,9 (C7-14); 51,2 (C16); 33,5 (C2); 38,0 (C2'); 44,0 (C1"); 60,6/61,8 (C4', C22"); 116,5
(guaCs); 137,7 (guaC7); 151,4 (guaC4); 153,5 (guaC2); 156,7 (guaCeé); 172,7 (COO).

b) (R)}-9-[2—(N-Boc-L—valyloxymethyl)4—stearoyloxy)butyl]guanin.

Smés N-Boc—L-valinu (528 mg; 2,1 mmol) a N,N'-dicyklohexyl karbodiimidu (250 mg;
1,21 mg) v dichlormethanu (20 ml) byla michdna pfes noc pfi teploté okoli, dicyklohexyl-
mocovina odfiltrovana a extrahovana malym objemem dichlormethanu a filtrat byl odpafen ve
vakuu na maly objem. Byly pfidany (H)-9-[2-Hydroxymethyl-4—(stearoyl-oxy)butyl]guanin
(340 mg; 0,654 mmol), 4—dimethyl-aminopyridin (25 mg; 0,205 mmol) a bezvody N,N—di-
methylformamid (15 ml) a smés byla michana po dobu 4 hodin pfi teplot¢ 50 °C pod N,.
Rozpoustédlo bylo odpafeno ve vakuu na maly objem. Chromatografie na koloné silikagelu,
potom na oxidu hlinitém (vymyvani ethylacetit:methanol:voda 15:2:1) dala 185 mg (39%) &isté
slou¢eniny z nidzvu jako bilé pevné latky.

'HNMR (CHCL;) § 0,85-1,0 (m, 9H) 18-CH;, CH(CHa),; 1,25 (s, 28H) 4-17-CHy; 1,44 (s, 9H)
terc.Bu; 1,60 (qui, 2H); 3—CH,; 1,74 (qua, 2H); 3'-CH,; 2,14 (m, 1H); 2'-CH; 2,29 (t, 2H)
2-CHp; 2,41 (m, 1H) CH(CHj;),; 4,1-4,3 (m, 6H) C1'-CH,, C2"-CH,. C4-CH,; 5,4 (d, 1H);
aCH; 6,6 (br s, 2H); gua NH,; 7,73 (s, 1H); guaH8; 12,4 (br s).

BC NMR (CHCL;) & 13,9 (C18); 17,5/18,9 (2 Val CHs); 22,4 (C17); 24,7 (C3); 28,1 (C3");
28,9-29,3 (C4-6, C15); 29,4 (C7—14); 30,7 (Val pc); 31,7 (C16); 34,0 (C2); 35,9 (C2'); 43,9
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(C1'); 58,7 (Val ceC); 61,4/63,6 (C4', C2"); 79,9 (CMe3); 116,4 (guaCS); 137,9 (guaC7); 151,7
(guaC4); 153,7 (guaC2); 155,7 (CONH); 158,8 (guaC6); 172,1 (CHCOO); 173,5 (CH,COO).

©)  (R)9-[2~(L-valyloxymethyl)4—(stearoyloxy)butyl]-guanin.

Ochlazena kyselina trifluoroctova (2,0 g) byla ptidina do (R)-9-[2—(N-Boc-L-valyloxy-
methyl)-4—(stearoyloxy)butyl]guaninu (180 mg; 0,25 mmol) a roztok byl udrZovén pfi teploté
okoli po dobu 1 hodiny, odpafen na maly objem a lyofilizovan opakovang s dioxanem dokud
nebyl ziskan bily amorfni prasek. Vyt&Zek sloudeniny z nazvu, ziskané jako trifluoracetatova sil,
byl kvantitativni.

'H NMR (DMSO-ds) 5: 0,87 (t, 3H) 18-CN3, 0,98 (dd, 6H) CH(CHs); 1,25 (s, 28H),
4-17-CHy; 1,50 (qui, 2H) 3~CH,; 1,68 (qua, 2H); 3'-CH,; 2,19 (m, 1H) 2'-CH; 2,26 (t, 2H);
2-CH,; 2,40 (m, 1H) CH(CHs),; 3,9-4,25 (m, 7H) C1'-CH,, C2"-CH,, OCH; 6,5 (br s, 2H)
guaNH,: 7,79 (s, IH) guaH8: 8,37 (br s, 3H) NH,+; 10,73 (br s, 1H) guaNH.

"C NHR (DMSO-dg) 8. 14,2 (C18); 17,9/18,3 (s Val CH); 22,3 (C17); 24,6 (C3); 27,7 (C3');
28,7-29,1 (C4-6, C15); 29,2 (C7-14); 29,5 (Val BC); 31,5 (C16); 33,7 (C2); 35,0 (C2°); 44.1
(C1'); 57,6 (Val oC); 61,6/65,2 (C4,C2"); 116,1 (guaC5); 116,3 (qua, J 290Hz, CFs); 137.,9
(guaC7); 151,5 (guaC4); 154,0 (guaC2); 156,7 (guaCé); 158,3 (gua, J 15Hz, CF,COO) 169,1
(CHCOO); 173,1 (CH,COO).

Piiklad 18
Alternativni ptiprava (R)-9-[2-hydroxymethyl-4—(stearoyloxy)butyl]guaninu

H2G (7,60 g, 30 mmol) byl zahfivan v roztoku v bezvodém DMF (200 ml). Roztok byl filtrovan,
aby byly odstranény negistoty pevné latky, ochlazeny na teplotu 20 °C (H2G krystalizoval)
amichan pfi této teploté€ po dobu pfidivéni pyridinu (9,0 g, 114 mmol), 4~domethylamino-
pyridinu (0,46 g, 3,75 mmol) a potom, pomalu, stearoylchloridu (20,0 g, 66 mmol). Michani
pokragovalo pfi teploté okoli pfes noc. Vétiina rozpoustédla byla potom odpafena ve vakuu,
residuum bylo michédno s 200 ml ethylacetat a 200 ml vody a pevna litka byla odfiltrovana,
promyvana ethylacetitem a vodou a suSena, coi dalo surovy produkt. Jako alternativa
k rekrystalizaci, surovy produkt byl rychle zahtit tém&¥ na teplotu varu s 100 ml smési ethyl-
acetit:methanol:voda (15:2:1) a suspense byla pomalu ochlazena na teplotu 30 °C a filtrovana,
coZ dalo vétSinu 2" izomeru v roztoku (2" izomer by krystalizoval p¥i niZ3i teplots). Extrakéni
procedura potom byla opakovana jeit¢ jednou, coz dalo po suSeni ve vakuu 6,57 g (42%)
produktu takika prostého izomert.

Priklad 19

Pfiprava krystalického (R)-9-[2-stearoyloxymethyl)-4—(L~valyloxy)butyl]guaninu

Produkt Ptikladu 16, krok c) (20,07 g, 32,5 mmol) byl rozpuitén v absolutnim ethanolu (400 ml)
s ohfivanim, filtrovinim a déle fed&n ethanolem (117,5 ml). Do tohoto roztoku byla pfidana voda
(HPLC kvalita, 103,5ml) a smé&s byla ponechéna ochladnout na teplotu 35 az 40 °C. Po
ochlazeni smési byla pfidina voda (HPLC kvalita, 931,5 ml) s konstantnim pfitokem v prib&hu
16 hodin s t¢innym michanim. Po p¥idani veskeré vody michani pokratovalo po dobu 4 hodin pfi
teplot€ okoli. Vznikly precipitat byl filtrovan pfes papir a sufen ve vakuu pti teploté okoli, coz
dalo slougeninu z ndzvu jako bily sypky krystalicky prasek (19,42 g, 97%), teplota téni 169 az
170 °C.,
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Piiklad 20
9-R—(4-hydroxy—2—(L—valyloxymethyl)butyl)guanin

a) Do roztoku 9-R—(4—(terc.-butyldifenylsilyloxy)-2—(hydroxymethyl)butyl)guaninu (695 mg,
1,5 mmol) v DMF (30 ml) byl pfidin N-Boc-L—-valin (488 mg, 2,25 mmol), 4-dimethylamino
pyridin (30 mg, 0,25 mmol) a DCC (556 mg, 2,7 mmol). Po 16 hodinach byl do reakéni smési
znovu vloZzen N-Boc-L-valin (244 mg) a DCC (278 mg) a reakce byla udrZovana po dobu
dal$ich 5 hodin. Reakéni smés byla filtrovana pies Celite a vlita na vodny roztok kyselého
uhli¢itanu sodného a potom byla extrahovana dichlormethanem. Organicka faze byla odpafena
aCisténa chromatografii na koloné silikagelu, coz bylo 950 mg N—chrinéného monoamino
acylovaného meziproduktu.

b) Vyse uvedeny meziprodukt (520 mg, 0,78 mmol) byl rozpustén v THF (15 ml). Do roztoku
byl pfidan hydrogenfluorid v pyridinu (70 % / 30 %, 0,34 ml). Po dvou dnech byl roztok odpafen
a spoleén& odpafen stoluenem. Cisténi chromatografii na koloné silikagelu dalo 311 mg
chranéné monoamino acylované slou€eniny.

'H NMR (DMSO-d6): & 10,41 (s, 1H), 7,59 (1H), 6,26 (br s, 2H), 4,32 (t, 1H), 3,95 (m, SH),
3,46 (m, 2H), 2,41 (m, 1H), 2,06 (m, 1H), 1,45 (m, 2H), 1,39 (s, 9H), 0,90 (d, 6H).

¢) Na produkt kroku b) (95 mg, 0,21 mol) bylo plisobeno smési kyseliny trifluoroctové (4 ml)
a dichlormethanu (6 ml) po dobu 1 hodiny. Roztok byl odpafen a suSen vymraZenim, coZ dalo
125 mg nechranéného monoaminoacylového produktu.

'H-NMR (D;0): & 8,88 (s, 1H), 4,32 (m, 4H), 3,96 (d, 1H), 3,68 (m, 2H), 2,63 (m, 1H), 2,22
(m,1H), 1,73 (m, 2H), 1,00 (m, 6H).

Ptiklad 21

(R)-9—2-hydroxymethyl-4—(L—izoleucyloxy)butyl)guanin

a) Do roztoku (R)-9—2-hydroxymethyl-4-hydroxybuty!)-guaninu (2,53 g, 10 mmol) v DMF
(250 ml) byl pfidan N-Boc-L-izoleucin (2,77 g, 12 mmol), 4—dimethylaminopyridin (61 mg,
0,6 mmol) a DCC (3,7 g, 18 mmol). Po reakci po 16 hodin pfi teploté 0 °C byly znovu pfidany
N-Boc-L-izoleucin (1,3 g) a DCC (1,8 g) a reakce byla udrzovana ptes noc pfi teploté okoli.
Reaké¢ni smés byla filtrovana pres Celite a filtrat byl odpafen a &i$tén chromatografii na kolong
silikagelu, coZ dalo 1,25 g N—chranéného monoamino acylovaného meziproduktu.

'H-NMR (DMSO-d6): & 10,56 (s, 1H), 7,62 (s, 1H), 6,43 (s, 2H), 4,75 (¢, 1H), 4,15 — 3,80
(m, 5 H), 3,25 (m, 2H), 2,05 (m, 1H), 1,80-1-05 (m, 14H), 0,88 (m, 6H).

b) Na meziprodukt z kroku a) (100 mg, 0,21 mmol) bylo pisobeno kyselinou trifluoroctovou

(3 ml) po dobu 30 minut pfi teploté 0 °C. Roztok byl odpafen a suSen vymraZenim, coZ dalo
nechranény mono—aminoacylovany produkt z ndzvu v kvantitativnim vytézku.

'H-NMR (DMSO-d6 + D,0): § 8,72 (s, 1H), 4,15 (m, 4H), 3,90 (d, 1H), 3,42 (m, 2H), 2,09
(m, 1H), 1,83 (m, 1H), 1,61 (m, 2H), 1,15 (m, H), 0,77 (d, 3H), 0,71 (t, 3H).
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Priklad 22

(R)-9—+(2-hydroxymethyl-4—(L—valyloxylbutyl]guanin

Produkt Pikladu 1, krok a) byl zbaven ochrany kyselinou trifluoroctovou stejnym zptisobem jako
v Ptikladu 1, krok ¢)

'H-NMR (250 MHz, DMSO—dy): & 1,04 (dd, 6H), 1,55-1,88 (m, 2H), 2,21 (m, 2H), 3,48

(m, 2H), 4,00 (m, 1H), 4,13 (m, 2H), 4,34 (t, 2H), 6,9 (br s, 2H), 8,21 (s, 1H), 8,5 (br s, 3H), 11,1
(br's, 1H).

Ptiklad 23
(R)-9-2—~(L-valyloxymethyl)-4—«(L-valyloxy)butyl]guanin

a)  (R)9-[4-(N-Boc—-valyloxy)-2—~(N-Boc— ~valyloxymethyl)butyl]guanin

Aplikace zpisobu popsaného v Pikladu 1, krok a), ale spouZitim 2,7 ekvivalentd
N-Boc-L-valinu, 0,28 ekvivalentit DMAP a 3,2 ekvivalentti DCC dalo slou&eninu z nazvu.

'HNMR (250 MHz, CHCL) &: 0,95 (m, 12H), 1,42 (br s, 18H), 1,8 (m, 2H), 2,14 (m, 2), 2,47
(m, 1H), 4,0-4,4 (m, 8H), 6,5 (br s, 2H), 7,67 (s, 1H).

b) (R)-[4-(-valyloxy)-2—(;—valyloxymethyl)butyl]guanin

Slougenina z nazvu byla ziskdna jako tris-trifluoroctové sil z meziproduktu Ptikladu 20 krok a)
zbavenim ochrannych skupin zpiisobem analogickym P¥ikladu 1 krok c).

'HNMR (250 MHz, D,0) &: 1,0 (m, 12H), 1,89 (m, 2H), 2,29 (m, 2H), 2,62 (m, 1H), 4,02
(dd, 2H), 4,38 (m, 6H), 4,89 (br s, ca, 10H), 8,98 (s, 1H).

Piiklad 24

(R)-9-[4-hydroxy—2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin

Slou€enina z ndzvu je pfipravena podle krokii a) az c) Prikladu 7.

'H NMR (250 Mhz, DMSO—dy): & 10,52 (s, 1H), 7,62 (s, 1H), 6,39 (s, 2H), 5,50 (t, 1H), 3,93
(m, 4H), 3,42 (m, 2H), 2,45 (m, 1H), 2,23 (t, 2H), 1,48 (m, 4H), 1,22 (s, 28H), 0,89 (t, 3H).

Ptiklad 25

(R)-9-{2-hydroxymethyl-4—(stearoyloxy)butyl]guanin
Slougenina z ndzvu je pfipravena zpisobem podle Pikladu 17, krok a)
'HNMR (DMSO-ds) 8: 0,86 (t, 3H); 1,25 (s, 28H); 1,51 (qui, 2H); 1,62 (m, 2H); 2,06 (m, 1H);

2,23 (t, 2H); 3,34 (d, 2H); 3,96 (ABX, 2H); 4,07 (dd, 2H); 6,30 (br s., 2H); 7,762 (s, 1H); 10,45
(s, 1H).
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Ptiklad 26

Alternativni pfiprava (R)}-9-12—stearoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)butyl]guaninu

a) (R)-9-[4-N-benzyloxykarbonyl-L-valyloxy)-2—(hydroxymethyl)-butyljguanin

Bezvody H2G (252 mg, 1 mmol), 4—dimethylaminopyridin (122 mg, 1 mmol) a N-Cbz-L~valin

p-nitrofenylovy ester (408 mg 1,1 mmol) byl rozpuitén v bezvodém dimethylformamidu (16 ml).
Po michani pfi teploté 23 °C po dobu 30 hodin bylo odebrano organické rozpoustédlo a residuum

‘bylo opatrné chromatografovano (oxid kiemidity, 2% aZ 7% methanol/methylenchlorid) coz dalo

pozadovany produkt jako bilou pevnou latku (151 mg, 31%).
b) (R)-9-[4-N-benzyloxykarbonyl-L—-valyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin

Roztok stearoylochloridu (394 mg, 1,3 mmol) v bezvodém methylenchloridu (2 ml) byl pomalu
pfidan po kapkéich pod dusikovou atmosférou do roztoku produktu kroku a) (243 mg, 1 mmol)
a 4—dimethylaminopyridinu (20 mg) v bezvodém pyridinu (5 ml) pfi teploté —5 °C. Reak¢ni smés
byla michéna pfi této teploté po dobu 12 hodin. Byl pfidan methanol (5 ml) a reakéni smés byla
michana po dobu 1 hodiny. Po odstran&ni rozpoustédla bylo residuum rozetfeno s acetonitrilem
a chromatografovano (oxid kfemility, 0 aZ 5% methanol/methylenchlorid), coZ dalo poZadovany
produkt (542 mg, 72%).

¢) (R)9-[2-stearoyloxymethyl)-4—(L—valyloxy)butyl]guanin

Produkt kroku b) (490 mg, 1 mmol) byl rozpu$tén v methanolu (30 ml) a bylo pfidano 5 % Pd/C
(100 mg). Na horni &asti reakéni nadoby byl umistén balén s vodikem. Po 6 hodinach pfi teploté
23 °C TLC prokazala nepfitomnost vychoziho materidlu. Reakéni smés byla filtrovana pfes
0,45 mikronti silnou nylonovou membranu, aby byl odstranén katalyzitor a rozpoustédlo bylo
odstran&no, aby se ziskal poZzadovany produkt jako bila pevna latka (350 mg, 99%), ktera byl
identicka (spektralni a analyticka data) latce z Prikladu 16.

Piiklad 27
Alternativni p¥iprava (R)-9—(4-hydroxy—2—L—valyloxymethyl)butyl]guaninu

(R)-9—(4—(L~valyloxy)}2—(L~-valyloxymethyl)butyl)guanin zPtikladu 23 krok b) (100 mg,
0,126 mmol) byl rozpustén v 0,1 N NaOH vodném roztoku (6,3 ml, 0,63 mmol) pfi teploté okoli.
V intervalech byly odebirdny alikvoty a neutralizovany 0,5N kyselinou trifluoroctovou,
odpafeny a analyzovany pomoci HPLC, aby byl monitorovin postup reakce. Po 4 hodinich byl
do roztoku pfidan roztok 0,5 N kyseliny trifluoroctové (1,26 ml, 0,63 mmol) a reakéni smés byla
odpafena. PoZadovany produkt byl &iStén pomoci HPLC, (YMC, 50 x 4,6 mm, gradient 0,1%
TFA + 0 az 50 % 0,1% TFA v acetonitril, po 20 minutdch, UV detekce pfi 254 nm. Vytézek.
13,6 %

'H-NMR (D,O): 5 8,81 (s, 1H), 4,36 (m, 4H), 4,01 (d, 1H), 3,74 (m, 2H), 2,64 (m, 1H), 2,25
(m, 1H), 1,73 (m, 2H), 1,03 (dd, 6H).
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Priklad 28

Alternativni ptiprava (R)-9—-2-hydroxymethyl-4—(L-valyloxy)butyl)guaninu

HPLC separace reakéniho roztoku z Piikladu 27 dala slouéeninu z nazvu s 29,2% vytézkem.

'H-NMR (DMSO-ds): & 8,38 (s, 3H), 8,26 (s, 1H), 6,83 (br s, 2H), 4,23 (m, 2H), 4,06 (m, 2H),
3,91 (m, 1H), 3,40 (m, 2H), 2,19 (m, 2H), 1,8-1,40 (m, 2H), 0,95 (dd, 6H).

Priklad 29

(R)-9—{2-stearoyloxymethyl)}-4—(L—valyloxy)]butylguanin monohydrochlorid

Produkt Ptikladu 16, krok d) (360 mg, 0,479 mmol) byl rozpustén ve smési methanolu (10 ml)
a ethylacetatu (10 ml). Do roztoku bylo ptidano 10% Pd/C (100 mg) a 1N HCI (520 mikrolitri).
Reakéni smés byla michana pfi teploté okoli po dobu 2 hodin pod 1 atm. H,. Reakéni smés byla
filtrovina a rozpoustédlo bylo odpafeno =z filtratu, coz pfineslo pozadovany produkt jako
krystalickou pevnou latku (300 mg).

Piiklad ptfipravku A

Tablety

Nasledujici ptisady byly prosivany 0,15 mm sitem a michény za sucha

10 g (R)-9-[2—(stearoyloxymethyl)}-4—(L~valyloxy)butyl]guanin
40 g laktoza

49 g krystalicka celul6za

1 g stearan hofecnaty

Byl pouZit tabletovaci stroj pro lisovani smési na tablety obsahujici 250 mg aktivni slozky.

Piiklad ptipravku B

Potahované tablety

Tablety podle Piikladu A byly pokryty roztokem, obsahujicim 120 g ethylcelulézy
30 g propylenglykolu

10 g sorbitan monooleatu

ad 1000 ml aq. dist.

Priklad ptipravku C

Piipravek se zpozdénym uvolitovanim

50 g (R)-9-[2—(stearoyloxymethyl)}-4—(L—-valyloxy)butyl]guanin

12 g hydroxypropylmethylcelul6za (Methocell K15)
4,5 g laktéza
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byly smichany za sucha a granulovany s vodnou pastou povidonu. Byl pfidan stearan hofe¢naty
(0,5 g) a smés byla komprimovana v tabletovacim stroji na tablety o priméru 13 mm, obsahujici
500 mg aktivniho ¢inidla.

Piiklad ptipravku D
Meékké kapsle

250 g (R)-9-[2—(stearoyloxymethyl)4—L—valyloxy)butyl]guaninu
100 g lecitinu
100 g podzemnicového oleje

Slou€enina podle vynédlezu byla dispergovana v lecitinu a podzemnicovém oleji a plnéna do
mékkych Zelatinovych kapsli.

Biologicky ptiklad 1
Testovéni biologické dostupnosti u krys

Biologicka dostupnost sloudenin podle vynalezu byla porovnana se zékladni slouteninou H2G
a dalS$imi H2G derivaty v krysim modelu. Slou€eniny podle vynalezu a srovnavané sloueniny
byly podéavany peroralné (katetr do Zaludku), skupindm tfi individudIné€ vaZenych zvifat, coZ dalo
0,1 mmol/kg rozpusténého prekurzoru ve vodném vehiklu (Priklad 4,5, Srovnéavaci piiklad
1-3,5,8), vehikulu z podzemnicového oleje (Srovnavaci priklady 4,9,10) nebo propylenglykolu
(Piiklady 1-3,6-12,17, Srovnavaci piiklady 6,7) vzavislosti na rozpustnosti slozky,
predstavované testovanou sloueninu. Zvifat byly nechana hladovét 5 hodin pfed podadvanim
a pfiblizné€ 17 hodin po podavani a byla udrzovana v metabolickych klecich. V prib&éhu 24 hodin
po podavani byla shromaZd’ovana mog&, ktery byla zmrazena az do analyzy. H2G byl v moc¢i
analyzovan pouzitim HPLC/UV testu podle Stahle & Oberg, Antimikrob Agents Chemother.
36 NO 2, 339-342 (1992), modifikovaného nasledujicim zplisobem: vzorky po zmrazeni byly
ziedény 1:100 destilovanou H,O a filtrovany pfes amiconovy filtr za centrifugace pfi
3000 ot./min po dobu 10 minut. Duplikované vzorky 30 ul byly chromatografovany na HPLC
kolong; Zorbax SB-C18; 75 x 4,5 mm; 3,5 mikronti; mobilni faze 0,05M NH,PQO,, 3 aZ 4%
methanol, pH 3,3 az 3,5; 0,5 m/min; 254 nm, retenéni doba pro H2G v MeOH 4% a PH
3,3, ~ 12,5 min. Biologickd dostupnost byla vypodtena jako méfeny odbé€r H2G od kazdého
zvifete s utvofenim priméru podle alespoii tfi zvifata a vyjadfenim v procentech stfedniho
24 hodinového odbéru H2G zmodi pro skupiny 4 individualné vazenych krys, kterych byla
podana injekce i.v. jugularis 0,1 mmol/kg H2G v Kruherové pufru jako vehikulu, analyzovaneho
jako bylo uvedeno vyse.

Srovnévaci ptiklad 1 (H2G) byl z téZe davky, ktera byla pouZita pro pfipravu Pfikladi 1 az 12.
Piipravy pro Srovnavaci piiklad 2 (monoVal-H2G) a 3 (diVal-H2G) jsou popsany v Priklady 21
az 23. Srovnavaci ptiklad 4 (distearoyl H2G) byl pripraven diesterifikaci nechranéného H2G ve
srovnatelnych esterifikaénich podminkach s podminkami kroku 2 Pfikladu 1. Srovnavaci ptiklad
5 az 8 (Val/Ac H2G) byly pfipraveny analogicky Pfikladu 4 pouzZitim acetanhydridu
s odpovidajicim monovalinovym H2G. Srovnavaci piiklad 6 (Ala/stearoyl H2G) byl pfipraven
analogicky prikladu 6 s pouZitim N-terc.Boc—L-alaninu v kroku 4. Srovnavaci piiklad 7
(Gly/dekanoyl) byl pfipraven analogicky Pfikladu 5, ale pouzitim meziproduktu kroku 1
vytvofeného s N-terc—Boc-L—glycinem. Pfiprava Srovnavaciho piikladu 9 a 10 je popsina
v piikladech 24, respektive 25. Vysledky podava nasledujici tabulka:
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Tabulka 2
Sloudenina R; R, biologicka dostupnost
Srovnévaci piiklad 1 atom vodiku atom vodiku 8%
Srovndvaci ptiklad 2 valyl atom vodiku 29%
Srovnavaci piikladu 3 valyl valyl 36 %
Priklad 1 valyl stearoyl 56 %
Srovnévaci pfiklad 4 stearoyl stearoyl 1%
Priklad 2 valyl myristoyl 57 %
Priklad 3 valyl oleoyl 51%
Priklad 4 valyl butyryl 45 %
Srovnévaci ptiklad 5 valyl acetyl 11 %
Priklad 5 valyl dekanoyl 48 %
Ptiklad 6 valyl dokosanoyl 48 %
Piiklad 7 izoleucyl stearoyl 53%
Piiklad 8 izoleucyl dekanoyl 57 %
Priklad 9 izoleucyl myristoyl 49 %
Priklad 10 valyl 4-acetylbutyryl 52 %
Piiklad 11 valyl dodekanoyl 46 %
Priklad 12 valyl palmitoyl 58 %
Priklad 17 stearoyl valyl 52 %
Srovndvaci piiklad 6 alanyl stearoyl 23 %
Srovnévaci pfiklad 7 glycyl dekanoyl 25 %
Srovnavaci ptiklad 8 acetyl valyl 7%
Srovnavaci piiklad 9 atom vodiku stearoyl 12 %
Srovnévaci pfiklad 10 stearoyl atom vodiku 7%

Porovnani biologickych dostupnosti slou¢enin podle vynalezu se srovnavacimi ptiklady indikuje,
Ze konkrétni kombinace mastnych kyselin v Ry/R, s aminokyselinami v R/R; pfinasi biologickou
dostupnost vyznamné vy38i neZ v odpovidajictho diaminokyselinového esteru nebo diesteru
mastné kyseliny.

Napfiklad, v tomto modelu, slougenina podle Ptikladu 1 vykazuje o 55 % lepsi biologickou
dostupnost neZ odpovidajici divalinovy ester Srovnavaciho ptikladu 3. Slougenina P¥ikladu 4
vykazuje 0 25 % lepsi dostupnost neZ odpovidajici divalinovy ester.

Je také zfejmé, napiiklad ze Srovnévacich ptikladii 5, 6 a 7, Ze pouze specifické mastné kyseliny
podle pfedklidaného vynilezu v kombinaci se specifickymi aminokyselinami p¥inasi tyto
dramatické a neofekavané zm&ny farmakokinetickych parametrt.

Biologicky ptiklad 2
Plasmové koncentrace u krys

Test plasmové koncentrace byl proveden se samci krys odvozenych od Sprague Dawley. Zvifata
byla ponechana hladovét pres noc pted davkovanim, aby byl jim dan volny p¥istup k vods. Kazd4
z hodnocenych sloucenin byla pFipravena jako roztok/suspense v propylenglykolu v koncentraci
odpovidajici 10 mg H2G/ml a tfepana pfi teplot® okoli po dobu osm hodin. Skupiny krys
(alespoti 4 krysy v kazdé skuping) dostaly 10mg/kg (1 ml/kg) oralni davku kazdé slou€eniny;
davky byly podavany Zalude&ni sondou. V uréenych okamZicich po davkovani (0,25, 0,5, 1, 1,5,
2,4, 6,9, 12, 15 a 24 hodin po davkovani), byly zocasni Zily kaZdého zvifete odebrany
heparinizované krevni vzorky (0,4 ml/vzorek). Krevni vzorky byly okamzité ochlazeny v ledové
lazni. Do dvou hodin po odebrani byla z Servenych bun&k separovéna centrifugaci plasma, ktera
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byla aZ do analyzy zmrazena. SloZky, kterych se analyza tykala, byla separovéna z plasmovych
proteini pouZitim acetonitrilové precipitace. Po lyofilizaci a rekonstituci byly ureny plasmové
koncentrace reverzni fazovou HPLC s fluorescenéni detekci. Ordlni pfijem H2G a dalSich
testovanych sloudenin byl uréen porovninim H2G oblasti pod kfivkou, odvozenou z oralnich
davek ve srovnani s oblasti ziskané z 10 mg/kg intraven6znich davek H2G, poddvanych oddélené
skupiné krys. Vysledky jsou zndzornény v Tabulce 1B uvedené vyse.

Biologicky priklad 3
Biologick4 dostupnost u opic

Slouceniny z pfikladu 1 a Srovnavaciho pfikladu 3 (viz Biologicky pfiklad 1 uvedeny vyse) byla
podévan p.o. Zalude€ni sondou opicim cymomolgus. Roztoky obsahovaly:

Priklad 1

150 mg, rozpusténého v 6,0 ml propylenglykolu, odpovidajici 25 mg/kg nebo 0,0295 mmol/kg.

Srovnavaci ptiklad 3
164 mg, rozpusténo v 7,0 ml vody, odpovidajici 23,4 mg/kg nebo 0,0295 mmol/kg.

Krevni vzorky byly odebrany po 30 min, 1, 2, 3, 4, 6, 10 a 24 hodinich. Plasma byla separovéna
centrifugaci pfi 2500 ot./min a vzorky byly inaktivovéany pfi teploté 54 °C v priibéhu 20 hodin
pted zmrazenim pfed analyzou. Plasmové hladiny H2G byly monitoroviany pomoci HPLC/UV
testu podle Piikladu 30 uvedeného vyse.

Obr. 1 znizoriiuje plasmovy H2G odbér jako funkci asu. I kdyZ neni moZno vyvozovat
statisticky vyznamné zavéry z pokusu s jednim zvifetem, ukazuje se, Ze zvife, kterému byla
podavana slou¢enina podle vynalezu vykazovalo pon€kud rychlej$i a pon€kud vy3si expozici
H2G nez zvife, které dostalo alternativni prekurzor H2G.

Biologicky pfiklad 4
Antiviralni u¢innost

Mysi infikované virem~1 herpes simplex (HSV-1) slouZily jako zvifeci model pro uréovani
uéinnosti antiviralnich ¢inidel in vivo. MySim naoCkovanym intraperitonedlné HSV-1 v mnoZstvi
1000 krat vy$8im neZ LDs, byl podévan bud’to pfipravek obsahujici bézné€ proddvané anti-herpes
¢inidlo acyklovir (21 a 83 mg/kg v 2% propylenglykolu v sterilnim vodném vehikulu, tfikrat
denné, p.o.) v priibéhu 5 po sobé nasledujicich dni, pofinaje 5 hodin po otkovani. Denné byla
sledovana umrtnost zvifat. Vysledky jsou zndzornény na obr. 2, ktery znazortiuje poCet preZiti
v zavislosti na ase. V legendé je sloudenina podle vynélezu oznacena jako Ex, 29 a acyklovir je
oznaden ACV. Procento mysi, pfeZivajicich HSV-1 infekci byl vyznamné vyssi po podani davky
slou¢eniny podle vynalezu ve srovnani s ekvivalentni ddvkou acykloviru.

Predchazejici popis je pouhou ilustraci vynalezu a neni jeho cilem omezovat zde popisovany

vynalez. Odbornikovi jsou zfejmé zmény a variace, které zlstavaji v rozsahu a povaze vynalezu,
tak, jak je definovan v pfiloZenych nérocich.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina obecného vzorce I

ve kterém

a) R; pfedstavuje skupinu —C(O)CH(CH(CH;);NH, nebo —C(O)CH(CH(CH3)CH,CH3)NH,
aR, pfedstavuje —C(O)C;—C;, alkyl nebo alkenyl, popfipadé substituované jednou az péti
skupinami vybranymi ze souboru, zahrujictho hydroxylovou skupinu C,~Cealkyl, C;~Csalkoxy,
C,—Csalkoxy—C,—Csalkyl, C,—Cqalkanoyl, skupinu amino, atom halogenu, skupinu kyano, azido,
oxo, merkapto a nitro, nebo

b) R, pfedstavuje —C(O)C;—~C; alkyl nebo alkenyl, popiipadé substituované jednou aZ péti
skupinami vybranymi ze souboru, zahrnujiciho hydroxylovou skupinu, C,—Csalkyl, C;—Csalkoxy,
C,—Csalkoxy—C—Cgalkyl, Ci—Cgalkanoyl, skupinu amino, atom halogenu, skupinu kyano, azido,
oxo, mekapto a nitro

a R, pfedstavuje skupinu —C(O)CH(CH(CHj3),NH, nebo —-C(O)CH(CH(CH;)CH,CH3)NH,; a

R; pfedstavuje skupinu —~OH nebo jeji tautomerni formu =0 a nebo atom vodiku;

a jeji farmaceuticky piijatelné soli.

2. Sloucenina podle naroku 1, obecného vzorce I ve kterém substituent

R; pfedstavuje skupinu -C(O)CH(CH(CHj3),)NH, nebo —C(O)CH(CH(CH3)CH,CH;3)NH, a

R, pfedstavuje —C(O)C;—C,; alkyl nebo mononenasyceny alkenyl, popfipadé substituované
jednou aZ péti skupinami vybranymi ze souboru, zahrnujiciho hydroxylovou skupinu,
C—Cealkyl, C,;—Csalkoxy, C;—Csalkoxy—C;—Cealkyl, C;—Cgalkanoyl, skupinu amino, atom

halogenu, skupinu kyano, azido, oxo, merkapto a nitro.

3. Sloudenina podle naroku 1, obecného vzorce I ve kterém —C(O)alkyl zahrnuje 9 az 17 atomii
uhliku.

4. Sloudenina podle naroku 1, obecného vzorce I ve kterém R; je skupina —OH nebo jeji
tautomerni forma = O.
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5. Sloudenina podle naroku 1, zvolend ze souboru zahrnujicitho

(R)-9-[2—(stearoyloxymethyl}-4—L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)}-9-[2—(myristoyloxymethyl}4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)}-9-[2—(oleoyloxymethyl}-4—L~valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(butyryloxymethyl)-4—(L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(dekanoyloxymethyl)}-4—(L—-valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(dokosanoyloxymethyl}4—(L-valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[4—(L—izoleucyloxy)-2—(stearoyloxymethyl)butyl]guanin,
(R)-9-[2—(dekanoyloxymethyl)-4—(L—izoleucyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[4—(L-izoleucyloxy)-2—(myristoyloxymethyl)butyl]-guanin,
(R)-9-[2—(4—acetylbutyryloxymethyl)-4—(L~valyloxy)butyl,
(R)-9-[2—dodekanoyloxymethyl-4—(1L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-9-[2—palmitoyloxymethyl-4—L—valyloxy)butyl]guanin,
(R)-2—amino—9—(2—stearoyloxymethyl-4—(L~valyloxy)butyl)—-purin,
(R)-9-[2—(L-valyloxymethyl}-4—(stearoyloxy)butyl]guanin

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna stl.

6. (R)-9-{2—(stearoyloxymethyl)4—(L—valyloxy)butyl]guanin podle niroku 1 nebo jeho
farmaceuticky pfijatelna sul.

7. Farmaceuticki kompozice, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje slouCeninu podle
narokt 1 aZ 6 spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo fedidlem.

8. Farmaceutickd kompozice podle niroku 7, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
slou¢eninu podle naroku 5 spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo fedidlem.

9. Farmaceutickd kompozice podle niroku 7, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
sloudeninu podle naroku 6 spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo fedidlem.

10. Pouziti slouCeniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro pfipravu lé¢iva k léCeni nebo
prevenci virdlnich infekei.

11. Pouziti podle naroku 10 sloudeniny obecného vzorce I pro pfipravu lé¢iva k 1é¢eni nebo
prevenci herpes infekci zahrnujicich infekci virem Varicella zoster, virem Herpes simplex typu 1
a 2, virem Epstein—Barr nebo virem Herpes typ 6 (HHV-6) a typ 8 (HHV-38).

12. Pouziti podle naroku 10 sloueniny obecného vzorce I pro pfipravu 1é¢iva k 1é¢eni nebo
prevenci retroviralnich infekci zahrnujicich SIV, HIV-1 a HIV-2.

13. Zpisob ptipravy slou¢eniny vzorce I podle naroku I, vyznaéujici se tim, Zese

a) ptipadng chrani purinové polohy 2 a/nebo 6 sloueniny obecného vzorce I, ve kterém R;

a R, jsou kazdy atom vodiku, a R; ma vyznam uvedeny v naroku 1, N-ochrannou skupinou;

b) mistné selektivné acyluje sloudenina obecného vzorce I v 4-hydroxy skupiné postranniho
fetézce bud’

i) popiipadé N—chranénou valinovou nebo izoleucinovou skupinou, nebo
ii) poptipadé substituovanym, (C3—Cs;)alkyl nebo alkeny-COOH derivatem

iii) mistné selektivni ochrannou skupinou;
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acyluje 2-hydroxymethyl skupiny v postrannim fetézci

i) popfipadé N—chranénou valinovou nebo izoleucinovou skupinou, nebo

ii) popfipadé substituovanym, (C;—Cy)alkyl nebo alkenyl-COOH derivitem
nahradi mistné selektivni ochranna skupina v R;, pokud je pfitomna,

i) popfipadé N—chranénou valinovou nebo izoleucinovou skupinou; nebo

ii) popfipadé substituovanym, (C;—Cy)alkyl nebo alkenyl-COOH derivatem.

zbavi vysledna slou€enina ochrannych skupin v pfipadé potfeby.

2 vykresy
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