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NUKLEOSIDOVA CHEMIE V UOCHB - OHLEDNUTI DO HISTORIE

Clanek je vénovan 70. vyroci zalozeni Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze.
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Doslo 26.2.24, prijato 27.3.24.

Nukleosidovéa chemie se v UOCHB rozvijela od roku 1957 diky piedvidavosti jeho prvniho feditele Frantiska Sorma.
Tento novy obor, z po¢atku cileny hlavné na syntézu oligonukleotidd, si brzy vydobyl skvélou reputaci. UOCHB byl v té
dob¢ jednim z pouhych Ctyf pracovist na svété uspéSnych v syntéze oligonukleotidi. Prvnimi tspéchy v syntézach
chemicky modifikovanych nukleosidli byly syntézy 6-azauridinu jako antileukemika, 6-azauridin-triacetatu jakoZzto léciva
proti lupénce (Riboazauracil) a zejména 5-azacytosinovych nukleosidli 5-azacytidinu a 2'-deoxy-5-azacytidinu
(decitabinu), které byly syntetizovany na pocatku 60. let Aloisem Piskalou. Obé slouceniny jsou antileukemické latky
fungujici na epigenetickém principu jako inhibitory DNA methylaci. V soucasné dobé se klinicky pouzivaji k 1écbé
myelodysplastickych syndromt a dalsich hematologickych malignit a jsou prodavany pod obchodnimi nazvy Vidaza®
(5-azacytidin, schvalen 2004) a Dacogen® (5-aza-2’-deoxycytidin, schvilen 2006). Vyznamné syntetické uspdchy jsou
spjaty s osobnosti Antonina Holého véetné syntéz L-nukleosidl a acyklickych nukleosidovych analogd, tj. latek, v nichz je
cukerny furanosovy kruh nahrazen (poly)hydroxylovanym acyklickym fetézcem. Mnohé byly shledany ucinnymi
antivirotiky a jeden z nich, 9-(S)-[(2,3-dihydroxypropyl)]adenin, dokonce vstoupil do klinické praxe jako antiherpetické
lé¢ivo Duvira gel. Skutecnym milnikem se stal vyvoj acyklickych nukleosidfosfonati (ANP), poprvé publikovanych
Holym a De Clercqem v roce 1986. V prubéhu piistich tfi dekad bylo identifikovano ohromné mnozstvi biologicky
aktivnich ANP jako antivirotik, cytostatik, imunomodulatori a antiparazitik. Tti z nich se dostaly do klinické praxe jako
uspésna antivirotika: cidofovir pro 1é¢bu cytomegalovirové retinitidy u pacienttt s AIDS, tenofovir pro 1é¢bu a prevenci
HIV a pozdgji schvalen téZ pro 1é¢bu hepatitidy B a adefovir taktéz pro 1é¢bu hepatitidy B. Tenofovir je ve formé proléciv
nyni nejvice pouzivan jako soucast kombinovanych anti-HIV preparatli obsahujicich v jedné tableté né€kolik riznych anti-
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V historii védy zlstane rok 1953 uz navzdy spojen prvnim feditelem Frantiskem Sormem. Cinnost Gstavu se
s jednim z nejvyznamngjsich objevi 20. stoleti. Stalo se zam¢fovala hlavné na chemii pfirodnich latek (terpent
tak v Cavendishov¢ laboratoti v Cambridgi a onou udalosti a rostlinnych 1é¢iv), steroidd, klasickou organickou synté-
bylo vyfeSeni struktury DNA jako dvojité Sroubovice zu (syntézy antibiotik, azulenli, aminokyselin a peptidd),
s antiparalelni orientaci obou fetézcl, kde se paruji adenin aplikaci fyzikalnich metod (IC a UV spektroskopie), che-
s thyminem a guanin scytosinem pomoci vodikovych mii a biochemii bilkovin a enzymologii. Frantisek Sorm
vazeb. Revoluéni objev, ktery polozil zéklady budouci byl ¢lovék s mimotadnou védeckou intuici a brzy dokazal
molekularni biologie a genetiky, byl odhalen svétu rozpoznat nezbytnost vyzkumu nukleovych kyselin pro
25.dubna 1953 v &asopise Nature'. Clanek dlouhy jen dalsi rozvoj biologickych a chemickych véd. Proto jiz
néco pres jednu stranku zacinajici ponékud nesmélym Ctyfi roky po zaloZeni ustavu, vroce 1957, zalozil
uvodem ,,Radi bychom navrhli strukturdlni podobu soli v UOCHB oddéleni chemie nukleovych kyselin, jehoz
deoxyribonukleové kyseliny (D.N.A). Vyznacuje se novy- vedoucim se stal Dr. Jifi Smrt. Jednim z hlavnich témat
mi rysy, které maji znacnou biologickou zajimavost...* nového oddé¢leni byla syntéza oligonukleotidd.
zahy ovlivnil sméfovani védeckého vyzkumu chemickych Prvni oligonukleotidové prace autorti Smrta a Sorma
a biochemickych laboratofi po celém svété. z roku 1961 popisuje syntézu dimeru 6-azaU-p-U konden-

V prazskych Dejvicich byl ve stejném roce zalozen zaéni reakci chranéného 6-azauridinu a uridin-3'-fosfatu
Ustav organické chemie a biochemie CSAV v &ele s jeho s DCC a naslednym odchranénim®. Pozadavky molekular-
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nich biologl na syntetické oligonukleotidy byly hnaci
silou k rychlému vyvoji novych efektivnéjsich metod syn-
tézy a prazska skupina si zde vydobyla velmi brzy prestiz-
ni pozici. Na pocatku 60. let patiil UOCHB k pouhym
Ctyfem pracovistim na svété UspéSnych v syntéze oligo-
nukleotidli. Pdvodni metoda syntézy oligonukleotidl
v roztoku fosfodiesterovou metodou (Khorana) byla po-
stupné nahrazovana nejprve ucinnéj§i fosfotriesterovou
metodou (Letsinger), poté metodou H-fosfonatovou
(Todd, Froehler, Matteucci) a fosfitovou (Letsinger), ktera
vytvorila zdklad fosforamiditové metody (Caruthers), kte-
ra je v soucasnosti jedinou prakticky pouzivanou metodou
syntézy oligonukleotidii na pevné fazi’. Také zde jsme
dokazali drzet krok se zapadnimi pracovisti. Diky technic-
ké zdatnosti Jifiho Smrta a pracovnikli vyvojovych dilen
byly na ustavu svépomoci sestrojeny prvni automatické
syntetizatory SynGen-1 a SynGen-2.

Paraleln¢ s chemii oligonukleotidli byla vénovéana
pozornost syntézdm a biochemickym studiim chemicky
modifikovanych nukleosidii. Strukturné pozménéné nukle-
osidy funguji jako antimetabolity v procesech metabolis-
mu nukleovych kyselin a mohou tedy ovliviitovat enzymo-
vé reakce v bunikach nebo bunéénych parazitech (napft.
viry, bakterie, plisn¢). Osobnostmi nukleosidového vyzku-
mu byli v 60. letech FrantiSek Sorm, Alois Piskala, Jifi
Zemli¢ka, Stanislav Chladek, Jif{ Beranek, Miroslav
Prysta§, Antonin Holy, Josef Pitha, Jifi Vesely, Alois
Cihak a Karel Raska, Jr. Pozornost farmaceutického pri-
myslu se vté dobé upinala hlavné na latky s cyto-
statickymi G&inky. Prvni nukleosidové prace v UOCHB na
konci 50. let se tykaly hlavné 6-azauridinu (obr. 1), coz
byl v té dobé v socialistickém Ceskoslovensku jediny ko-
mercné dostupny nukleosid. Ziskaval se jako vedlejsi pro-
dukt z jedné biotechnologické vyroby na Slovensku a du-
vodem zajmu o ng& byly jeho cytostatické ucinky.
6-Azauridin byl kratce vyvijen firmou Spofa jako prostie-
dek k 1é¢bé leukémie a byl dokonce licencovan britské
firmé Distillers Co. V klinickych zkouskach se vsak jeho
antileukemické UcCinky ukazaly jako nedostate¢né a vyvoj
Tento derivat byl komer¢né dostupny pod ndzvem Ri-
boazauracil a prodaval se v USA jako 1é&ivo na lupénku™”.
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I jeho pouzivani vSak bylo zastaveno, a to z divodu
tromboembolickych vedlejsich G¢inkd u malého procen-
ta pacientdl.

Biologicka zajimavost 6-azapyrimidinovych derivati
vedla  logicky  kmySlence  syntetizovat  jejich
5-azaanalogy. Toto téma bylo néplni disertacni prace vé-
deckého aspiranta Aloise Piskaly. Ukazalo se, Ze synteti-
zovat 5-azauridin je nesmirné obtizné, a to z divodu ne-
stability triazinového kruhu — poloha 6 je extrémné na-
chylnéd k ataku nukleofilnich ¢inidel vcetné OH ™ iontl
vody a dochazi vzdy spontanné k jeho otevieni®. Po vel-
kém usili se Piskalovi latku podafilo pfipravit znacné slo-
zitym postupem vystavby celé heterocyklické casti.
K velkému zklamani v8ak byly jeho biologické ucinky
nulové a Sorm poté Piskalovi zakazal dalsi
S-azapyrimidinové derivaty pfipravovat jakoZzto ztratu
Casu a plytvani drahymi chemikaliemi. Piskala ale i tak
v syntézach tajn¢ pokracoval a roku 1963 pfipravil
5-azacytidin’. K prekvapeni viech se ukazaly jednak jeho
mimofadné silné antibakteridlni ucinky, ale pfedevSim
ucinky cytostatické, konkrétné antileukemické. Tématika
S-azacytosinovych derivati ziskala ihned oficialni podpo-
ru a rok na to byl syntetizovan i 2’-deoxy analog, 5-aza-2'-
-deoxycytidin (decitabin, obr. 1). Na ob& molekuly byly
podany patentové pfihlasky a patenty dokonce licencovaly
velké farmaceutické firmy (Bayer a Upjohn, pozd¢ji Bris-
tol-Myers). Vzhledem ke komplikovanému zptsobu pii-
pravy byl prakticky veskery material obou nukleosidii na
preklinické a klinické testy (mnohasetgramové az kilogra-
mové $arze) po dlouha léta syntetizovan v UOCHB vlast-
nima rukama Dr. Piskaly a jeho spolupracovnikti. BohuZzel
jeho objevy byly ucinény v nepfili§ vhodné dobé, a presto-
ze obé latky po 40 letech vyzkumu nakonec dospély az ke
klinickému schvéleni, jejich autor ani Gstav z nich nem¢l
nikdy Zzadny zisk. Na tom se podepsaly jak nevyhodné
smlouvy s firmami nebo jejich nedodrzeni, tak predev§im
neznalost patentového prava a v§eobecné $patna patentova
politika tehdejsi Ceskoslovenské akademie véd. Pohnuta
historie vyvoje obou lé¢iv byla nedavno podrobné vylice-
na v &asopise Vesmir®. Prillomovy objev, ktery hlavni
mérou piispél ke klinickému vyvoji obou 1é¢iv, ulinili
vroce 1980 profesor Peter Jones se svou doktorandkou
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Obr. 1. Struktury biologicky aktivnich 6-aza- a 5-azapyrimidinovych nukleosidii
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Shirley Taylor z University Jizni Kalifornie (USC,
Los Angeles), kdyz pfi préaci s 5-azacytidinem pozorovali
vté dobé témér neuvéfitelny jev pfemény rakovinnych
bun¢k do stadia viceméné normalnich bunék. K objevu
doslo nadhodou. Stacilo, aby si jeden z laborantii Jonesovy
laboratofe po skonceni experimentll s azacytidinem neu-
klidil stil a odjel na dovolenou. Kdyz se vratil, zapomenu-
té rakovinné bunky byly po né€kolikatydennim ptsobeni
azacytidinu zcela zdravé. Profesora Jonese ucinek latky
natolik nadchnul, Ze si 5-azacytidin podle Piskalovy publi-
kace v Collection of Czechoslovak Chemical Communica-
tion’ ihned nasyntetizoval k dal$im vyzkumtim a dokonce
si nechal jeho oznaceni 5-AZA-C piepsat jako novou po-
znavaci znacku svého auta.

Jak tedy S-azacytidin funguje? Ukazalo se, ze pii
nizkych koncentracich maji 5-azacytosinové nukleosidy
zcela novy mechanismus U¢inku, odlisny od vsech dosud
znamych cytostatik. 5-Azacytidin a decitabin funguji na
epigenetickém principu jako inhibitory DNA methylaci’.
DNA je methylovéana enzymem DNA methyltransferasou
v poloze 5 cytosinu; K DNA methylacim dochazi témét
vyhradné v oblasti zvySeného vyskytu CpG dinukleotidi,
tzv. CpG ostrivkid, které jsou pfitomny v promotorové
oblasti pfiblizné 50 % genl. Pravé abnormalni hyperme-
thylace promotorovych regiontt v CpG ostritvcich byla
umnoha druhfi malignit prokézana jako pfic¢ina utlumeni
funkce tumorsupresorovych genl a rozvoje rakovinného
bujeni. Enzym DNA methyltransferasa a jeji inhibice se
tak stava dulezitym targetem ve vyvoji antitumorovych
1é¢iv, ktera necili na rakovinné bunky za tcéelem jejich
zniCeni, ale misto toho umoziuji zpétnou pfemeénu maligni
bunééné populace do stavu vice méné¢ normalnich zdra-
vych bunék'®. Po &tyficeti letech od publikace prvnich
syntéz a mnoho let po expiraci pivodnich patenti byly
nakonec oba 5-azacytosinové nukleosidy schvaleny FDA
jako 1éc¢iva k terapii myelodysplastickych syndroml pod
nézvy Vidaza® (5-azacytidin, schvalen 2004) a Dacogen®
(5-aza-2'-deoxycitidin, schvalen 2006). Dal§imi indikace-
mi pro jejich aplikaci jsou akutni myeloidni leukémie
(Vidaza®, Dacogen®) a chronicka myelomonocytova leu-
kémie (Vidaza®).

Ve stejné dobé, kdy Piskala rozviji svou chemii
5-azacytidinu, za&ina svou kariéru v UOCHB také mlady
Antonin Holy. Ten se nejprve jako aspirant pod vedenim
Dr. Zdeinika Arnolda vénoval klasické organické syntéze,
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specialné syntetickému vyuziti reaktivity dimethylforma-
midu a polymethiniovych soli''™*. Do nukleosidové sku-
piny nastoupil po aspirantuie a zde se n€kolik let zabyval
hlavné 6-azauridinovou chemii, fosforylacnimi reakcemi,
ptipravou kratkych oligoribonukleotidil, cyklickych ribo-
nukleosidfosfati a nukleosid 5'-fosfiti. Jeho prilomovou
praci vsak byla roku 1969 syntéza L-nukleosidi a jejich
fosforylovanych ~ metabolitd. L-Nukleosidy  byly
v hledacku biochemik jiz néjaky Cas, ale cesta k nim byla
synteticky obtiznd. Prvni syntézy popsané o pét let diive
vychazejici z halogenosy L-ribosy nebo halogenosy 5'-di-
fenylfosforyl-L-ribosy a soli pfislusné béaze vedly jen
k malym mnozstvim pozadovaného produktu'*'"®. Holého
syntéza vychazejici z L-arabinosy pfes 2-O-p-toluen-
sulfonyl-5-O-trityl-L-arabinosu, uzavieni epoxidového
kruhu mezi polohami 1 a 2 a nasledné otevieni epoxidu
sodnou soli prislusné baze bylo synteticky jednoduché,
univerzalni a umoznilo ziskavat L-nukleosidy ve velkych,
az 100 g Sarzich'® (obr. 2). O tfi roky pozdg&ji, roku 1972
publikoval Holy podobné uspéSnou metodiku syntézy
L-deoxyribonukleosidii'’. L-Nukleosidy byly piedmétem
vyzkumu mnoha biochemickych pracovist, avsak vy-
znamné ucinky a uplatnéni v té dobé¢ jesté nenasly. Jejich
»zlata éra“ méla pfijit az o nékolik desitek let pozdéji,
kdyz se hlavnim ukolem farmaceutickych firem stal boj
s tézkymi virovymi infekcemi, jako HIV, hepatitida B
nebo cytomegalovirové infekce u transplantovanych paci-
entli. Antivirotika, kterd dnes patii k hlavnim terapeuti-
kiim proti témto virovym infekcim, jako napf. lamivudin,
emtricitabin, clevudin, telbivudin nebo maribavir, jsou
slouteniny na bazi L-nukleosidd'®. Piesto, 7e zadny
z téchto preparatd neni origindlnim produktem naseho
ustavu, puvodni syntetické know-how naSich chemikl
k jejich vyvoji pfispélo vyznamnou mérou.

Omezeny pristup k devizovym prostiedkiim byl inici-
aci snahy o maximalni sobéstacnost, a to v nejriznéjsich
odvétvich, chemii a zdravotnictvi nevyjimaje. Proto bylo
napf. vysoce ocenovanym pocinem vypracovani originalni
syntézy  cytostatika 1-B-p-arabinofuranosylcytosinu
(cytosin arabinosid, araC, cytarabin) pouzivaného k 1écbé
leukémii. Inovativni pouze tiikrokova syntéza vychazejici
z cytidinu (obr. 3) byla velmi efektivni a firma Spofa tak
mohla podle tohoto postupu vyrabét vlastni cytarabin,
ktery byl dodavan na trh pod firemnim nazvem Alcysten.
Autofi syntézy Hubert Hiebabecky a Josef Broke§ pod
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Obr. 2. Zkracené schéma syntézy L-nukleosidii
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Obr. 3. Originalni syntéza cytosin arabinosidu (cytarabinu) vyvinuta v UOCHB

vedenim Jitiho Beranka byli za tuto syntézu v roce 1980
ocenéni Cenou CSAV ,,Za nové poznatky v oblasti kance-
rostatika 1-B-p-arabinofuranosylcytosinu vedouci k prak-
tické aplikaci dosazenych vysledki. (cit.").

Zatimco v 50. a 60. letech byl hlavni z4jem farmaceu-
tického primyslu soustfedén na vyvoj latek cytostatické
povahy, koncem 60. a pocatkem 70. let se zacina obracet
pozornost stale vice i k virovym infekcim. Jednim
z iniciatort tohoto trendu byl v té dob¢ explozivni nartst
genitalniho herpesu v USA, ziejm¢ jako disledek spole-
¢enskych zmén vedoucich k celkovému uvolnéni moralky,
vzniku hnuti hippies a zvySeni promiskuity. Genitalni
herpes je sexualné pfenosné onemocnéni, které je zpliso-
bené nejcastéji virem herpes simplex typu 2 (HSV-2), ale
puvodcem muze byt nékdy i HSV-1. Jedna z prvnich, kdo
se zacal systematicky vénovat hledani a testovani protivi-
rovych latek na bazi nukleosidovych analog, byla americ-
ka biochemicka a farmakolozka Gertrude Elion, vedouci
oddéleni experimentalni terapie spolecnosti Burroughs
Wellcome. Poté, co si v§imla, ze adenin arabinosid vyka-
zoval znamky aktivity proti nékterym DNA virim, zacala
syntetizovat nové latky na bazi nukleosidovych analogi.
Vysledkem tohoto usili byl mezi jinymi také purinovy
analog  9-(2-hydroxyethoxymethyl)guanin  (acyklovir,
Zovirax), ktery se zahy ukézal jako u¢inny inhibitor her-
pes simplex viru typu I a typu II a dalich herpetickych
virt®*?!. Zovirax firmy Burrough Welcome dlouho ved! na
zebri¢ku prodeje protivirovych 18kt a v roce 1988 byla za
n¢j Gertrudé Elion spolu s kolegou Georgem Hitchingsem
udélena Nobelova cena. Byla to historicky prvni Nobelova
cena cilend do farmaceutického primyslu. Z chemického
hlediska byl acyklovir pfedstavitelem nové generace anti-
metabolitll, zalozené na tom, Ze potiebné prostorové uspo-
fadani bioaktivni molekuly nemusi byt a priori fixovano,
ale mize byt vyvolano z rozvolnéné struktury molekuly
teprve kontaktem s cilovym enzymem metabolismu, na
né&jz pusobi. Podobné jako u antimetaboliti diive zming-
nych, je i zde pro jejich funkei kliCovym metabolickym
krokem fosforylace. V builkach infikovanych herpes viry
je tato fosforylace 30—120krat rychlejsi nez u neinfikova-
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nych bunék, klicovym enzymem katalyzujicim tuto fosfo-
rylaci je thymidinkinasa.

Novy typ nukleosidovych antimetabolitii s acyklic-
kym fetézcem nahrazujicim cukerny kruh inspiroval nuk-
leosidové chemiky z riiznych pracovist. V UOCHB tato
tématika zaujala mladého védce Antonina Holého, ktery
brzy na to syntetizoval svou vlastni sérii acyklickych ana-
logl. V kvétnu 1976 dostal Holy pfilezitost z(castnit se
v Gottingenu  nukleosidové  konference s nazvem
»Symposium on synthetic nucleosides, nucleotides and
polynucleotides®. Konferenci organizoval Karl-Heinz
Scheit, ktery byl Holého pfitelem a spolupracovnikem
spolu s Fritzem Ecksteinem b&hem Holého tiimésicni
postdoktorské staze v Gottingenu. Na konferenci se Holy
seznamil s pfednimi osobnostmi nukleosidové chemie té
doby, pfi¢emz do budoucna nejvyznamnéjsi bylo setkani
s mladym belgickym Iékatem — virologem z Lované
Erikem DeClercqem. De Clercq, a¢ vzdélanim lékaf, vyni-
kal znalostmi chemie a schopnosti spravného chemického
mysleni. Velmi rychle odhadl potencial nukleosidii a nuk-
leosidovych antimetabolitli v jejich plsobeni proti bunéc-
nym parazitim vcetné vird. Na konferenci do Géttingenu
ptijel hlavné proto, aby se tu pokusil najit chemika ochot-
ného ke spolupraci v hledani protivirové aktivnich latek.
Setkani De Clercqa s Holym bylo pro oba muZze doslova
osudové. Z obou védct se stali dozivotni pratelé a z jejich
spoluprace vnikla v pribehu let protivirova 1é¢iva zachra-
nujici Zivoty miliond lidi. Toto prvni setkani pozdé&ji oba
zminovali ve svych pfednaskach a retrospektivnich publi-
kacich jako zcela zasadni***. Erik De Clercq se mnoho-
krat vyjadril, ze jeho nejvétsi zivotni vyhrou byla praveé
ucast na konferenci v Gottingenu v roce 1976 a objev
zdejsi plejady vynikajicich nukleosidovych chemikd,
znichz prvni mezi vSemi byl Antonin Holy. Prvni série
pouhych Sesti latek pfiSla postou z Prahy do Lované jesté
téhoz roku. K obrovskému piekvapeni byly dvé latky proti-
hydroxypropyl)adenin (DHPA)*. K objevu DHPA doglo jen
kratce poté, co byl objeven protivirovy ucinek acykloviru.
Na rozdil od acykloviru pisobicimu selektivné proti her-
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pesvirim na zaklad¢ prednostni fosforylace virovou thy-
midinkinasou, DHPA ma Siroké spektrum aktivit jak proti
DNA virim, tak i RNA virim. Jeho ucinek spociva
v reverzibilni inhibici enzymu S-adenosylhomocystein-
hydrolasy katalyzujicimu hydrolyzu S-adenosylhomo-
cysteinu (SAH) na adenosin a L-homocystein. Hromadici
se SAH, jenz vznikd z S-adenosyl-L-methioninu (SAM)
odstépenim methylu, nésledné piasobi jako inhibitor riz-
nych SAM-dependentnich methyla¢nich procesii vcetné
téch, které jsou nezbytné pro fazi zrani (maturace) virové
RNA®. Pro svou vysokou &innost a prakticky nulovou
toxicitu byl DHPA postoupen do klinického testovani
a posléze schvalen jako 1écivo k topickému pouziti pro
indikaci herpes labialis (opar), jehoz ptivodcem je virus
HSV-1. Preparat se prodaval ve formé krému pod nazvem
Duvira® gel a byl vyrabén firmou Spofa.

Dalsimi Holého ucinnymi virostatiky s podobnym
mechanismem uc¢inku (inhibice methylacnich reakci) byly
latky D-eritadenin, 3-(adenin-9-yl)-2-hydroxypropanova
kyselina (AHPA) a AHPA estery (obr. 4, cit??).
Z téchto latek se vSak uz zadna do klinické faze nedostala.
Nejvyznamnéj§i Holého objevy z oboru protivirovych
1é¢iv v8ak jiz mély pftijit za nedlouho.

Jak jiz bylo zminéno vyse, vétSina nukleosidovych
analogl pii vstupu do bunky potiebuje byt fosforylovana,
aby se mohl projevit jejich biologicky ucinek jakozto anti-
metabolitu. Pifima aplikace nukleosidfosfati vSak neni
realnd, fosfaty jsou chemicky a metabolicky nestabilni.
Tento problém vytesil Holy jednoduchym a velmi elegant-
nim zpusobem — pfipojenim fosfatového uskupeni pres
methylenovy mistek. Takové latky jsou tedy nikoli fosfa-
ty, ale fosfonomethylderivaty. Nemohou v organismu
hydrolyticky odstépit fosfat, ale mohou se dale fosforylo-
vat a vstupovat do metabolickych déji podobné jako nuk-
leosidtrifosfaty. Ptipojenim fosfonomethylového uskupeni
k molekule (S)-DHPA tak vznikla prvni latka nového
strukturniho typu, 3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl-
derivati, zde konkrétné (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfono-
methoxypropyl)adenin [(S)-HPMPA] (obr. 5). (S)-HPMPA
vykazoval §iroké spektrum aktivit proti prakticky vSem
DNA virGim, tj. herpesvirim, poxvirim, adenovirim, he-
padnavirim a papillomavirdm®. Navzdory vysledkiim
protivirovych testti nebyl HPMPA nikdy déle vyvijen jako
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protivirové 1é¢ivo, a to ani proti tém indikacim, kde zadna
alternativni moznost 1é€by nebyla znadma, jako je tomu
napf. u adenovirovych infekci. Jeho objev vSak inicioval
syntézu dalSich acyklickych nukleosidfosfonati (ANP)
a v podstaté ur&il smér nukleosidové chemie v UOCHB na
pristi tfi dekady. Pii té prileZitosti je tfeba zminit izkou
spolupraci Antonina Holého s Ivanem Rosenbergem. Ivan
Rosenberg byl Holého prvni védecky aspirant. Tématem
jeho disertacni prace byla piiprava fosfonomethylderivat
piirozenych ribonukleosida®’. Tyto latky sice Zadnou
biologickou aktivitu nemély, stejné jako jejich analogy
v 2'-deoxy tadé*', ale byly zde vypracovany zakladni me-
todiky fosfonatové chemie. NejvétSim vysledkem spolu-
prace obou kolegli jsou nové protivirové struktury ANP,
znichz nékteré se pozdé€ji staly klinickymi 1écivy
(adefovir, cidofovir). Nedilnou soucasti celého tymu
a Holého pfitelem byl Dr. Ivan Votruba. Ten provadél
nejen veskeré dostupné biochemické eseje, ale téz farma-
kokinetické studie a polozil v UOCHB zaklady nového
oboru biochemické farmakologie. Antivirovy screening
ANP byl nadale provadén Erikem De Clercqgem v Rega
Institute for Medical Research Katolické Univerzity
v Lovani. Klicovym partnerem pro klinicky vyvoj
a komercializaci uspé$nych kandidati byl John Martin,
generalni feditel firmy Gilead Sciences, Inc.

Prvnim acyklickym nukleosidfosfonatem, ktery do-
sahl klinické praxe, byl cidofovir, (S)-1-(3-hydroxy-2-
-fosfonomethoxypropyl)cytosin ~ (HPMPC, cidofovir,
obr. 5, cit.*?). Tato latka s univerzalni aktivitou proti ves-
kerym DNA virim byla schvalena FDA roku 1996 jako
1é¢ivo proti cytomegalovirové retinitidé u pacientli s AIDS
a prodava se pod nazvem Vistide™ (vyrobce Gilead
Sciences, Inc.). Kromé toho se pouziva off-label k 1écbé
zavaznych virovych infekci, kde neni zndma jind moZnost
1é¢by nebo stavajici 1é¢ba selhava. Mezi takové indikace
patfi tézké papilomatdzy, polyomavirové infekce
(progresivni multifokalni leukoencefalopatie), adenoviro-
vé infekce a poxvirové infekce (molluscum contagiosum,
orf, opi¢i nestovice)”. V odiivodnénych piipadech lze
cidofovir také pouzit i pro imunokompromitované pediat-
rické pacienty s komplikovanymi adeno-, polyoma- nebo
cytomegalovirovymi infekcemi. Cidofovir se aplikuje
intravendzné, pri¢emz jeho biodostupnost je velmi nizka.
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Obr. 4. Acyklovir a protivirové acyklické analogy nukleosidii syntetizované v UOCHB
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Obr. 5. Struktury protivirovych acyklickych nukleosidfosfonatii a jejich prolékovych forem

Vice nez 90 % léCiva se vylucuje v nezménéné podobé
ledvinovou cestou a zpusobuje poSkozeni ledvin. Problém
s nefrotoxicitou se da ¢astecné vytesit pouzitim nefropro-
tektivniho 1éCiva probenecidu, ktery se podava pred vlast-
ni aplikaci cidofoviru®*.

Aby se zvysila biodostupnost cidofoviru, byly synte-
tizovany a zkouSeny rizné formy proléciv, avsak vétSina
pokusti aplikovat cidofovir v podobé oralné¢ dostupného
prolééiva selhala Jedinou vyjirnkou byly alkoxyalkylestery,
pylester cidofoviru (brincidofovir, obr. 5), vyvijeny firmou
Chimerix, Inc. V ¢ervnu 2021 byl brincidofovir schvalen
FDA jako mozny prostiedek k 1é€b& pravych neStovic
v piipadé zneuziti jejich puvodce, viru variola,
k bioteroristickému utoku nebo v piipadé jeho ndhodného
uniku. Brincidofovir se prodava pod komerénim nazvem
Tembexa™. V klinickych zkouskach proti adenovirovym
a cytomegalovirovym infekcim dospél brincidofovir az do
faze 3, avSak jeho dalsi vyvoj byl ukoncen kvuli vaznym
vedlej$im uéinkim®.

Dalsim 1é¢ivem ztad ANP byl 9-[2-(fosfono-
methoxy)ethyl]adenin (PMEA, adefovir, obr. 5, cit.**"7).
Adefovir je aktivni proti retrovirim (HIV) a nékterym
typim DNA vird. Aktivita proti HIV a viru hepatitidy B
spociva v jeho funkci inhibitoru reverzni transkriptasy.
Adefovir se pouziva v prolékové formé jako bis
(pivaloyloxymethyl)ester (adefovir dipivoxil)*® a piivodné
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byl vyvijen jako 1éCivo proti HIV. Klinické testy vSak
ukazaly, Ze potfebna denni davka (120 mg) je s ohledem
na jeho nefrotoxicitu prili§ vysoka a vyvoj adefoviru jako
anti-HIV preparatu byl proto ukoncen. Nicméné se ukaza-
lo, Ze 1atka ma mnohonasobné vyssi ucinnost proti HBV,
kde 1ze dosahnout pozadovaného terapeutického efektu jiz
pii denni davee desetkrat nizsi***’, tj. 10 mg. To umoznilo
pokracujici klinicky vyvoj adef0V1ru jako terapeutika proti
chronické hepatitidé B a posléze roku 2002 jeho schvaleni
FDA a prodej pod obchodnim nazvem Hepsera™ (Gilead
Sciences Inc)

slou¢eninou pochazejici z UOCHB je (R)-9-[(2-fosfono-
methoxy)propyl)]adenin (PMPA, tenofovir, obr. 5). Jeho
syntéza byla publikovana poprvé roku 1995 v Casopisu
Collection*!. O rok pozdgji nasledovala prace popisujici
jeho mimotadné protivirové ucinky proti hepadnavirim
(HBV) a retrovirim*, a to na principu inhibice jejich re-
verzni transkriptasy. Podobné ucinky kromé tenofoviru
vykazoval také jeSt¢ jeho 2,6-diaminopurinovy analog
(HPMPDAP). Situace kolem HIV/AIDS byla na pocatku
90. let nesmirné vazna. V rozvojovych zemich, zejména
v zemich subsaharské Afriky, zaalo S§ifeni viru nabirat
katastrofického rozméru. V zemich s vyspélejSim zdravot-
nictvim sice jiz nékteré preparaty proti HIV byly
k dispozici, av§ak 1é¢ba spocivala vice méné jen v urcitém
zpomaleni infekce. Virus si na tyto latky (pfevazné nukle-
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osidové povahy) rychle vytvarel rezistenci. Pacient byl
nucen uzivat denné az dvacet riznych tablet a 1écba byla
provazena zavaznymi vedlej$imi G¢inky. Zvladnuti pro-
blému s HIV se stalo prioritou farmaceutického primyslu.
Firma Gilead Sciences, ktera jiz méla jeden Holého prepa-
rat (Vistide) na trhu a druhy (adefovir) tou dobou
v klinickém vyvoji, zacala po zjisténi anti-HIV G¢innosti
tenofoviru na lidech ihned sjeho klinickym vyvojem.
Vzhledem k jeho nizké biodostupnosti ve formé volné
fosfonové kyseliny bylo pfistoupeno k syntéze proléci-
va, bis(isopropoxykarbonyloxymethyl)esteru (tenofovir
disoproxil-fumarat, TDF, obr. 5). Hlavni zasluha na dota-
Zeni tohoto narocného projektu do konce nalezi tehdejsi-
mu prezidentovi Gilead Sciences Johnu Martinovi. To celé
by vsak nikdy nebylo mozné bez vzajemné souhry a abso-
lutni davéry vSech tii zacastnénych stran, tj. Antonina
Holého jakozto autora latky, virologa Erika De Clercqa
a Johna Martina jako primyslového partnera. Dramaticky
primyslovy vyvoj latek z Holého laboratofe popisuje ge-
nidlnim zptisobem divadelni hra Petra Zelenky Elegance
molekuly v podani Dejvického divadla. Historickym mez-
nikem v boji s HIV se stal 26. tijen 2001, kdy byl teno-
fovir disoproxil-fumarat schvalen FDA pro 1é¢bu HIV. Na
trh byl uveden pod nazvem Viread a aplikoval se ordln¢
jako jedna tableta denné. Brzy na to Gilead uvedl na trh
kombinace Vireadu s dal§imi antiretrovirovymi 1écCivy.
Jsou to preparaty Atripla (TDF/ emtricitabin/efavirenz),
Complera (TDF/ emtricitabin/rilpivirin), Stribild (TDF/
emtricitabin/elvitegravir/cobicistat), a Truvada (TDF/
emtricitabin). Kombinovana antiretrovirova terapie
(cART) je v soucasné dob¢ preferen¢ni 1é¢bou pro napros-
tou vétsinu z celkovych dnes jiz 38 miliont HIV pozitiv-
nich lidi na svété. Princip cART spoc¢iva v kombinaci né-
kolika antiretrovirovych 1é¢iv zasahujicich nékolik stadii
replikaéniho cyklu viru soucasné. Tenofovir jakozto nuk-
leosidovy inhibitor reverzni transkriptasy (NRTI) tak mii-
ze byt kombinovan s nenukleosidovymi inhibitory reverz-
ni transkriptasy (NNRTI), inhibitory virové proteasy, inhi-
bitory vstupu nebo integrasovymi inhibitory®. Obrovsky
vyznam tenofoviru v potlaceni Siteni HIV infekce bylo
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zjisténi, ze tato latka funguje téz profylakticky. Zabranuje
pfenosu HIV z matky na dité a jeho preventivni uzivani
dokaze také spolehlivé chranit osoby, které jsou s HIV
pozitivnimi bézn€ ve styku. To jsou pfedevS§im rodinni
pfislusnici, partnefi nebo zdravotnicky persondl. Jen diky
tenofoviru mohou dnes HIV pozitivni prozivat normalni
plnohodnotny Zivot a nakaza HIV uz definitivné prestala
byt rozsudkem smrti, ale 1é¢itelnym chronickym onemoc-
nénim. Je smutnym paradoxem, Ze ke schvaleni 1é¢ebné
kombinace TDF s emtricitabinem pro preventivni pouZiti
jakoZto preparatu Truvada, doSlo dne 16. Cervence roku
2012, coz je den Holého tmrti.

V roce 2015 byla firmou Gilead uvedena na trh nova
prolékova forma tenofoviru — tenofovir alafenamid-
fumarat (TAF). Toto prolécivo je ptedstavitelem tzv. pro-
Tides, aryloxyfosforamidatovych derivatd, v nichz amida-
tovou slozku pfedstavuje ester aminokyseliny. ,,ProTides*
jsou ve farmacii ¢astou pouzivanou prolékovou formou,
zejména diky optimalnim farmakokinetickym vlastnostem
a relativné€ snadné syntéze. TAF ma 10krat vyssi Gc¢innost
nez TDF a na rozdil od TDF k jeho aktivaci dochazi cilené
az v lymfoidnich bunkach, coz ptedstavuje vyhodu nizsi
systémové expozice a tedy i nizsi toxicity. TAF se proda-
va pod komerénim nazvem Vemlidy a je téZ soucasti né-
kolika preparati cART jako Genvoya, Odefsey, Descovy,
Biktarvy a Symtuza.

Nesmirné dulezity pfinos tenofoviru spociva i v 16€beé
dalsi zavazné virové choroby, a to chronické hepaptitidy
B. K 1é¢bé HBV byly schvaleny obé prolékové formy —
tenofovir disoproxil i tenofovir alafenamid**.

Déle je tfeba zminit, Ze krom¢ onéch tfi klinicky
uspésnych ANP cidofoviru, adefoviru a tenofoviru byly
v Holého tymu béhem tif dekad systematického vyzkumu
syntetizovany stovky dalSich sloucenin tohoto strukturni-
ho motivu. Mnohé z nich jsou u¢inna antivirotika, ale jsou
zde téz cytostatika a latky s antiparazitickymi u¢inky nebo
imunomodula¢nimi ucinky. Pfed né€kolika lety byla velka
pozornost vénovana cytostatickym fosfonomethoxyethyl
derivatim purinovych bazi: guaninu, 2,6-diaminopurinu
a N-substituovanym 2,6-diaminopurinam®. Jeden z nich,

e
e

GS-9219 (rabacfosadin, Tanovea)

Obr. 6. Struktura cytostatickych fosfonatii cPrPMEDAP a jeho prolékové formy rabacfosadinu (GS-9219, Tanovea)
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N’-cyklopropyl-2,6-diamino-9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]-
purin (cPrPMEDAP, obr. 6) byl dokonce vybran jako viid-
¢i struktura a ve formé bis-amidatového proléciva
s ethylesterem L-alaninu vyvijen firmou Gilead Sciences
jako cytostatikum k 1écbé Non-Hodgkinovych lymfomd.
Jeho vysoka ucinnost v in vivo testech a dobra snasenli-
vost zahy vedly k zahajeni klinickych zkousek na lidskych
pacientech. U testd na psech stacila jedna jedina injekce
latky a nadory zmizely do nékolika dnt. Vysledky mély
tehdy znacny ohlas i ve sdé€lovacich prostiedcich i tim
padem téZ u laické vefejnosti. O to vEtSi zklaméni bylo,
kdyz se u lidskych pacientli objevily necekané a zcela
neakceptovatelné vedlejsi ucinky a klinické zkouSky mu-
sely byt ukonceny. Nicméné, osud této latky byl nakonec
prece jen uspésny. Licenci odkoupila firma na veterinarni
1éc¢iva VetDC v Coloradu, kde byla latka vyvijena jako
1é¢ivo proti psim lymfomim pod oznacenim (VDC-1101,
rabacfosadin). V dubnu 2017 byl rabacfosadin oficialné
schvalen FDA a v souCasné dob¢ je vyrabén a prodavan
firmou Elanco pod nazvem Tanovea™™. Cely tento pozoru-
hodny piibsh nedavno zpracoval ve svém review*® Erik
De Clercq.

Jakym smérem pokracovala nukleosidova chemie
v UOCHB po smrti Anonina Holého a jaké jsou sou¢asné
trendy v medicinalni chemii ANP?

Jak jiz bylo zminéno, ANP nejsou jen virostatika
a cytostatika. Velka pozornost je vénovana novym struktu-
ram G¢innym proti parazitim. Ve spolupraci s Univerzitou
v Queenslandu jiz n¢kolik let uspé$né vyvijime ANP jako
potencialni antimalarika. Princip u¢inku spociva v inhibici
enzymi 6-oxopurin fosforibosyltransferas ptivodcii ma-
larie parazitG Plasmodium falciparum a Plasmodium
vivax. Jedna se o enzymy, které hraji zasadni roli
v zivotnim cyklu téchto parazith pii syntéze purinl
de novo®™*®. Hlavni zasluhu na rozvoji této tématiky méla
Dr. Dana Hockova (1970-2021) av soucasné dobé vy-
zkum stale probiha v tymu Dr. Zlatka Janeby. Z dalSich
paraziti je cileno na parazity Trypanosaoma brucei
(ptvodce spavé nemoci). Nesmirné dilezity je vyvoj no-
vych ANP derivatd proti tézkym bakteridlnim infekcim,
kde se ANP uplatiiuji napt. jako inhibitory adenylatcykla-
sového toxinu bakterie Bordetella pertussis (pivodce Cer-
ného kasle), nebo jako latky potencialné ucinné proti an-
traxu (bakterie Bacillus anthracis)®.

Je tfeba si pfipominat, Ze navzdory veskerému pokro-
ku v moderni mediciné potieba novych biologicky aktiv-
nich molekul stale trva. Diivodem jsou nové se objevujici
infekce, rezistence mnohych patogent vuci stavajici 1écbe
a narustajici pocet pacientll s imunitnimi problémy. Mno-
hé nukleosidové analogy vcetné ANP s vysokou aktivitou
proti vaznym, zivot ohrozujicim infekcim dosud ¢ekaji na
svtj dalsi vyvoj a klinické vyuziti. Stale napt. chybi efek-
tivni 1é¢ba cytomegalovirovych a polyomavirovych infek-
ci u imunokompromitovanych pacietl, 1é¢ba poxvirovych
infekei a nékterych specifickych herpesvirovych infekei
(napt. lidsky herpesvirus typu 6, HHV-6). To vSe opod-
statiiuje nas dalsi vyzkum, kterym se aktualné zabyvame
a budeme se zabyvat i nadale.
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Vypracovano s financni podporou Ministerstva skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky v ramci pro-

jektu Cesky ndrodni uzel Evropské infrastruktury pro
translacni medicinu EATRIS-CZ, grant ¢. LM2023053.

Seznam zkratek

AC S-azacytidin (5-azacytidine)

ANP acyklické nukleosidfosfonaty (acyclic
nukleoside phosphonates)

cART kombinovand antiretrovirova terapie
(combination antiretroviral therapy)

DAC decitabin (decitabine)

DHPA (8)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin

DMT DNA methyltransferasa (DNA methyl-
transferase)

DNA deoxyribonukleova kyselina
(deoxyribonucleic acid)

HBV virus hepatitidy B (hepatitis B virus)

HCMV lidsky cytomegalovirus (human
cytomegalovirus)

HHV-6 lidsky herpesvirus typu 6 (human herpes
virus type 6)

HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti
(human immunodeficiency virus)

HPMP (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]

HPMP-5-azaC (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]-5-azacytosin

HPMPC (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]cytosin

HSV-1 herpes simplex virus typu 1 (herpes
simplex virus type 1)

HSV-2 herpes simplex virus typu 2 (herpes
simplex virus type 2)

PME (fosfonomethoxy)ethyl
((phosphonomethoxy)ethyl)

PMP (fosfonomethoxy)propyl
((phosphonomethoxy)propyl)

TAF tenofovir alafenamid (tenofovir
alafenamide)

TDF tenofovir disoproxil-fumarat (tenofovir
disoproxil fumarate)

\VAY Varicella zoster virus
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M. Kreémerova (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Czech Academy of Sciences, Prague, Czech
Republic): Nucleoside Chemistry at the Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry — Looking Back
on History

Nucleoside chemistry has been developing at the
Institute of Organic Chemistry and Biochemistry (IOCB)
since 1957 thanks to the foresight of its first director
FrantiSek Sorm. This new area, targeted especially to
oligonucleotide synthesis, earned soon an excellent
reputation. At that time IOCB was one of only four
institutions in the world successful in oligonucleotide
synthesis. First successes in the field of chemically
modified nucleosides were syntheses of 6-azauridine as
antileukemic agent, 6-azauridine triacetate investigated as
antipsoriatic drug (Riboazauracil) and especially
S5-azacytosine nucleosides, i.e., S-azacytidine and 2'-deoxy
-5-azacytidine (decitabine) synthesized in early 1960s by
Alois Piskala. Both compounds are antileukemic agents
working on the epigenetic principle as inhibitors of DNA
methylations. At present, they are clinically used for the
treatment of myelodysplastic syndromes and other
haematological malignancies, marketed under the names
Vidaza® (5-azacytidine, approved 2004) and Dacogen®
(5-aza-2'-deoxycytidine, 2006). Remarkable synthetic
achievements are connected with the personality of
Antonin Holy including syntheses of L-nucleosides or
acyclic nucleoside analogues, compounds having a sugar
furanose ring replaced by a (poly)hydroxylic carbon chain.
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Many of them were found effective antivirals. One of
them, 9-(S)-[(2,3-dihydroxypropyl)]adenine entered to
clinical practice as antiherpetic drug Duvira gel. However,
it was the development of acyclic nucleoside
phosphonates (ANPs), first reported by Holy and De
Clercq in 1986, that became a real milestone. During next
three decades a number of biologically active ANPs were
identified as antivirals, cytostatics, immunomodulators
and antiparasitics. Three of them reached the stage of
clinical practice as successful antivirals: cidofovir for the
treatment of cytomegalovirus retinitis in AIDS patients,
tenofovir for the treatment and prevention of HIV (later
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approved also for the treatment of hepatitis B), and
adefovir for the treatment of hepatitis B. Tenofovir in the
form of prodrugs is mostly used as a part of several
combined anti-HIV therapeutics containing various anti-
HIV drugs in all-in-one pill and is currently the most
successful anti-HIV drug available.

Keywords:  6-azauracil,  5-azacytidine, decitabine,
antimetabolites, L-nucleosides, acyclic analogues, DHPA,
acyclic nucleoside phosphonates, cidofovir, adefovir,
antivirals, HIV, tenofovir, combined antiretroviral
therapy, antiparasitics

Uziti tohoto dila se fidi mezinarodni licenci Creative Commons Attribution License 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/legalcode.cs), ktera umoziuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
fadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.cs
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.cs

