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本公开涉及一类新型乙型肝炎病毒 (HBV) 共

价闭环 (ccc)DNA“首创”小分子抑制剂的发现，

所述抑制剂可用作慢性 HBV 管理的治疗剂。提供

了可提供 cccDNA 表观遗传修饰的药剂、组蛋白调

节剂和继而调控 HBV cccDNA 的组蛋白去乙酰化

活性抑制剂，所述调控 HBVcccDNA 从未用药理学

药剂实现过。还提供了用于调控 HBV cccDNA、治

疗或预防受试者 HBV 以及调控受试者乙型肝炎的

cccDNA 转录的方法。
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1.一种调控受试者乙型肝炎的 cccDNA 转录的方法，其包括向所述受试者施用组蛋白

去乙酰化活性抑制剂。

2.根据权利要求 1所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是 I类组蛋白去

乙酰化活性抑制剂。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是曲古抑菌素A、

辛二酰基双异羟肟酸、二甲氨基羟基 - 苯甲酰胺、阿匹西定或其类似物，或根据式 (I) 的化

合物

其中

R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

R2是 -C( ＝ O)-、3,5- 三唑基或 -C(Z)N(R 4)- ；

R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

R3是 -CH(R 5)-，或 R2是氮且 R 3是 -CH- 并且 R 2和 R 3一起形成哌啶基；

R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；

X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

Y是 NHOH 或 -CH2CH3；

Z是 H2或 O；

R7是氢或烷氧基；

R8是烷基或羧基烷基；

n是 0-2 ；

m 是 0-6 ；并且，

q是 0-3 ；

或其立体异构体或药学上可接受的盐。

4.根据权利要求 1所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是阿匹西定，

权  利  要  求  书CN 104507488 A
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其中

R1是 -(CH 2)-，

并且，

R2是 -C(Z)N(R 4)-。

5.根据权利要求 3所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是

                                 

6.根据权利要求 1所述的方法，其进一步包括向所述受试者施用治疗有效量的调控乙

型肝炎病毒的另一种药剂。

7.一种治疗受试者乙型肝炎的方法，其包括向所述受试者施用组蛋白去乙酰化活性抑

制剂。

8.根据权利要求 7所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是 I类组蛋白去

乙酰化活性抑制剂。

9.根据权利要求7所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是曲古抑菌素A、

辛二酰基双异羟肟酸、二甲氨基羟基 - 苯甲酰胺、阿匹西定或其类似物，或根据式 (I) 的化

合物
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其中

R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

R2是 -C( ＝ O)-、3,5- 三唑基或 -C(Z)N(R 4)- ；

R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

R3是 -CH(R 5)-，或 R2是氮且 R 3是 -CH- 并且 R 2和 R 3一起形成哌啶基；

R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；

X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

Y是 NHOH 或 -CH2CH3；

Z是 H2或 O；

R7是氢或烷氧基；

R8是烷基或羧基烷基；

n是 0-2 ；

m 是 0-6 ；并且，

q是 0-3 ；

或其立体异构体或药学上可接受的盐。

10.根据权利要求 7所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是阿匹西定，
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其中

R1是 -(CH 2)-，

并且，

R2是 -C(Z)N(R 4)-。

11.根据权利要求 10 所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是

12.根据权利要求 7 所述的方法，其进一步包括向所述受试者施用治疗有效量的调控

乙型肝炎病毒的另一种药剂。

13.一种调控乙型肝炎病毒共价闭环 DNA 的方法，其包括使乙型肝炎病毒与组蛋白去

乙酰化活性抑制剂接触。

14.根据权利要求 13 所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是 I类组蛋白

去乙酰化活性抑制剂。

15.根据权利要求 13 所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是曲古抑菌素

A、辛二酰基双异羟肟酸、二甲氨基羟基 - 苯甲酰胺、阿匹西定或其类似物，或根据式 (I) 的

化合物

权  利  要  求  书CN 104507488 A
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其中

R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

R2是 -C( ＝ O)-、3,5- 三唑基或 -C(Z)N(R 4)- ；

R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

R3是 -CH(R 5)-，或 R2是氮且 R 3是 -CH- 并且 R 2和 R 3一起形成哌啶基；

R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；

X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

Y是 NHOH 或 -CH2CH3；

Z是 H2或 O；

R7是氢或烷氧基；

R8是烷基或羧基烷基；

n是 0-2 ；

m 是 0-6 ；并且，

q是 0-3 ；

或其立体异构体或药学上可接受的盐。

16.根据权利要求 13 所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是阿匹西定，

权  利  要  求  书CN 104507488 A
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其中

R1是 -(CH 2)-，

并且，

R2是 -C(Z)N(R 4)-。

17.根据权利要求 13 所述的方法，其中所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是

18.根据权利要求 13 所述的方法，其进一步包括使所述乙型肝炎病毒与调控乙型肝炎

病毒的另一种药剂接触。

19.一种根据式 II 所述的化合物：

权  利  要  求  书CN 104507488 A
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其中

R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

R2是 -C( ＝ O)- 或 -C(Z)N(R 4)- ；

R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

R3是 -CH(R 5)- ；

R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；

X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

Y是 NHOH 或 -CH2CH3；

Z是 H2或 O；

R7是氢或烷氧基；

R8是烷基或羧基烷基；

n是 0-2 ；

m 是 0-6 ；并且，

q是 0-3 ；

或其立体异构体或药学上可接受的盐。

20.根据权利要求 19 所述的化合物，其中所述化合物是

其中

R1是 -(CH 2)-，

并且，

R2是 -C(Z)N(R 4)-。

21.根据权利要求 19 所述的化合物，其中所述化合物是

权  利  要  求  书CN 104507488 A
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乙型肝炎病毒 cccDNA 转录的调控

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求 2012 年 6 月 1 日提交的美国临时申请号 61/654,374 的优先权，所述

申请的全部内容以引用方式并入本文。

技术领域

[0003] 本公开涉及优选具有组蛋白去乙酰化活性的药理学药剂调控乙型肝炎病毒的共

价闭环 DNA 以及预防或治疗乙型肝炎的用途。

背景技术

[0004] 美国食品和药物管理局 (FDA) 现在批准七种药物用于慢性乙型肝炎的管

理，这些药物属于两种类型中的一种：干扰素 (IFN) 和聚合酶抑制剂 (Lok，A.S. 和

B.J.McMahon.2007.Chronic Hepatitis B.Hepatology45:507-539)。这些药物被推荐在

3.5 亿以上感染人群中的大约 50％或更少人群中使用。虽然这是最高的风险人群，但是那

些不属于治疗指南范围的人群可能也从干预中受益，因为他们也处于显著升高的肝病风险

中。IFN受限于显著的副作用。pol抑制剂靶向相同的病毒生命周期阶段，并且因此组合治

疗(HIV和治愈性 HCV疗法的壁垒 )的价值有限。他们需要终身使用，并且遭受最终的使用

限制性毒性 (正如 HIV 长期药物使用所见的 )，并且出现抗药性突变体。因此，需要对当前

的药物组合 (portfolio) 做替换和补充。

[0005] 人们越来越相信“治愈”或至少维持停药 HBV 控制将需要或至少受益于控制病毒

核基因组 (共价闭环 DNA(cccDNA)) 的药物。2006NIDDK 肝脏行动计划 (由 2010 医学研究

所报告加强 )全体呼吁将 cccDNA 抑制作为 HBV 药物开发的重点。

[0006] 然而，HBV cccDNA 抑制剂的筛选是困难的，这是由于以下技术原因：HBV cccDNA

产生的量太低以致无法方便地检测，以及培养的常规转染的细胞中的大部分病毒基因产

物来源于病毒基因组的转基因，而不是 cccDNA。本发明人建立了其中诸如 HbeAg 的 HBV

基因产物只从 cccDNA 产生而不从整合的病毒转基因产生并且产生的量可较好检测的细

胞系，从而使筛选变得实际 (Cai，D. 等，2012.Identification of the Disubstituted 

Sulfonamide Compounds as Specific Inhibitors of Hepatitis B Virus Covalently 

Closed Circular DNA Formation.Antimicrobial Agents and Chemotherapy:In Press ；

Zhou，T. 等，2006.Hepatitis B virus e antigen production is dependent upon 

covalently closed circular(ccc)DNA in HepAD38cell cultures and may serve as a 

cccDNA surrogate in antiviral screening assays.Antiviral Research 72:116-124)。

[0007] 考虑到这些挑战，没有可使用的靶向 HBV cccDNA 的 HBV 治疗剂及有很少 ( 如果

有 ) 程序以筛选和开发 cccDNA 抑制剂就不会让人吃惊了。这主要是由于技术困难 ( 参

见 Block，T.M. 等，2003.Molecular viral oncology of hepatocellular carcinoma.

Oncogene 22:5093-5107 ；Locarnini，S.2005.Therapies for hepatitis B:where to from 

here ？ Gastroenterology 128:789-792 ；Lok，A.S.2011.Does antiviral therapy for 

说  明  书CN 104507488 A
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hepatitis B and C prevent hepatocellular carcinoma ？ J Gastroenterol Hepatol 

26:221-227)。此外，宿主功能在调控 HBV cccDNA 转录和稳定性中的作用很少被人们所认

识，这进一步阻碍了治疗剂的开发。因此，该领域中的任何工作都是创新的，并且会满足对

控制乙型肝炎病毒核基因组的药物的突出和长期的需求而且还为 HBV 感染提供治疗。

[0008] 发明概述

[0009] 提供调控受试者中乙型肝炎的 cccDNA 转录的方法，其包括向所述受试者施用提

供cccDNA的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化(deacetylace)活性抑

制剂。例如，所述表观遗传调节剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是药理

学的诸如小分子。

[0010] 还提供治疗受试者乙型肝炎的方法，其包括向所述受试者施用组蛋白去乙酰化活

性抑制剂。

[0011] 本公开还涉及调控乙型肝炎病毒共价闭环 DNA 的方法，其包括使乙型肝炎病毒与

组蛋白去乙酰化活性抑制剂接触。

[0012] 还公开了根据式 II 的化合物：

[0013] 

[0014] 其中 R1-R8如本文中提供的那样定义。

附图说明

[0015] 图 1提供说明 HBV cccDNA 在 dstet5 细胞中有效形成并且有转录活性的数据。

[0016] 图 2涉及说明 cccDNA 可以被 IFN-a 抑制的实验。

[0017] 图 3涉及阿匹西定和 TSA 抑制 cccDNA 转录的本发现。

[0018] 图 4 涉及 HDAC 抑制剂剂量依赖地刺激从整合到宿主细胞染色体中的转基因合成

DHBV pgRNA 的发现。

[0019] 说明性实施方案详述

[0020] 通过参考与附图和实施例结合来进行的以下详细描述，可以更容易地理解本发

明，所述附图和实施例构成本公开的一部分。应理解，本发明不限于本文中描述和/或展示

的特定产物、方法、条件或参数，并且本文中使用的术语是为了仅通过举例的方式描述具体

的实施方案并且不希望限制所要求保护的发明。

说  明  书CN 104507488 A

11



        3/30 页

12

[0021] 在本文件中引用或描述的每件专利、专利申请和公布的公开内容在此以引用方式

全部并入本文。

[0022] 如同以上和贯穿本公开所使用的那样，除非另外指出，否则以下术语和缩写应该

被理解为具有以下含义。

[0023] 除非上下文另外明确指出，否则在本公开中单数形式“一个”、“一种”和“所述”包

括复数引用，并且对特定数值的引用包括至少那个特定值。因此，例如，对“一种化合物”的

引用是对一种或多种此类化合物以及本领域技术人员已知的其等价物等的引用。此外，在

表明某个化学部分“可为”X、Y或 Z时，在一切情况下都不希望通过这种用法排除针对所述

部分的其它选择；例如，有关 R1“可为烷基、芳基或氨基”的叙述不一定排除 R1的其它选择，

诸如卤代、芳烷基等。

[0024] 当通过使用先行词“约”将值表达为近似值时，应理解所述特定值形成了另一个实

施方案。如本文所使用，“约 X”(其中 X是数值 )优选是指引述值的±10％ ( 包括端值 )。

例如，短语“约 8”是指 7.2 至 8.8 的值 ( 包括端值 )；再例如，短语“约 8％”是指 7.2％至

8.8％的值 (包括端值 )。存在时，所有范围都包括在内并且可以合并。例如，在引述“1至

5”的范围时，引述的范围应该理解为包括“1至 4”、“1至 3”、“1-2”、“1-2 和 4-5”、“1-3 和

5”等的范围。此外，在积极地提供替换物的列举时，这种列举可以被解释为表示可以例如通

过权利要求书中否定的限制排除任何替换物。例如，在引述“1至 5”的范围时，引述的范围

可以被理解为包括由此否定地排除的 1、2、3、4或 5的任一个的情况；因此，“1至 5”的引述

可以被理解为“1和 3-5，但不是 2”，或简单的“其中不包括 2”。在另一个实例中，在提供包

括“氢、烷基和芳基”或“氢、烷基或芳基”的可能的取代基的列举时，引述的列表可以被理解

为包括由此否定地排除“氢、烷基和芳基”或“氢、烷基或芳基”的任一个的情况；因此，“氢、

烷基和芳基”或“氢、烷基和芳基”的引述可以被理解为“氢和 /或芳基，但不是烷基”或简

单的“其中所述取代基不是烷基”。

[0025] 如本文所使用，术语“组分”、“化合物的组成”、“化合物”、“药物”、“药理学活性剂”、

“活性剂”、“治疗剂”、“疗法”、“治疗”或“药剂”在本文中可互换使用，用于指向受试者 (人

或动物)施用时通过局部和/或全身作用引起期望的药理学和/或生理学作用的一种或多

种化合物或物质组合物。

[0026] 本说明书中的缩写对应于如下计量单位、技术、性质或化合物：“min”表示分钟、

“g”表示克、“mg”表示毫克、“μg”表示微克、“eq”表示当量、“h”表示小时、“μL”表示微

升、“mL”表示毫升、“mM”表示毫摩尔、“M”表示摩尔、“mmol”或“mmole”表示毫摩尔、“cm”

表示厘米、“SEM”表示平均标准误差及“IU”表示国际单位。“IC50值”或“IC 50”表示导致观

察的状态或作用减轻或抑制 50％的化合物的剂量。

[0027] “阿匹西定 (Apicidin)”是一种来源于镰刀菌属种真菌代谢物的化合物。其结构

为环(N-O-甲基 -L-色氨酰基-L-异亮氨酰基-D-哌可啉基-L-2-氨基 -8-氧代癸酰基)。

[0028] “阿匹西定的天然类似物”是指粉白镰刀霉 (Fusarium pallidoroseum) 种

ATCC74322 和 ATCC47289 发酵产生的阿匹西定类似物 (阿匹西定 A、B、C、D1、D2、D3，它们描

述于 JOC 67，815(2002) 和 Tet Lett，37，8077(1996)，以及 WO 1996/9603428 中。

[0029] 如本文所使用，“烷基”是指具有约 1至约 20 个碳原子的任选取代的、饱和直链或

支链烃基(以及其中的碳原子的范围和具体数目的所有组合和子组合)。在适当的情况下，
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“烷基”可以表示“亚烷基”；例如，如果 X是 -R1R2，并且说 R1是“烷基”，那么“烷基”可以被

正确地解释为表示“亚烷基”。

[0030] “氨基”是指 -NH2并且可以包括替代氢的一个或多个取代基。“氨基”可与胺互换

使用并且还意在包括任何药学上可接受的胺盐。例如，氨基可以指-NH+(X)(Y)Cl-，其中X和

Y优选并且独立地是氢或烷基，其中烷基可以包括一种或多种卤代取代。

[0031] 如本文所使用，“芳基”“芳烃”和“芳香族”各自指具有约 3至约 50 个环成员 (以

及其中的碳原子的范围和具体数目的所有组合和子组合 ) 的任选取代的、饱和或不饱和、

单环、多环或其它同素环、碳环或杂环芳香族环系统，优选约5至约 10个环原子成员。此类

部分涵盖 ( 包括 ) 如下文定义的“杂芳基”和“杂芳烃”。在适当的情况下，“芳基”可以表

示“芳烃”；例如，如果 X是 -R1R2，并且说 R1是“芳基”，那么“芳基”可以被正确地解释为表

示“芳烃”。

[0032] 如本文所使用，“烯基”是指具有约2至约 20个碳原子和一个或多个双键(以及其

中的碳原子的范围和具体数目的所有组合和子组合 ) 的烷基，其中烷基如先前定义。在一

些实施方案中，所述烯基具有约 2至约 6个碳原子是优选的。烯基可以被任选地取代。

[0033] 如本文所使用，“芳烷基”是指带有一个或多个芳基取代基并且具有约4至约50个

碳原子 ( 以及其中的碳原子的范围和具体数目的所有组合和亚组合 ) 的烷基，其中芳基和

烷基如先前定义。在一些优选实施方案中，所述芳烷基的烷基部分具有约 1 至约 4 个碳原

子。在其它优选实施方案中，所述烷基部分具有约 1 至约 3 个碳原子。芳烷基可以被任选

地取代。

[0034] “烷氨基”表示烷基 -(NH)-，其中烷基如先前描述并且 NH 是根据对氨基提供的定

义进行定义的。“芳氨基”表示芳基 -(NH)-，其中芳基如本文定义并且 NH 是根据对氨基提

供的定义进行定义的。同样地，“芳烷基氨基”是用来表示芳烷基 -(NH)-，其中芳烷基如先

前定义并且 NH 是根据对氨基提供的定义进行定义的。“烷基酰胺基”是指烷基 -CH( ＝ O)

NH-，其中烷基如先前描述。本文中使用的“烷氧基”是指基团 R-O-，其中 R是烷基，并且烷

基如先前描述。“芳烷氧基”代表 R-O-，其中 R是如先前定义的芳烷基。“烷基磺酰基”表示

烷基 -SO2-，其中烷基如先前定义。如本文中使用的“氨基氧基”是指基团氨基 -(O)-，其中

氨基如上定义。如本文中使用的“芳烷基氨基氧基”用来表示芳基 -烷基 -氨基氧基 -，其

中芳基、烷基和氨基氧基分别如先前提供的那样所定义。

[0035] 如本文所使用，“亚烷基”是指具有通式 -(CH2)n- 的任选支链或取代的二价烷基，

其中 n是 1至 10。非限制性实例包括亚甲基、三亚甲基、五亚甲基和六亚甲基。

[0036] “亚烷基氨基”是指 -(CH2)n-NH-，其中 n是 1至 10，并且其中所述二价烷基可以是

任选支链或取代的，并且所述氨基可以包括替代氢的一个或多个取代基。

[0037] 如本文所使用，“杂芳基”或“杂芳烃”是指其中在至少一个环中，一个或多个碳原

子环成员独立地被选自S、O、N和 NH的杂原子基团替代的芳基，其中芳基如先前定义。具有

总共约3至约 14个碳原子环成员和杂原子环成员的杂芳基/杂芳烃基是优选的。同样地，

“杂环”是其中一个或多个碳原子环成员可以 (但不必然 )独立地被选自 S、O、N和 NH 的杂

原子基团替代的芳基。具有总共约3至 14个环成员和杂原子环成员的杂环是优选的，但是

不一定存在 ；例如，“杂环己基”可以是有或没有杂原子基团的六元芳基。

[0038] “卤代”和“卤素”各自是指氟、氯、溴或碘部分，优选氟、氯或溴。
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[0039] “卤代烷基”表示其中烷基和卤代分别如先前描述的卤代 -烷基 -。

[0040] 短语“[部分 ]不存在”可以表示所述部分连接的取代基彼此直接相连。

[0041] 通常，经取代的化学部分包括替代氢的一个或多个取代基。示例性取代基包括，

例如，卤代 ( 如，F、Cl、Br、I)、烷基、环烷基、烷基环烷基、环烷基烷基、烯基、炔基、芳烷

基、芳基、杂芳基、杂芳烷基、螺烷基、杂环烷基、羟基 (-OH)、硝基 (-NO2)、氰基 (-CN)、氨基

(-NH2)、-N- 取代的氨基 (-NHR”)、-N,N- 二取代的氨基 (-N(R”)R”)、氧代 ( ＝ O)、羧基

(-COOH)、-O-C(＝O)R”、-C(＝O)R”、-OR”、-C(＝O)OR”、-(亚烷基)-C(＝O)-OR”、-NHC(＝

O)R”、氨基羰基 (-C( ＝ O)NH2)、-N- 取代的氨基羰基 (-C( ＝ O)NHR”)、-N,N- 二取代

的氨基羰基 (-C( ＝ O)N(R”)R”)、硫醇、硫醇根 (thiolato)(-SR”)、磺酸 (-SO3H)、膦酸

(-PO3H)、-P(＝ O)(OR”)OR”、-S(＝ O)R”、-S(＝ O)2R”、-S(＝ O)2NH2、-S(＝ O)2NHR”、-S(＝

O)2NR”R”、-NHS( ＝ O)2R”、-NR”S( ＝ O)2R”、-CF3、-CF2CF3、-NHC( ＝ O)NHR”、-NHC( ＝ O)

NR”R”、-NR”C( ＝ O)NHR”、-NR”C( ＝ O)NR”R”、-NR”C( ＝ O)R”等。相对于上述取代基，

例如，每个部分 R”都可以独立地是 H、烷基、环烷基、烯基、芳基、芳烷基、杂芳基或杂环烷基

中的任何一种。

[0042] 如本文所使用，术语“治疗”或“疗法”(以及其不同词语形式 )包括预防性 (例如，

防治性 )、治愈性或缓和性治疗。

[0043] 如上以及本公开全文所使用，术语“有效量”是指就相关病症、疾患或副作用而论

可以一定剂量并维持必要的一段时间实现期望效果的有效量。应理解本发明组分的有效量

将会因不同患者而异，不仅与选择的特定化合物、组分或组合物、施用途径及组分在个体中

引起期望的响应的能力有关，而且与以下因素有关：诸如待减轻的疾患的疾病状态或严重

程度、个体的激素水平、年龄、性别、体重、患者的状态和所治疗的病理学病状的严重程度、

特定患者遵循的并行药物或特殊饮食以及本领域技术人员了解的其它因素，其中合适的剂

量最终由主治医师决定。剂量方案可进行调整以便提供改善的治疗响应。有效量还是其中

治疗有益作用超过组分的任何毒性或有害作用的量。举例来说，将用于本发明方法的化合

物以一定剂量施用一定时间以便与治疗开始之前的活性水平相比血小板的活性水平和粘

附活性降低。

[0044] “药学上可接受的”是指在合理医学判断范围内，适于与人类和动物组织接触而

没有过量毒性、刺激、过敏反应或其它问题并发症、与合理的利益 / 风险比相称的那些化合

物、材料、组合物和 /或剂型。

[0045] 在本发明内，公开的化合物可以药学上可接受的盐的形式制备。“药学上可接受的

盐”是指所公开化合物的衍生物，其中所述母化合物通过制成其酸盐或碱盐进行修饰。药

学上可接受的盐的实例包括但不限于诸如胺的碱性残基的无机或有机酸盐；诸如羧酸的酸

性残基的碱盐或有机盐等。药学上可接受的盐包括例如由无毒无机酸或有机酸形成的母化

合物的常规无毒盐或季铵盐。例如，此类常规无毒盐包括来源于诸如盐酸、氢溴酸、硫酸、氨

基磺酸、磷酸、硝酸等的无机酸的那些盐；以及从有机酸制备的盐，所述有机酸诸如醋酸、丙

酸、琥珀酸、乙醇酸、硬脂酸、乳酸、苹果酸、酒石酸、柠檬酸、抗坏血酸、双羟萘酸、马来酸、羟

基马来酸、苯基乙酸、谷氨酸、苯甲酸、水杨酸、对氨基苯磺酸、2- 乙酰氧基苯甲酸、富马酸、

甲苯磺酸、甲烷磺酸、乙烷二磺酸、草酸、羟乙磺酸等。这些生理学上可接受的盐是通过本领

域已知的方法制备的，例如，通过用在含水酒精中的过量的酸溶解游离胺碱，或用诸如氢氧
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化物的碱金属碱或用胺中和游离羧酸。

[0046] 本文通篇描述的化合物都可以以其它形式使用或制备。例如，许多含氨基的化合

物都可以作为酸加成盐酸使用或制备。此类盐往往改善所述化合物的分离和处理性质。例

如，取决于试剂、反应条件等，如本文所描述的化合物可以例如作为其盐酸盐或甲苯磺酸盐

使用或制备。同型结晶形式、所有手性和外消旋形式、N- 氧化物、水合物、溶剂化物和酸性

盐水合物也涵盖在本发明的范围之内。

[0047] 本发明的某些酸性或碱性化合物可以作为两性离子存在。所述化合物的所有形

式，包括游离酸、游离碱和两性离子，都涵盖在本发明的范围之内。本领域众所周知的是，同

时含有氨基和羧基的化合物往往以与其两性离子形式平衡的形式存在。因此，本文通篇描

述的含有例如氨基和羧基两者的任何化合物也包括对其相应的两性离子的引用。

[0048] “水合物”是指与分子形式的水缔合 (即其中 H-OH 键不断裂 )并且可以通过例如

化学式 R·H2O 表示的本发明化合物，其中 R是本发明化合物。给定化合物可以形成一种以

上水合物，包括例如一水合物 (R·H2O) 或多水合物 (R·nH2O，其中 n是 >1 的整数 )( 包括，

例如，二水合物 (R·2H2O)、三水合物 (R·3H2O) 等 )，或半水化合物 (诸如，例如，R·n/2H2O、

R·n/3H2O、R·n/4H2O 等，其中 n是整数 )。

[0049] “溶剂化物”是指与分子形式的溶剂缔合(即其中所述溶剂是配位结合的)并且可

以通过例如化学式 R·(溶剂 )表示的本发明化合物，其中 R是本发明化合物。给定化合物

可以形成一种以上溶剂化物，包括例如单溶剂化物 (R·( 溶剂 )) 或多溶剂化物 (R·n( 溶

剂 ))，其中 n是 >1的整数 )(包括，例如，二溶剂化物 (R·2(溶剂 ))、三溶剂化物 (R·3(溶

剂 )) 等 ) 或半溶剂化物 (例如，R·n/2( 溶剂 )、R·n/3( 溶剂 )、R·n/4( 溶剂 )等，其中 n是

整数 )。本文中的溶剂包括混合溶剂，例如，甲醇 /水，并且因此，所述溶剂化物可以在溶剂

化物内并入一种或多种溶剂。

[0050] “酸性水合物”是指复合物，它可以通过具有一个或多个碱部分的化合物与具有一

个或多个酸部分的至少一种化合物缔合形成或通过具有一个或多个酸部分的化合物与具

有一个或多个碱部分的至少一种化合物缔合形成，所述复合物进一步与水分子缔合以便形

成水合物，其中所述水合物如先前定义并且 R表示本文中的上述复合物。

[0051] 术语“立体异构体”是指具有相同化学组成但是原子或基团在空间中的排列不同

的化合物。

[0052] “外消旋”表示具有拆分成相反光学活性形式的能力。

[0053] 如本文所使用，术语“部分立体异构体”是指具有两个或两个以上手性中心的立体

异构体，其中至少一个手性中心具有确定的立体化学(即，R或S)并且至少一个具有不确定

的立体化学 (即，R或 S)。当本文中使用术语“其部分立体异构体”时，其是指在描述的种

类中的任何化合物，这类化合物在具有确定立体化学中心的手性中心处的构型被保留并且

每个不确定的手性中心的构型独立地选自R或S。例如，如果立体异构体具有三个手性中心

并且第一个中心的立体化学构型确定具有“S”立体化学，那么术语“或其部分立体异构体”

是指在所述三个手性中心处具有 SRR、SRS、SSR 或 SSS 构型的立体异构体和其混合物。

[0054] “同位素取代的类似物”是其中一个或多个原子已经被那个原子的同位素替代的

本公开化合物。例如，氢 ( 氕 ) 可以被氘或氚取代。可以被其同位素替代以便形成其同位

素取代的类似物的其它原子包括，例如，碳 ( 被 C13替代 )、氮 ( 被 N 15替代 )、碘 ( 被 I 131替
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代)、氟 (被 F18替代)或硫 (被 S 31替代)。任何可用的同位素都可以用来形成其同位素取

代的类似物，并且本领域的一般技术人员将会认识到由给定化合物形成此类类似物的可用

技术。

[0055] “前药”是指对于期望的活性来说本身无活性或活性微乎其微，但是通过生物转化

可以转化成生物学上活性的代谢物的化合物。例如，本发明的前药将尤其包括在体内通过

代谢方式可转化成本公开中要求保护或描述的化合物的任何化合物。

[0056] “N- 氧化物”是指其中杂芳族环或叔胺的碱性氮原子被氧化从而得到带有正形式

电荷的季氮和带有负形式电荷的连接的氧原子的化合物。

[0057] 当任何成分或任何式中的任何变量出现一次以上时，其每次出现时的定义与在每

次另外出现的定义无关。只有当此类组合产生稳定化合物时取代基和/或变量的组合才是

允许的。

[0058] 术语“施用”表示直接施用本发明的化合物或组合物，或者施用将在体内形成等量

所述活性化合物或物质的前药、衍生物或类似物。

[0059] “剂量单位”是指适合作为待治疗的特定个体的单一剂量的物理上离散的单位。每

个单位都可以含有与需要的药物载体结合的经计算产生期望的治疗效果的预定量的活性

化合物。本发明的剂量单位形式的规格可以通过(a)所述活性化合物的独特特性和要获得

的特定治疗效果，和 (b) 在合成这些活性化合物的领域中固有的限制来规定。

[0060] “受试者”或“患者”是指可用本发明的组合物和 /或方法治疗的胚胎、不成熟或成

年动物，包括人类。

[0061] 目前已经发现乙型肝炎病毒共价闭环 DNA(cccDNA)( 在感染细胞的细胞核中作为

“游离体”存在和表达)的调控不同于整合到宿主染色体中的HBV DNA，并且与其它基因相比

从 HBV cccDNA 表达 RNA 可以在药理学上被选择性地抑制 (如本文中更充分地描述那样 )。

实际上，本发明人已经鉴定出了众多以可重现和强力的方式抑制 DHBV cccDNA 转录的化合

物，并且所述抑制在低浓度和没有明显毒性的条件下发生。这些结果第一次显示已经用小

分子通过设计实现了选择性的药理学抑制。从 HBV cccDNA 表达基因的调控不同于整合到

宿主染色体中的相同或相似 DNA 的这一结果是出人意料的并且是非常有用的观察结果，这

在于它实现选择性地抑制 cccDNA DNA( 例如，与整合的 HBV DNA 相比 )而不抑制或此外影

响宿主染色体 DNA 的治疗。HBV cccDNA 可以在药理学上被抑制的本发现迄今为止是未知

的，并且提供了先前叙述的有用概念的证据，并且证明此类药理学抑制是可能的。

[0062] 因此，本公开尤其提供了调控受试者乙型肝炎的 cccDNA 转录的方法，其包括向所

述受试者施用提供 cccDNA 的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性

抑制剂。例如，所述表观遗传调节剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是

药理学的诸如小分子。表观遗传调节剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂对于

cccDNA 的抑制可能是选择性的，如与整合的 HBV DNA 相比，即不抑制整合的 HBV DNA，和 /

或如与细胞宿主DNA相比，即不抑制细胞宿主DNA。组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是多类

组蛋白去乙酰化酶的抑制剂，或者对于特定种类的组蛋白去乙酰化酶可以有选择性。例如，

所述抑制剂可以是 I 类组蛋白去乙酰化活性、II 类组蛋白去乙酰化活性或两者的抑制剂。

优选地，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是 I 类组蛋白去乙酰化活性抑制剂。有大量的组

蛋白去乙酰化活性抑制剂是已知的，并且可以按照本方法使用任何此类 HDAC 抑制剂。
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[0063] 调控乙型肝炎的 cccDNA 转录的本方法还可以包括 - 除了向受试者施用提供

cccDNA 的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂之外 -向受试

者施用治疗有效量的调控乙型肝炎病毒的其它药剂。所述其它药剂可以与提供 cccDNA 的

表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂同时施用，或者仅仅作

为与提供 cccDNA 的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂相

同的一般治疗方案的一部分施用。所述其它药剂可以是目前用于调控 HBV 的任何物质，其

中大量类型对于本领域技术人员来说是已知的。例如，用于调控 HBV 的现有药物包括干扰

素 (例如，干扰素α、聚乙二醇化干扰素 )、核苷类似物 (如，拉米夫定 (lamivudine)、阿德

福韦酯 (adefovir dipivoxil)、恩替卡韦 (entecavir)、替比夫定 (telbivudine)、替诺福

韦(tenofovir)、克来夫定(clevudine)、氨多索韦(amdoxovir))、非核苷抗病毒剂(如，BAM 

205、ANA380、myrcludex B、HAP 化合物 Bay 41-4109、REP 9AC、硝唑尼特 (nitazoxanide)、

dd-RNAi 化合物、ARC-520、NVR-1221)、非干扰素免疫增强剂 ( 如，胸腺素 α-1、白细胞介

素 -7、DV-601、HBV 核抗原疫苗、GS-9620、GI13000) 以及暴露后和 /或肝脏移植后治疗药物

(如，hyperHEP S/D、Nabi-GB、Hepa Gam B)。

[0064] 具体来讲，所述其它药剂可以是任何其它直接作用抗病毒抗乙型肝炎剂 ( 诸如

聚合酶抑制剂 Barraclude、替诺福韦、拉米夫定、替比夫定和阿德福韦 ) 和 / 或除了抑制

cccDNA 转录之外在病毒生命周期中的一个阶段起作用的任何其它直接作用抗病毒剂，诸如

衣壳抑制剂、分泌抑制剂或进入抑制剂。所述其它药剂还可以是任何其它非直接作用抗病

毒剂，诸如干扰素或其它免疫调节剂。

[0065] 根据调控乙型肝炎的 cccDNA 转录的本方法，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂可

以是例如曲古抑菌素 A、辛二酰基双异羟肟酸、二甲氨基羟基 -苯甲酰胺、阿匹西定、阿匹西

定类似物 (例如，阿匹西定的天然类似物或从头合成的类似物 )或根据式 (I) 的化合物

[0066] 

[0067] 其中

[0068] R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

[0069] R2是 -C( ＝ O)-、3,5- 三唑基或 -C(Z)N(R 4)- ；

[0070] R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

[0071] R3是 -CH(R 5)-，或 R2是氮并且 R 3是 -CH-，并且 R 2和 R 3一起形成哌啶基；
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[0072] R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

[0073] R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；

[0074] X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

[0075] Y 是 NHOH 或 -CH2CH3；

[0076] Z 是 H2或 O；

[0077] R7是氢或烷氧基；

[0078] R8是烷基或羧基烷基；

[0079] n 是 0-2 ；

[0080] m 是 0-6 ；并且，

[0081] q 是 0-3 ；

[0082] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0083] 如本文所使用，短语“α 氨基酸 R 基团”是指来自天然或非天然氨基酸的侧链基

团。

[0084] 在某些实施方案中，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是阿匹西定，

[0085] 

[0086] 其中

[0087] R1是 -(CH 2)-，

[0088] 并且，

[0089] R2是 -C(Z)N(R 4)-

[0090] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0091] 在其它实施方案中，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是

[0092] 
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[0093] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0094] 本公开还涉及治疗受试者乙型肝炎的方法，它包括向所述受试者施用提供 cccDNA

的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂。例如，所述表观遗传

调节剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是药理学的诸如小分子。表观遗

传调节剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂对于 cccDNA 的抑制可能是选择性

的，如与整合的 HBV DNA 相比，即，不抑制整合的 HBV DNA，和 / 或如与细胞宿主 DNA 相比，

即，不抑制细胞宿主DNA。组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是多类组蛋白去乙酰化酶的抑制

剂，或者可以对于特定种类的组蛋白去乙酰化酶有选择性。例如，所述抑制剂可以是I类组

蛋白去乙酰化活性、II 类组蛋白去乙酰化活性或两者的抑制剂。优选地，所述组蛋白去乙

酰化活性抑制剂是I类组蛋白去乙酰化活性抑制剂。大量的组蛋白去乙酰化活性抑制剂是

已知的，并且可以按照本方法使用任何此类 HDAC 抑制剂。

[0095] 根据治疗受试者乙型肝炎的本方法，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是例如

曲古抑菌素 A、辛二酰基双异羟肟酸、二甲氨基羟基 -苯甲酰胺、阿匹西定、阿匹西定类似物

(例如，阿匹西定的天然类似物或从头合成类似物 )或根据式 (I) 所述的化合物

[0096] 

[0097] 其中

[0098] R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

[0099] R2是 -C( ＝ O)-、3,5- 三唑基或 -C(Z)N(R 4)- ；

[0100] R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

[0101] R3是 -CH(R 5)-，或 R2是氮并且 R 3是 -CH-，并且 R 2和 R 3一起形成哌啶基；

[0102] R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

[0103] R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；
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[0104] X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

[0105] Y 是 NHOH 或 -CH2CH3；

[0106] Z 是 H2或 O；

[0107] R7是氢或烷氧基；

[0108] R8是烷基或羧基烷基；

[0109] n 是 0-2 ；

[0110] m 是 0-6 ；并且，

[0111] q 是 0-3 ；

[0112] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0113] 在某些实施方案中，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是阿匹西定，

[0114] 

[0115] 其中

[0116] R1是 -(CH 2)-，

[0117] 并且，

[0118] R2是 -C(Z)N(R 4)-

[0119] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0120] 在其它实施方案中，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是

[0121] 
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[0122] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0123] 治疗受试者乙型肝炎的本方法还可以包括 - 除了向所述受试者施用提供 cccDNA

的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂之外 - 向所述受试者

施用治疗有效量的调控乙型肝炎病毒的其它药剂。所述其它药剂可以与提供 cccDNA 的表

观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂同时施用，或者仅仅作为

与提供 cccDNA 的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂相同

的一般治疗方案的一部分施用。所述其它药剂可以是目前用于调控 HBV 的任何物质，其中

大量的类型对于本领域技术人员来说是已知的。例如，用于调控 HBV 的现有药物包括干扰

素 ( 如，干扰素 α、聚乙二醇化干扰素 )、核苷类似物 ( 如，拉米夫定、阿德福韦酯、恩替卡

韦、替比夫定、替诺福韦、克来夫定、氨多索韦 )、非核苷抗病毒剂 ( 如，BAM 205、ANA380、

myrcludex B、HAP 化合物 Bay 41-4109、REP 9AC、硝唑尼特、dd-RNAi 化合物、ARC-520、

NVR-1221)、非干扰素免疫增强剂 (如，胸腺素α-1、白细胞介素 -7、DV-601、HBV 核抗原疫

苗、GS-9620、GI13000) 和暴露后和 /或肝脏移植后治疗药物 (如，hyperHEP S/D、Nabi-GB、

Hepa Gam B)。

[0124] 具体来讲，所述其它药剂可以是任何其它直接作用抗病毒抗乙型肝炎剂 ( 诸如

聚合酶抑制剂 Barraclude、替诺福韦、拉米夫定、替比夫定和阿德福韦 ) 和 / 或除了抑制

cccDNA 转录之外在病毒生命周期中的一个阶段起作用的任何其它直接作用抗病毒剂，如衣

壳抑制剂、分泌抑制剂或进入抑制剂。所述其它药剂还可以是任何其它非直接作用抗病毒

剂，如干扰素或其它免疫调节剂。

[0125] 还公开了调控乙型肝炎病毒共价闭环 DNA 的方法，它包括使乙型肝炎病毒与提供

cccDNA 的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂接触。例如，

所述表观遗传调节剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是药理学的诸如小

分子。表观遗传调节剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂对于cccDNA的抑制可

能是选择性的，如与整合的 HBV DNA 相比，即，不抑制整合的 HBV DNA，和 /或如与细胞宿主

DNA 相比，即，不抑制细胞宿主 DNA。组蛋白去乙酰化活性抑制剂可以是多类组蛋白去乙酰

化酶的抑制剂，或者可以对于特定种类的组蛋白去乙酰化酶有选择性。例如，所述抑制剂可

以是 I 类组蛋白去乙酰化活性、II 类组蛋白去乙酰化活性或两者的抑制剂。优选地，所述

组蛋白去乙酰化活性抑制剂是I类组蛋白去乙酰化活性抑制剂。大量的组蛋白去乙酰化活
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性抑制剂是已知的，并且可以按照本方法使用任何此类 HDAC 抑制剂。

[0126] 根据调控乙型肝炎病毒共价闭环 DNA 的本方法，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂

可以是例如曲古抑菌素 A、辛二酰基双异羟肟酸、二甲氨基羟基 -苯甲酰胺、阿匹西定、阿匹

西定类似物 (例如，阿匹西定的天然类似物或从头合成类似物 )或根据式 (I) 的化合物

[0127] 

[0128] 其中

[0129] R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

[0130] R2是 -C( ＝ O)-、3,5- 三唑基或 -C(Z)N(R 4)- ；

[0131] R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

[0132] R3是 -CH(R 5)-，或 R2是氮并且 R 3是 -CH-，并且 R 2和 R 3一起形成哌啶基；

[0133] R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

[0134] R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；

[0135] X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

[0136] Y 是 NHOH 或 -CH2CH3；

[0137] Z 是 H2或 O；

[0138] R7是氢或烷氧基；

[0139] R8是烷基或羧基烷基；

[0140] n 是 0-2 ；

[0141] m 是 0-6 ；并且，

[0142] q 是 0-3 ；

[0143] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0144] 在某些实施方案中，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是阿匹西定，

[0145] 
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[0146] 其中

[0147] R1是 -(CH 2)-，

[0148] 并且，

[0149] R2是 -C(Z)N(R 4)-

[0150] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0151] 在其它实施方案中，所述组蛋白去乙酰化活性抑制剂是

[0152] 

[0153] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0154] 调控乙型肝炎病毒共价闭环 DNA 的本方法还可以包括 - 除了使乙型肝炎病毒与

提供 cccDNA 的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂接触之

外-使所述乙型肝炎病毒与治疗有效量的调控乙型肝炎病毒的其它药剂接触。所述其它药

剂与所述HBV的接触可以与涉及使HBV与提供cccDNA的表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节

剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂接触同时发生，或者仅仅作为涉及使HBV与提供cccDNA的
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表观遗传修饰的药剂、组蛋白调节剂或组蛋白去乙酰化活性抑制剂接触相同的操作的一部

分。所述其它药剂可以是目前用于调控 HBV 的任何物质，其中大量类型对于本领域技术人

员来说是已知的。例如，用于调控HBV的现有药物包括干扰素(如，干扰素α、聚乙二醇化干

扰素 )、核苷类似物 (如，拉米夫定、阿德福韦酯、恩替卡韦、替比夫定、替诺福韦、克来夫定、

氨多索韦 )、非核苷抗病毒剂 (如，BAM 205、ANA380、myrcludex B、HAP 化合物 Bay41-4109、

REP 9AC、硝唑尼特、dd-RNAi 化合物、ARC-520、NVR-1221)、非干扰素免疫增强剂 (如，胸腺

素α-1、白细胞介素 -7、DV-601、HBV 核抗原疫苗、GS-9620、GI13000) 和暴露后和 /或肝脏

移植后治疗药物 (如，hyperHEP S/D、Nabi-GB、Hepa Gam B)。

[0155] 具体来讲，所述其它药剂可以是任何其它直接作用抗病毒抗乙型肝炎剂 ( 诸如

聚合酶抑制剂 Barraclude、替诺福韦、拉米夫定、替比夫定和阿德福韦 ) 和 / 或除了抑制

cccDNA 转录之外在病毒生命周期中的一个阶段起作用的任何其它直接作用抗病毒剂，诸如

衣壳抑制剂、分泌抑制剂或进入抑制剂。所述其它药剂还可以是任何其它非直接作用抗病

毒剂，诸如干扰素或其它免疫调节剂。

[0156] 本公开还涉及根据式 II 的化合物：

[0157] 

[0158] 其中

[0159] R1是 -(CH 2)n- 或 -C( ＝ O)- ；

[0160] R2是 -C( ＝ O)- 或 -C(Z)N(R 4)- ；

[0161] R4是氢、烷基、芳基、芳烷基、二烷基氨基烷基或羧基烷基；

[0162] R3是 -CH(R 5)- ；

[0163] R5是氢、-CH 3或α氨基酸 R基团；

[0164] R6是 -(CH 2)mC(X)Y、-(CH2)2CH3或 -(CH 2)q- 苯基 -(CH2)mC( ＝ O)NHOH ；

[0165] X 是＝ O、H2、＝ N-NH2或＝ N-NH-C( ＝ O)NH 2；

[0166] Y 是 NHOH 或 -CH2CH3；

[0167] Z 是 H2或 O；

[0168] R7是氢或烷氧基；

[0169] R8是烷基或羧基烷基；

[0170] n 是 0-2 ；

[0171] m 是 0-6 ；并且，

[0172] q 是 0-3 ；

说  明  书CN 104507488 A

24



        16/30 页

25

[0173] 或其立体异构体或药学上可接受的盐。

[0174] 例如，所述化合物可以是

[0175] 

[0176] 其中

[0177] R1是 -(CH 2)-，

[0178] 并且，

[0179] R2是 -C(Z)N(R 4)-。

[0180] 在其它实施方案中，所述化合物可以是

[0181] 

[0182] 如将易于理解，在合成的过程中存在的官能团可以含有保护基。保护基已知是本

身作为可以是选择性地附加到诸如羟基和羧基的官能团以及可以从这些官能团移除的化

学官能团。化合物中存在这些基团是为了在所述化合物暴露的室温化学反应条件下提供这

些官能团。各种保护基中的任何一种都可以与本发明一起使用。根据本发明可以使用的保

护基可以在 Greene，T.W. 和 Wuts，P.G.M.，Protective Groups in Organic Synthesis，第

2版，Wiley&Sons，1991 中描述。

[0183] 在另一方面中，本公开涉及包含根据式(I)或(II)的化合物或其药学上可接受的

盐、同位素取代的类似物或立体异构体与药学上可接受的载体、稀释剂或赋形剂的药物组

合物。所述适用的载体、稀释剂或赋形剂可以根据选择的施用途径和例如在 Remington’s 

Pharmaceutical Sciences(Mack Pub.Co.，Easton，PA，1985) 中描述的标准药学实践进行

选择，所述文献的公开内容在此以引用方式全部并入。所述药物组合物还可以包含治疗有

效量的调控乙型肝炎病毒的其它药剂。例如，所述调控病毒的其它药剂可以是已知的抗病

毒剂。在某些实施方案中，本组合物包含治疗有效量的根据式 (I) 或 (II) 的化合物，其是
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与有效预防或减轻HBV症状的免疫或疫苗组合施用的。实例包括抗体、免疫抑制剂、抗炎剂

等。

[0184] 如本文所使用，术语“接触”是指在体外系统或体内系统中将指定部分一起形成物

理或化学联系。例如，使 HBV 病毒与本发明中的化合物“接触”可以包括向感染 HBV 的个体

或患者 ( 诸如人 ) 施用本发明中的化合物，以及，例如向包含含有 cccDNA 的细胞或纯化制

剂的样品中引入本发明化合物。

[0185] 如本文所使用，可互换使用的术语“个体”或“患者”是指包括哺乳动物的任何动

物，诸如小鼠、大鼠、其它啮齿类动物、兔、犬、猫、猪、牛、绵羊、马，或诸如人的灵长类动物。

[0186] 如本文所使用，短语“治疗有效量”是指研究者、兽医、医学博士或其它临床医师在

组织、系统、动物、个体或人中寻求的引起生物或医药响应的活性化合物或药剂的量，所述

生物或医药响应包括以下一种或多种：

[0187] (1) 预防所述疾病；例如，预防个体中的疾病、疾患或病症，所述个体可能易感染

所述疾病、疾患或病症但是还没有遭受或显示所述疾病的病变或症状；

[0188] (2) 抑制所述疾病；例如，抑制个体中的疾病、疾患或病症，所述个体正遭受或显

示所述疾病、疾患或病症的病变或症状(即，包括中止所述病变和/或症状的进一步发展)；

和

[0189] (3) 改善所述疾病；例如，改善个体中的疾病、疾患或病症，所述个体正遭受或显

示所述疾病、疾患或病症的病变或症状 (即，包括使所述病变和 /或症状逆转 )。

[0190] 对于疾病或病症施用所述治疗化合物是有效的治疗方案的受试者或患者优选是

人，但是可以是任何动物，包括在临床试验或筛选或活性实验情况中的实验室动物。因此，

如本领域一般技术人员可以容易理解的那样，本发明的方法、化合物和组合物特别适于向

任何动物施用，特别是哺乳动物，并且包括但决不限于人、家畜 ( 诸如猫科动物或犬科动物

受试者)、农场动物(诸如但不限于牛科动物、马科动物、山羊、绵羊和猪科动物受试者)、野

生动物 (无论是野生或在动物园中 )、研究动物 (诸如小鼠、大鼠、兔、山羊、绵羊、猪、犬、猫

等 )、禽类物种 (诸如鸡、火鸡、鸣禽等，即用于兽医学用途 )。

[0191] 本发明的化合物可以单独或与常规药物载体、稀释剂或赋形剂 ( 可以是液体或固

体 ) 组合口服或肠胃外施用。其中，适用的固体载体、稀释剂或赋形剂可以起粘合剂、崩解

剂、填充剂、润滑剂、助流剂、压缩助剂、加工助剂、着色剂、甜味剂、防腐剂、悬浮 / 分散剂、

片剂崩解剂、包封材料、成膜剂或涂层、调味剂或印刷油墨的作用。当然，用于制备任何单位

剂型的任何材料都优选是药用纯的并且在使用的量下基本上无毒。此外，活性化合物可并

入持续释放制剂和配方中。在这方面的肠胃外施用包括尤其通过以下途径施用：静脉内、肌

内、皮下、眼内、滑膜内、经上皮 ( 包括透皮 )、经眼部、舌下和经颊；局部，包括经眼部、经真

皮、经眼、经直肠和经由吹入剂、气溶胶的经鼻吸入以及经直肠全身。

[0192] 在粉末剂中，载体、稀释剂或赋形剂可以是与细碎活性成分混合的微细固体。在片

剂中，活性成分与具有必要压缩性质的载体、稀释剂或赋形剂以合适的比例混合并且压制

成所需的形状和尺寸。对于经口治疗施用，活性化合物可掺入载体、稀释剂或赋形剂中并且

以可摄取片剂、口含片剂、锭剂、胶囊、酏剂、混悬剂、糖浆剂、干胶片等形式使用。此类治疗

有用组合物中的活性化合物的量是优选的使得将获得适合的剂量。所述治疗组合物优选含

有多达约 99％的活性成分。
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[0193] 液体载体、稀释剂或赋形剂可以用于制备溶液、混悬液、乳液、糖浆、酏剂等。本发

明的活性成分可以溶解或悬浮在药学上可接受的液体 ( 诸如水、有机溶剂、两者的混合物

或者药学上可接受的油或脂肪 ) 中。液体载体、赋形剂或稀释剂可以含有其它合适的药物

添加剂，诸如增溶剂、乳化剂、缓冲剂、防腐剂、甜味剂、调味剂、助悬剂、增稠剂、着色剂、粘

度调节剂、稳定剂或渗透调节剂。

[0194] 合适的固体载体、稀释剂和赋形剂可以包括，例如，磷酸钙、二氧化硅、硬脂酸

镁、滑石粉、糖、乳糖、糊精、淀粉、明胶、纤维素、甲基纤维素、乙基纤维素、羧甲基纤维

素钠、微晶纤维素、聚乙烯基吡咯烷、低熔点石蜡、离子交换树脂、交联羧甲纤维素碳

(croscarmellose carbon)、阿拉伯胶、预胶化淀粉、交聚维酮、HPMC、聚维酮、二氧化钛、多

晶纤维素、甲基氢化铝 (aluminum methahydroxide)、琼脂、黄芪胶或其混合物。

[0195] 用于经口和胃肠外施用的液体载体、稀释剂和赋形剂的合适实例包括水 ( 特别是

含有如上添加剂，如纤维素衍生物，优选羧甲基纤维素钠溶液 )、醇 (包括一元醇和多元醇，

如二醇 )及其衍生物，以及油 (如，分馏的椰子油和花生油 )，或其混合物。

[0196] 对于胃肠外施用，载体、稀释剂或赋形剂还可以是油性酯，诸如油酸乙酯和肉豆蔻

酸异丙酯。还涵盖了无菌液体载体、稀释剂或赋形剂，它们在用于肠胃外施用的无菌液体形

式组合物中使用。作为游离碱的活性化合物或药理学上可接受的盐的溶液可以在适当地与

表面活性剂 ( 诸如羟丙基纤维素 ) 混合的水中制备。分散液也可在甘油、液体聚乙二醇和

其混合物中以及油中制备。在正常贮藏和使用条件下，这些制剂可以含有防腐剂以防止微

生物生长。

[0197] 适于注射用途的药用形式包括例如无菌水溶液或分散液和用于临时制备无菌可

注射溶液或分散液的无菌粉末。在所有情况下，形式优选是无菌和液体的，以便能够容易地

注射。它在制造和贮藏条件下优选是稳定的并且优选被保存以防止诸如细菌和真菌的微生

物的污染作用。载体、稀释剂或赋形剂可以是含有例如水、乙醇、多元醇 ( 例如，甘油、丙二

醇、液体聚乙二醇等 )、其合适的混合物和植物油的溶剂或分散介质。可以例如通过使用包

覆剂 ( 诸如卵磷脂 )、在分散液的情况下通过维持所需的粒径以及通过使用表面活性剂来

维持适当的流动性。可通过各种抗细菌剂和抗真菌剂，例如，对羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯

酚、山梨酸、硫柳汞等获得预防微生物的作用。在许多情况下，优选包括等渗剂，例如糖或氯

化钠。可注射的组合物的延长吸收可以通过使用延缓吸收的药剂 ( 例如单硬脂酸铝和明

胶 )来实现。

[0198] 无菌可注射溶液可以通过将将所需量的活性化合物视需要与以上列举的各种其

它成分掺入至适当溶剂中，随后通过过滤灭菌来制备。一般来讲，可以通过将灭菌活性成分

掺入到含有基本分散介质和来自以上列举的那些的所需其它成分的无菌媒介物中来制备

分散液。在用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末的情况下，优选制备方法可以包括真空干

燥和冻干技术，其产生一种或多种活性成分外加来自其先前无菌过滤溶液的任何其它所需

成分的粉末。

[0199] 本发明化合物可以通过医药领域中任何成熟的常规技术以有效量施用。可以通

过使活性剂与患者体内的所述药剂的一个或多个作用位点接触的任何方式施用包括式 (I)

或 (II) 化合物的本发明的方法中使用的化合物。所述化合物可以通过任何可用的常规方

式施用。
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[0200] 所述药物组合物优选是单位剂型，如片剂、口含片剂、锭剂、胶囊、酏剂、粉末剂、

溶液、混悬剂、乳剂、糖剂、干胶片、颗粒剂、栓剂等。在此类形式中，所述组合物被再次分

成含由适当量的活性成分的单位剂量；所述单位剂型可以是包装的组合物，例如包装的粉

末剂、小瓶、安瓿、预装注射器或含液体的囊剂。所述单位剂型可以是例如胶囊或片剂本

身，或者它可以是适当数量的包装形式的任何此类组合物。此外，本发明的剂型可以是其

中一种活性成分被压制成片剂的胶囊的形式，或者是多个微片剂、颗粒剂、粒剂或非危险

(non-peril) 的形式。这些微片剂、颗粒剂、粒剂或非危险形式随后被放入胶囊中或被压制

成胶囊，可能伴随着另一种活性成分的颗粒化。

[0201] 最适合于预防或治疗的本发明化合物的剂量将随施用形式、选择的特定化合物和

治疗中的特定患者的生理特征而变化。一般来讲，开始可以使用小剂量，并且必要时以小增

量增加，直到达到在这些情况下的期望效果。一般来讲，经口施用可能需要更高的剂量。

[0202] 所需剂量可方便地以单个剂量提供或以适当时间间隔施用的分次剂量提供，例如

以每天两次、三次、四次或更多次亚剂量提供。亚剂量本身可以如进一步分成多次分开不精

确间隔的施用。所述剂量还可以通过本领域熟知的技术对所述化合物的控制释放来提供。

[0203] 关于用于施用的本发明化合物的制备以及根据本发明所述的组合物的配方的附

加信息在下文中提供。

[0204] 用于本发明的方法中的化合物可以本领域技术人员熟知的若干方式制备。所述化

合物例如可以如由技术人员所理解的那样通过如下所述的方法或其变型合成。制备本发明

化合物中使用的试剂可以是商购获得的或者可以通过文献中描述的标准程序制备。期待联

合本发明的公开的所有方法以任何规模实践，包括毫克、克、克级、千克、千克级或商业同业

规模。

[0205] 对于变量不止一次出现的化合物而言，每个变量都可以是选自限定所述变量的马

库什 (Markush) 组的不同部分。例如，在结构被描述为具有同时存在于同一化合物上的两

个 R基团的情况下，所述两个 R基团可以表示选自为限定 R的马库什组的不同部分。

[0206] 应进一步理解，为清晰起见，在独立实施方案的情况下描述的本发明的某些特征

也可以在单个实施方案中以组合形式提供。相反地，为简洁起见，在单个实施方案的情况下

描述的本发明的各种特征也可以单独提供或以任何合适的亚组合形式提供。

[0207] 在以下实施例中进一步描述本发明。应理解，这些实施例虽然表明本发明的优选

实施方案，但是只通过说明方式给出，并且不应该理解为限制附加的权利要求书。从上文的

讨论和这些实施例中，本领域技术人员可以确定本发明的必要特性，并且在不背离其精神

和范围的情况下，可以对本发明做出各种变化和修改以便使其适应于各种用法和条件。

实施例

[0208] HBV cccDNA 的调控

[0209] LMH 源 dstet5 细胞中的 DHBV cccDNA 有效地产生并且有转录活性。大部分产生

HBV 的细胞系由整合到宿主染色体中的 HBV 转基因产生 HBV 基因产物，并且因此 cccDNA 不

是病毒产物的主要来源。这使得难以筛选靶向cccDNA的药物。产生其中病毒基因产物依赖

于 cccDNA 的细胞系。为了这个目的，用四环素 (tet) 调控的 HBV/DHBV 建立了人 Hep G2 和

鸡肝细胞瘤 (LMH)- 稳定细胞系。如图 1所示，在不存在 tet和存在 2mM膦甲酸 (PFA) 条件
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下培养以阻断病毒逆转录之后，DHBV RNA 积聚，但是 DHBV 复制在含 pgRNA 的核衣壳的阶段

中止 (泳道 0)。重新向培养基中添加 tet以阻断转基因转录并且移除 PFA以允许含 pgRNA

的衣壳中的病毒 DNA 合成进行之后，病毒 RNA 有快速的下降 (第 1天和第 2天 )，在第 3天

之后产生 cccDNA 时最终升至更高的水平。

[0210] 这些结果意味着 cccDNA 在 dstet5 细胞中有效地形成并且有转录功能。图 2 中

更加彻底地说明了这些结果，其中，在其中规定的用 tet 阻断转基因转录的条件下，新 HBV 

RNA的出现与 cccDNA的出现密切相关(图 2组 II，展示核 DNA)，然而病毒转录物在cccDNA

合成和新的转基因转录都被阻断 (图 2，组 I) 的细胞中迅速降解 (1/2 寿命约 3小时 )

[0211] 有效抑制 DHBV cccDNA 转录的化合物的鉴定。使用系统以及在以依赖 cccDNA 的

方式产生病毒转录物的条件下 (图 1，2B)，筛选了大约 100 种化合物，包括来自本发明人自

有的小化合物库的那些、在本发明人天然产物收集品中存在的那些，及选择的化合物包括

细胞表观遗传修饰酶抑制剂(包括HDAC、HAT、长寿蛋白(Sirtuins)、组蛋白甲基转移酶、组

蛋白去甲基酶和 DNA 甲基转移酶 )。许多化合物 (包括表 1中展示的四种化合物 )显著地

降低了 cccDNA 源 DHBV pgRNA 的量。全部都具有 HDAC I 类抑制活性。

[0212] 

[0213] 如图 3 所示，因为阿匹西定有效地抑制 cccDNA(EC50 约 180nM) 且在多达 20uM 的

情况下持续五天没有毒性，并且对I类而非II类 HDAC有纳摩尔活性，所以似乎HDAC II抑

制对于抑制这个系统中的 HBV 不是必要的。

[0214] 阿匹西定和 TSA 抑制 HBV cccDNA 转录。图 3示出了阿匹西定和 TSA 抑制 Dstet5

细胞中的 cccDNA转录。此外得到了证明这些化合物还抑制HepG2细胞中的 HBV cccDNA转
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录的证据。在鲜明的对比之下，观察到阿匹西定和TSA剂量依赖性刺激DHBV pgRNA从整合

到宿主细胞染色体中的转基因的转录 (图 4)。这对于 HDAC 抑制来说是更加典型的细胞基

因响应并且表明不像染色体 DNA，从 cccDNA“微型染色体”的转录调控也不同。此外，甚至

还有 cccDNA 水平降低的证据，这表明了如在鸭系统中看到的那样转录抑制伴随着不稳定。

[0215] 化合物对人肝细胞瘤细胞中 HBV cccDNA 转录的作用。

[0216] 将 HepDE19 细胞接种到 6 孔板中，在四环素存在下培养直到融合。从培养基中移

除 tet 从而允许发生 pgRNA 转录、DNA 合成和 cccDNA 形成。将 tet 添加回培养基中以停止

转基因转录。第 3天之后，不处理或用不同浓度 (即，0.1 至 10.0uM) 的各种“测试”化合物

(来自表 1的四种“命中物”和约 20 种类似物 )处理不同孔中的细胞 2天。通过如上所述

的DNA/RNA印迹杂交测定(Southern/Northern blot hybridization assay)并且用已知的

操作定量胞内 HBV cccDNA、病毒 RNA 和核 DNA。分别用蛋白印迹 (Western blot) 和 ELISA

测定定量胞内全长 HBeAg 前体和分泌的 HBeAg。使用 HepG2.2.15 细胞作为对照，因为所有

HBV 表达主要是来自这些细胞中的 HBV 转基因。将纳入干扰素 α( 已经证明抑制 cccDNA

转录 ) 和抑制 cccDNA 形成的二取代磺胺 (DSS)CCC-0975( 来自我们的筛选，Guo 2012) 作

为阳性药物对照。在一些实验中，在从所述培养基移除“测试”药物之后将培养物维持不同

时间 (天 )，以确定 HBV cccDNA 的任何药物诱发的抑制的持久性。为了确定测试化合物对

cccDNA转录的选择性，还通过定量RT-PCR或RNA印迹杂交测量了测试化合物对一组细胞基

因 ( 包括但不限于 α1 抗胰蛋白酶、白蛋白 ) 表达的作用。化合物的细胞毒性是通过在平

行培养物中的 MTT 试验确定的。

[0217] 用 HBeAg 和 HBV 转录物降低的量 (0-100％ ) 作为 HBV cccDNA 转录抑制的衡量尺

度。用 HBV cccDNA 降低的量 (0-100％ ) 作为 HBV cccDNA 不稳定和降解的衡量尺度。用

A1AT和 /或白蛋白mRNA降低的抑制的量(0-100％ )作为特异性测定中的细胞功能抑制的

衡量尺度。用MTT(0-100％)活性的量作为细胞生存力和细胞细胞毒性(cell cytoxicity)

(CC) 基准的衡量尺度。选择性指数 (SI) 如表 1图例所示。

[0218] 化合物对原代旱獭肝细胞中WHV cccDNA转录的作用。旱獭肝炎病毒(WHV)是评价

HBV 治疗剂的有用模型。因此，为了计划了解所述先导化合物是否对 WHV 有活性是有用的。

通过在 50-90％的肝细胞含有 WHV 的条件下接种胶原酶处理的组织 (来源于从慢性感染的

旱獭获得的小切片活检组织 ) 制备原代旱獭肝细胞培养物 (PWHC)，并且所述培养物 (90％

或更高 )是肝细胞并如先前完成的那样可在培养基中维持至少两个月 (参见 Fletcher SP

等，2012.Transcriptomic analysis of the woodchuck model of chronic hepatitis 

B.Hepatology:In press)。在接种 7 天内，在测试化合物不存在或存在下孵育培养物，并

且使用与先前使用和公开类似的方法测定培养基中 (WHV 病毒粒子相关 DNA ；WH) 和细胞内

(WHV DNA，WHV RNA转录物)WHV基因产物的量(Guo，H.等，2010.Production and function 

of the cytoplasmic deproteinized relaxed circular DNA of hepadnaviruses.J Virol 

84:387-396 ；Guo， 等，2011.Alkylated porphyrins have broad antiviral activity 

against hepadnaviruses，flaviviruses，filoviruses，and arenaviruses.Antimicrob 

Agents Chemother 55:478-486)。

[0219] 如果在与禽和人系统中的 SI 类似的 SI 下 WHV 对阿匹西定和其它候选 cccDNA 抑

制剂敏感 (正如怀疑的那样 )，那么可使用慢性感染的旱獭作为功效研究的体内证据。
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[0220] 所述抑制剂是通过以下方面分级的 (i) 其选择性指数 (SI)，其中最大的选择性在

于抑制 HBV cccDNA 转录相对细胞生存力，随后是细胞功能，是最有吸引力的；(ii) 其抑制

cccDNA 转录的效力 (最低 EC50)，和最后是 (iii)“关键化学”(可缩放性类型 /配方 )问

题。具有最低 EC50值 ( 抑制 50％ cccDNA 转录的 RNA 的浓度 ) 和最大 SI 的化合物是最有

吸引力的。

[0221] HDAC 同工型的鉴定

[0222] 在初次筛选中鉴定的各种化合物都有HDAC抑制活性的性质(参见，如，表1)。HDAC

抑制很可能是这些化合物的HBV抗病毒作用机制的一部分或核心。虽然没有必要精确地了

解所述化合物的机制，但是这种信息对于选择或设计修饰的化合物以及预测和降低可能的

体内毒性和设计临床研究是有益的。此外，因为对于许多 HDAC 来说晶体结构是可得到的，

所以可以帮助将来的药物设计。总地来说，HDAC 抑制剂在研究中和在人体中不断增加的经

验能够为目前的临床设计和将来的计划提供指导。

[0223] 根据功能和 DNA 序列同源性，HDAC 去乙酰化多肽 (即，组蛋白 )可分为四种类型。

I类和 II类 HDAC 可被曲古抑菌素 A(TSA) 抑制。阿匹西定有效地抑制 I类 HDAC，但是不抑

制II类 HDAC。III类 HDAC(称为长寿蛋白)是 NAD+依赖性蛋白的家族，不受TSA影响。根

据 DNA 序列，IV 类被认为是非典型的类型。因为阿匹西定和 TSA 有效地抑制 cccDNA 转录，

I类和 II 类中的 HDAC 同工酶是最相关的。然而，因为阿匹西定只抑制 I类，所以最初只关

注这一类。

[0224] 实验细节：用 shRNA 使 HDAC 同工酶转录物沉默以及对 HBV cccDNA 功能的影响。

从慢病毒转导载体表达的短发夹 RNA(shRNA) 现在是抑制与 shRNA 同源的转录物的翻译的

标准工具。焦点放在 I 类 HDAC 同工酶上。因此，在转导混合物中用 100ul 慢病毒 ( 约 5x 

107/ml) 转导以 cccDNA 依赖性方式 ( 如上文所述，tet 抑制之后 ) 表达 HBV 基因产物的

HepDE19 细胞的融合单层，从而在至少 95％的所述细胞接受并且表达 shRNA 的条件下表达

对于I类-1、2、3或 8同工酶有选择性的shRNA。这是通过从逆转录病毒转基因表达报告基

因确定的。shRNA慢病毒表达载体是由供应商作为准备好转导提供的，并且每个载体靶向不

同的亚 I类的 HDAC。它们购自供应商 (如，Santa Cruz Bio，OpenBio)，并且含有并且表达

具有与要靶向的每个 HDAC 同工酶转录物同源的 19-25nt 的短发夹。例如，一种 HDAC 1 特

异性shRNA含有5′-GAT CCC CGC AGA…ATC TGC TTT TTG GAA A-3′，并且其它的是类似

设计的但是对于其它 shRNA 有特异性，如由供应商以及先前的研究提供的那样。对于每种

HDAC同工酶有 4和 5倍的覆盖。对照载体含有扰码序列(scrambled sequence)，并且用作

阴性对照。shRNA 慢病毒转导 5天之后，通过 RNA 分析和蛋白印迹定量特异性 HDAC 的抑制

( 用由供应商提供的 HDAC 特异性探针和单克隆抗体 )，并且如同前述描述中进行的那样测

量HBV cccDNA和cccDNA依赖性转录物以及HBeAg的量。在瞬时转导手段不能令人满意时，

虽然涉及得多一点，但使用稳定转导，因为使用具有可选择标志物的shRNA构建体。如上所

述，还作为特异性对照定量了细胞基因表达 (A1AT 和白蛋白 mRNA) 的量。阳性对照包括将

HepDE19 细胞于 1000nM 的阿匹西定孵育，这个浓度抑制 HBV cccDNA( 并且将已在 HepDE19

上验证 )。不同 HDAC 的每个都与特定细胞功能 (即 1，p53 的上调，2&3p21、8，H4 的去乙酰

化 )有关，所述细胞功能是作为成功抑制 HDAC 亚类的证据进行定量的，那应该是期望的。

[0225] 鉴于阿匹西定的效力，期望使至少一种 I 类 HDAC 沉默将导致 HBV cccDNA 功能的
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显著抑制。据了解，作用于多种HDAC的 HDAC抑制剂可能比通过单一HDAC转录物敲低可实

现的更佳的作用。然而，我们还使用覆盖所有I类酶的慢病毒组合进行敲低实验，因为如果

涉及I类酶(正如阿匹西定显示的)这应该抑制HBV cccDNA，但是为了检测HBV cccDNA抑

制必须抑制多种酶。

[0226] 在使特定的或一组HDAC转录物沉默导致HBV cccDNA功能抑制时，这作为HBV抗病

毒作用的靶标被验证，并且证实所鉴定的化合物的抗 HBV cccDNA 作用的机制涉及 HDAC 抑

制这一发现。所述化合物当然可以使用HBV cccDNA抑制的其它机制，但是至少要知道HDAC

抑制确实抑制 HBV cccDNA，这类新的 HBV 治疗策略的大门现在打开了。

[0227] 确定哪种经鉴定的化合物对负责HBV cccDNA抑制的HDAC同工酶具有最大的抑制

作用。已经鉴定了负责调控 HBV cccDNA 的特异性 HDAC 同工酶后，这有助于鉴定对于抑制

HBV cccDNA调控同工酶具有最大选择性的化合物。这允许推进具有最大选择性的化合物并

且帮助避免由不必要抑制调控HBV cccDNA中没有涉及的HDAC同工酶产生的脱靶作用。我

们注意到在表 1 中指出的四种化合物中，阿匹西定具有最大的选择性指数，并且还具有最

窄的 HDAC 抑制曲线 (对 I类 HDAC 有选择性 )。因此，通过避免宽的 HDAC 抑制剂并且接近

足以抑制 HBV cccDNA 的特异性 HDAC 亚同工酶可能达到甚至更佳的选择性。

[0228] 各种 I 类 HDAC(1、2、3、8) 同工酶的酶测定都可作为商业化试剂盒得到，并带有

阳性和阴性竞争性抑制剂对照。试剂盒是对应于如以上确定的相关同工酶从 BioTeK，BPS 

Bioscience 或其它可利用的来源购买的。简单地说，使用 BioTek 系统，提供了亚类特异性

纯化的 HDAC 酶 ( 重组，以约 10-50ng/ 容器 )，带有用预混合的反应中的显色剂在去乙酰化

之后检测的荧光底物。购买的是通过沉默证明在 HBV cccDNA 抑制中涉及的酶。将不同量

的对照或各种实验化合物与酶反应混合物一起孵育。

[0229] 针对同时作为时间和酶浓度的函数的线性对测定读数进行优化。来自抑制 HDAC

同工型的 50％去乙酰化酶活性需要的测试化合物的浓度 ( 即 IC50) 的试剂盒是通过使用

SigmaPlot 软件 (Systat Software，Inc.，San Jose，CA) 进行回归分析计算的。

[0230] 理论上，以及最逻辑地讲，根据上述程序发现有活性的化合物对发现的大多数涉

及 HBV cccDNA 调控的 HDAC 有活性，并且这些代表偏好的化合物。有活性但是广泛地抑制

HDAC的化合物(发现其中一些与HBV cccDNA调控无关)是有些不太受偏好的，因为它们可

能产生不必要的副作用。其中，另一方面，有一个脱节，并且在前述试验中有活性的化合物

不抑制发现的对HBV cccDNA调控最重要的HDAC，根据HBV cccDNA抑制活性而非HDAC抑制

分级，所述化合物是高级 (advanced) 的。

[0231] 先导化合物体外吸收、分布、代谢和毒性(ADMET)性质的评价产生HBV的细胞和不

产生 HBV 的细胞

[0232] 介绍和原理体内实验是昂贵的并且受伦理学限制。因此，在动物中进行测试之前，

需谨慎开始(尽可能)表征预示体内表现的化合物潜在毒性和其它细胞-血清 -相互作用

的性质。这些研究已经成为本领域中的标准。在复制细胞中的毒性也已经发现是就毒性对

化合物分级的一个好方法。最后，在推进到体内研究之前，通常还需要不同的配方，因为在

组织培养环境中使用的溶剂并不总是与体内施用相容。如下使用它们。除了常规的 ADMET

之外，目前提出了体外“ADMET”中的一个革新，其中所述表征是在目前批准的抗病毒疗法存

在下用产生 HBV 的细胞进行的。
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[0233] 可能的是，新的抗 HBV 药物将与目前正在使用的其它 HBV 抗病毒药物组合使用。

组合治疗对于HIV和 HCV以及其它感染性疾病是标准的。了解治疗HBV的新药在当前的护

理标准存在下是否具有毒性或其它改变的性质是重要的，因为有证据说明许多另外良好耐

受的药物在慢性感染个体中有选择性毒性。HBV 产生细胞可能比非产生性细胞对一些药物

(emdications) 更敏感 ( 阻断，进行中 )。因此，以下毒性实验是在不存在和存在 HBV 聚合

酶抑制剂以及 (在一些情况下 )干扰素α(IFNa) 下进行的。

[0234] 一些本发明先导化合物可能已经在动物中使用 ( 通过其它人 )，可能有相当多的

可用信息。另一方面，一些先导化合物可能是没有动物数据的新型化合物。由于上述原因，

还在 HBV 感染的情况下研究了化合物的性质。

[0235] 最后，测试了抑制野生型HBV cccDNA功能并且在体外良好耐受的化合物抑制来自

对 HBV聚合酶抑制剂耐受的 HBV的 cccDNA 的能力。根据前述研究的结果，使用人和 /或鸭

HBV 转染 (并且对于鸭来说是感染 )系统。

[0236] 对于以下描述的每个实验，包括了具有已知毒性、代谢、蛋白质渗透性、膜转运和

确定的配方性质的对照。例如，包括了 Barraclude 和 FIAU 分别作为在产生 HBV 的细胞中

没有可检测毒性的化合物以及具有可检测毒性化合物的对照，并且具有可以产生比较的报

道的 PK 和 TK 性质。

[0237] 实验细节：体外“施用、分布、代谢、“消除”和毒性”(ADMET) 研究。这些实验中的

一些是由供应商 ( 即 Absorption Systems) 根据合同进行的，而其它的实验 ( 特别是使用

产生 HBV 的细胞和材料时 )是由以下指出的本发明人进行的。

[0238] 标准细胞毒性测定：以每孔 2x 104个细胞的密度将人肝细胞瘤 (HepG2、Huh7、

HepRG) 和 HepG2 来源的细胞系支撑组成型 (HepG2.2.15) 和四环素诱导型 HBV 复制

(HepDE19 和 HepDES19) 接种到 96 孔板中。用测试化合物的连续稀释物处理细胞。每隔一

天换一次培养基。处理开始后在第 2、4、6、8和 10 天进行 MTT 测定。

[0239] 对增殖细胞的毒性：将不同浓度的先导化合物与以低密度(32mm培养皿，每孔100

个细胞 )接种的 HepRG细胞在产生 HBV和不产生 HBV的条件下一起孵育并且培养10天，每

3天换一次培养基。

[0240] 在人和小鼠肝微粒体中的代谢稳定性：在 NADPH 的存在下将所述化合物与来自产

生 HBV 和不产生 HBV 的细胞 ( 如上所述的组织培养来源 ) 的人和小鼠肝微粒体一起孵育。

此外，在人模拟胃液和模拟肠液的存在下评价化合物的稳定性。这套实验的目的也是确定

所述化合物是否被消化酶代谢。因为寻求口服可利用的化合物，找出在GI道中可能产生什

么代谢物 (如果有 )是重要的。

[0241] 毒性和代谢稳定性研究是在不存在和存在浓度等于和几倍于通常在人体中达

到的血清水平 ( 约 0.1ug/ml，对于 barraclude，-10ug/ml，对于拉米夫定 ) 的拉米夫定、

barraclude、替比夫定、替诺福韦和 / 或阿德福韦或干扰素 α(IFNa) 下进行的。如在上述

测定中确定的，cccDNA 抑制性测试化合物是以其 IC50 的 10 倍使用的。每个小组中也包括

(具有确定毒性和确定代谢性质 )的对照化合物 (即 FIAU、他汀类等 )。

[0242] 血浆蛋白结合：在这个测定中使用平衡透析确定结合人血浆蛋白的化合物的百分

比 (通过供应商 )。

[0243] 双向渗透性：这个测定用来确定化合物以顶端到底外侧和底外侧到顶端方向通过
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Caco-2 细胞单层的渗透性 (承包商 )。

[0244] 在干扰素 (IFN) 存在下先导化合物的抗病毒活性。以上实验研究先导化合物与

聚合酶抑制剂或干扰素在未感染细胞中组合使用时的体外 ADMET。确定先导化合物是否对

确定的抗病毒剂的抗病毒性质有影响是同样重要的。与 pol 抑制剂相比，IFNα(a) 较少用

来处理 HBV。在使用时，不同于 pol 抑制剂可使用几年并且更可能与 cccDNA 抑制剂共同施

用，它只持续几个月的时间。然而，鉴于抗病毒作用和毒性的IFNa机制可能涉及HDAC这一

事实，就这可以体外评价而言，评价目前公开的cccDNA抑制剂的与IFNa相互作用的性质确

实是有意义的。因此，在不存在和存在不同浓度候选药物cccDNA抑制剂以及不存在和存在

一定量的已知体外抑制 HBV 的禽 IFN 或人 IFNa 的情况下，孵育在克隆密度 ( 用于生长研

究 ) 和半融合 ( 用于抗病毒 /cccDNA 转录研究 ) 下接种的计划从 HBV cccDNA 产生转录物

的 dSTET 细胞和 AD38 细胞 ( 如在初步证据和 Cai 2012 中的 )。细胞生存力和产生的 HBV 

cccDNA 来源基因产物 (转录物 )的量是按照先前描述的程序和文献中已知的那些确定的。

[0245] 还测试了所述化合物在目前使用的聚合酶抑制剂存在下的体外活性。在慢性感染

的管理中，对HBV聚合酶的核苷/核苷酸抑制剂耐受的突变型病毒的出现确实是个问题，尽

管所述问题随使用的聚合酶抑制剂而不同。因此，测试了抑制野生型HBV cccDNA功能的化

合物抑制来自对 HBV 聚合酶抑制剂耐受的 HBV 的 cccDNA 的能力。需要的所有突变型病毒

(DHBV和 WHV)都是可得到的。使用人和/或鸭 HBV转染 (并且对于鸭来说，是感染)系统。

鉴于不同的作用机制，本发明化合物保留抗病毒活性。

[0246] 配方优化：对于选择的化合物来说，评价了适合于经口灌胃的给药媒介物的开发。

测试媒介物包括 1)pH 处理，2) 共溶剂 (诸如甘氨酸 (glycin)、聚乙二醇丙二醇、乙醇等 )，

3) 表面活性剂 (诸如聚山梨醇酯、泊洛沙姆、聚氧乙烯蓖麻油 (polyoxyl castor oil)、甘

油酯和PEG酯)，4)非水性系统(诸如芝麻油、中链甘油三酯、大豆油、油酸)，5)复合剂(诸

如环糊精 )。

[0247] 从ADMET角度来说，优选的化合物是就耐受性而论具有类似于Barraclude的性质

的那些化合物。还优选的化合物是不存在HBV聚合酶抑制剂(拉米夫定、barraclude、干扰

素等)时的毒性和代谢稳定性性质与其存在时相同的那些化合物。对产生HBV的细胞具有

选择性毒性的化合物是不受欢迎、不合格或特别谨慎推进的。已经增强或增强当前 HBV 抗

病毒剂毒性或拮抗所述抗病毒剂、活化那些化合物的化合物仍然被推进，但是应谨慎并且

在体内实验中测试以组合形式增强毒性的可能性。可能建议 cccDNA 活性化合物不组合使

用 (或只是谨慎使用 )。

[0248] 将具有良好体外性质的先导化合物放大并且测试体内毒性、药代动力学 (PK) 和

功效

[0249] 药代动力学、毒理动力学(TK)和剂量范围调查研究。在进行体内功效研究(其昂

贵、受伦理学限制并且消耗大量化合物 ) 之前，有必要确定候选药物在未感染动物中的体

内最大耐受剂量(MTD)和药代动力学性质(PK)。这允许鉴定出值得改进和建立适当的给药

和施用途径的化合物。在慢性嗜肝 DNA病毒感染的鸭和 /或旱獭模型之一 (或两者 )中测

试化合物的功效，因为它们是成熟和预测性的动物模型。鸭对比旱獭的原理如下所述。对

于阿匹西定本身，关于其在动物中的 PK/TK，已经有很多是已知的，因为它已经用于小鼠中。

然而，即使对于阿匹西定，并且当然对于本发明的任何其它化合物而言，仍需要鸭和旱獭的
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新 PK、TK 研究。因此，如下进行了一系列鼠科动物和大鼠的 PK 和 TK 研究。

[0250] 实验细节—在小鼠、鸭和 ( 如果指出 ) 旱獭中的单剂量药代动力学研究。这个研

究的目的是获得分布容积、全身清除率、半衰期 (T1/2)、最大血浆浓度 (Cmax) 和生物利用

度。这些参数用来评价每种亚氨基糖的清除率和生物利用度以便可以通过其保持血浆浓度

的能力分级。一般来讲，对于要推进的化合物来说大于 50％的生物利用度是优选的。

[0251] 如上所述，借助于静脉内注射(5mg/kg)或口服(25mg/kg)向小鼠(6周龄Balb/c ；

6 只小鼠 / 组 )；北京鸭 (6 周龄 ) 或旱獭 ( 每组 3 只 ) 施用候选药物。给药之后在几个时

间间隔记录临床观察。在给药前和在给药后5、15和 30分钟、1、2、4、6、8、16和 24小时采集

用于药代动力学的血液和尿液样品。分析样品中施用的药物 ( 药物或前药 ) 的存在和量，

并且在施用前药的情况下，也分析“药物代谢物”的存在和量。通过Absorption Systems分

析样品，所述 Absorption Systems 具有为我们的其它化合物建立的小鼠血浆分析。

[0252] 组织分布 (鼠科动物 )。在施用之后的各种时间从接受单次口服或静脉内施用化

合物的小鼠(每个剂量组 3只 )获取组织。对化合物组织分布的认识可以显著有助于评价

作为成功药物候选物的潜力。虽然其它体外参数诸如血浆蛋白结合和分布容积对于向血管

外组织的分布速率和程度有预测值，但是药物的肝组织浓度可能是与功效最有关的。与血

清、肾脏和腹部脂肪组织 / 淋巴结相比，通过腹膜内和口服途径在小鼠中单次施用所述化

合物之后，焦点保持在肝脏的候选物的组织浓度 ( 使用终点样品 ) 的上。一个感兴趣的地

方是活性化合物是否在关键组织中积聚，这就其在组织中的有效半衰期提供洞察力。也就

是说，虽然药物的血清半衰期可能是约 2 小时，但是它可以在肝脏中具有数倍时间的组织

半衰期，这解释了大于预期功效 (对于给定的给药方案 )或大于预期毒性。

[0253] 剂量调查最大耐受剂量(MTD)研究。因为在鼠科动物模型中评价所述化合物的抗

病毒活性，所以了解所述化合物在小鼠中的耐受性是重要的。通过经口灌胃 ( 因为我们寻

求口服可利用的化合物 )单独的“媒介物”或化合物已经溶解其中的媒介物对 Balb/c 小鼠

(6周龄，6只每组)；鸭 (6周龄，3只每组)给药。根据先前的经验，施用化合物的范围可能

在 100mg/kg 至 500mg/kg 之间，每个剂量组 5 只小鼠。对动物观察多达 14 天，每天读取重

量和存活性终点。进行常规组织学和临床化学研究。不导致任何死亡/毒性的化合物的最

高剂量被认为是 MTD。旱獭不能用于这个 MTD 研究；结合 PK旱獭研究对鼠科动物研究外推

将是必要的。

[0254] 根据化合物的口服生物利用度、耐受性和半衰期对化合物分级。理想的化合物用

可溶、口服、单日给药能够达到并且维持至少10倍组织培养物IC50浓度的血清或肝脏组织

水平，并且具有大于组织培养物 IC50100 倍的 MTD。根据这些品质将化合物分级，并且最好

和次好的将被推进。

[0255] 先导化合物在慢性感染动物模型 ( 体内 ) 中有效吗？已经证明体外功效并且确

定安全和体内研究的给药原理之后，了解所述先导化合物是否能够在验证的慢性 HBV 动物

模型中控制病毒水平是重要的。这表示靶向 cccDNA 的小分子药物将第一次在动物中进行

测试。与安全、选择性和 cccDNA 靶向药剂一致的结果是感兴趣的。功效终点包括：将提示

cccDNA 抑制的病毒血症、抗原血症以及肝脏内 cccDNA 和复制形式的量的快速和协同降低。

这些目标决定了使用的动物模型和研究的治疗时长。

[0256] 现有慢性 HBV 感染的若干动物模型，并且每种都有其优点和缺点。鸭和旱獭分别
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可在实验上慢性感染鸭和旱獭嗜肝DNA病毒。现在有若干鼠科动物模型，但是因为带有HBV

转基因的转基因小鼠不从 cccDNA 模板产生 HBV 以测试 cccDNA 靶向化合物，所以具有人肝

细胞的嵌合小鼠是必要的，诸如 uPA 小鼠。实际考虑需要做出选择。实验被设计成在慢性

HBV鸭模型中评价，因为已经知道所述化合物对培养中的禽细胞中的鸭病毒是有活性的。还

准备了慢性感染的旱獭中的研究，因为这是对于测试 HBV 治疗剂的成熟模型并且是自然感

染。uPA 小鼠是非常昂贵的，但是如果旱獭对药物不敏感而人 HBV 敏感就要使用。

[0257] 因此，将优选的化合物放大到必需的量并且如以下定义在以下鸭和旱獭 ( 如果适

当 )中测试功效。

[0258] 实验细节 -优选化合物的放大制备。阿匹西定是在镰刀菌属 (即种 ATCC 74322)

的发酵中产生的。将菌株接种到被称为 MED5 的营养培养基中，在控制湿度的气氛中以

220rpm振摇12-16天。收获时，用甲乙酮提取全肉汤并且在Sephadex上通过凝胶分级分离

提取物，随后通过 RP-HPLC 最终纯化分级分离提取物。产率约为 250mg/L，因此放大到克量

是常规的。

[0259] 鸭嗜肝 DNA 病毒功效研究。因为已知阿匹西定对 DHBV 具有高活性，所以，在培养

中，在慢性感染的鸭中对其进行测试。这个研究的目标是确定优选化合物的抗病毒潜力。血

清学和组织学是次要的。

[0260] 使用六周龄慢性感染 16 型 DHBV(Alberta 菌株 ) 的北京鸭。在 6 周时，鸭中的病

毒血症和肝脏肿块倾向于已经稳定。通过肌肉内或经口灌胃 ( 取决于 Aim 4PK/TK 结果 )

给予鸭测试化合物 (3 个剂量组，给药量和频率取决于 PK 结果，但是目的在于达到至少 10

倍组织培养物 IC50 的稳定血清水平 )。有三个剂量组，每个剂量组 5-6 只动物。对照剂量

组(6只动物每组)包括安慰剂治疗动物和每天用barraclude(1mg/kg)或拉米夫定(40mg/

kg) 治疗的动物。所有剂量组中的至少三个动物参加了至少一个治疗前和一个治疗后肝脏

活检。治疗持续10周，因为这超过了拉米夫定抑制病毒血症至可检测水平之下的时间以及

cccDNA在鸭中报告的1/2寿命。撤回药物之后再每周收集鸭血清持续4周。血清将在每周

采集。

[0261] 测试每周血清的标准“实验室值”(血液学、白蛋白、AST、ALT)。确定了循环中的

DHBV 病毒 DNA、sAg、sAb 的量。检查了来源于活检 (来自相同动物的治疗前和治疗结束的

一些活检 )的肝脏组织的 DHBV DNA(cccDNA，复制形式 )和 DHBV 核 ( 免疫染色 )。

[0262] WHV感染的旱獭研究。所述研究使用10组，每组5只动物，药物治疗持续10周，随

后10周停止药物(为了测试影响的持久性)。由于在病毒血症和抗原血症水平上的变异性，

通过如研究开始之前七天所确定的 WHV 病毒血症和抗原血症水平将动物分层到组中，以便

两种病毒标志物的平均水平均匀分布在所有组的动物中。在这个研究中不使用 WHVsAg 水

平异常低的动物。通过在啮齿类动物中进行生物利用度研究之后最后确定的途径和频率每

天施用化合物。研究中给药第一天是研究第 1天。研究第 1天剂量水平是根据预先测试的

体重计算的，并且每周获取体重以用于剂量施用。给药范围按照四种剂量的小鼠研究，组10

用作为参比化合物 (坦能 (Tennant)) 的 Barraclude 处理。

[0263] 主要终点是病毒血症和抗原血症给药和停药时获得持久的停药降低的剂量依赖

性降低。

[0264] 生存力和动物健康。每天进行并记录一次发病率和死亡率的临床观察。此外经由
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血液学、血清化学和组织学检查研究毒理学。为了确保病毒血症或抗原血症的降低或其它

假定有益的结果不是次要的推论方案 (secondary consequence protocol)( 化合物 ) 毒

性，在一般动物健康的情况下考察所有生化和免疫终点是同样重要的。在每周的基础上确

定总的身体特性(体重、屎尿量和特征)。此外，为了评价毒性和功效，还对肝功能测试(对

按月采集的样品进行)、血液学和化学(对治疗前、中和结束的样品进行)(如表中所述)进

行评价，以及对于选择的动物 ( 在给药前、给药中和治疗结束时 )，还进行了源自穿孔活检

的肝脏切片的组织学分析。

[0265] 肝功能测试作为肝脏生存力的标志在每月一次的样品中由商业服务确定

[0266] 体液响应性的证据。通过 ELISA 确定识别 WHsAg 的抗体的存在。即使 WHs Abs 与

抗原复合这种分析法也能检测。

[0267] 毒理学。如对小鼠研究所述，经由血液学和血清化学仔细研究毒理学。此外，进行

肝脏穿孔活检的组织学检查，包括炎症、胆管增生以及门脉肝炎和小叶肝炎。

[0268] 血清中的 WHV 病毒水平。每周进行评价 ( 条形斑点杂交和 PCR) 或每两月进行评

价 (DNA 印迹 )。

[0269] 活检。在治疗开始前、中间、结束和研究结束时采集肝脏活检组织并且用于组织

学和细胞内 WHV DNA 检查。基于 Hirt 提取定量地测定了复制形式和肝内共价闭环 WHV 

DNA(WHV cccDNA)的水平。对于免疫染色来说，使用分离的组织并且确定治疗对比未治疗动

物中的核和 WHsAg 的积累。

[0270] 对于鸭和旱獭研究来说，预计没有技术难度，因为这些研究是相当常规的，评价需

要的所有方法和试剂都是现成的。有关鸭的一个可能的问题是没有药物时出现的病毒血症

/抗原血症的变化。这通过使用其中的病毒学通常稳定化了的 6周龄之后的鸭来减轻。

[0271] 阳性活性的基准是 LFMAU 治疗的动物。相对于预治疗和未治疗的组，预期这些动

物通过在鸭和旱獭中分别进行 3 周和 10 周的治疗一致地丧失 HBV 病毒血症并且甚至是抗

原血症，其中感染 HBV 的肝细胞的数量大大降低。

[0272] cccDNA转录(和稳定性)的抑制应该降低所有病毒基因产物(以受其血清半衰期

影响的速率 )的胞内和胞外的量，甚至在 HBV 感染的细胞数量降低之前 (并且也许，和 HBV

感染的细胞损失的数量不成比例)。实际上，我们的新型化合物功效的最清晰的证据是HBV 

DNA 病毒血症和 sAg 抗原血症中的时间和剂量依赖性静态显著的降低。鉴于本发明化合物

的体外功效，预期在模型之一或两者中有至少十倍的血清表面抗原降低。

[0273] 还测量了 DHBsAgWHsAb 水平。对照 (慢性感染的动物 )预期没有可检测的 (或极

少可检测的)Ag。慢性感染的人(和旱獭)有能力并且确实产生sAb的证据在不断增加，但

是它受循环的 sAg 抑制或与循环的 sAg 结合。因此如果 Ag 下降并且随着 Ag 下降，sAb 表

露出自身是可能的。

[0274] 在治疗前后，使用固定的肝脏组织对免疫染色的HBV核(sAg)进行活检分析，并且

用提取物检测 HBV 核酸的量。理论上，感染细胞的数量将随着药物治疗起作用而下降。有

用信息包括这是否出现在肝炎 (细胞浸润 )增加的情形中。

[0275] 在药物治疗已经停止之后还评价了来自 10 和 4 周 ( 分别是旱獭和鸭 ) 的动物血

清。为了达到所有主要目的，考虑了在sAb出现的情况下抗原血症、病毒血症的稳定停药抑

制。在不存在任何有害反应或事件的情况下，用超过安慰剂的量的药物抑制病毒血症和抗
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原血症被认为是药物特异性影响的证据。

[0276] 以上列出的动物研究允许就所述化合物是否在体内环境中有效降低抗原血症做

出明确的结论。

[0277] 在确定 HDAC 的抑制是抑制 HBV cccDNA 转录时，结果出人意料的有用，因为 HDAC

抑制通常与基因活化有关，包括整合到宿主染色体中的 HBV DNA。所述结果可能提供来自

大部分细胞基因的HBV cccDNA的调控有多么不同的一个实例，并且即使本文中鉴定的抑制

剂最终没有在人类系统中使用，但证明了用药理学活性小化合物进行非催化性抑制 cccDNA

是可能的。

[0278] 总地来说，这个研究提供两个非常关键的答案。首先，它指出 HBV cccDNA 功能

在人和旱獭培养物中的选择性抑制。其次，它确定哪种 HDAC( 阿匹西定的靶标 ) 调控 HBV 

cccDNA。我们理解在HBV感染的人中的HDAC抑制必须谨慎进行，而这个研究提供了关于如

何用革命性的新治疗策略前进的方向。

[0279] 一般合成

[0280] 本发明的化合物可以使用以下一般方法和程序从易得的起始原料制备。应理解，

除非另外说明，否则在给出典型的或合适的工艺条件 ( 即，反应温度、时间、反应物的摩尔

比、溶剂、压力等 ) 的情况下，还可以使用其它工艺条件。最佳反应条件可根据所使用的特

定反应物或溶剂变化，但这类条件可由本领域的技术人员通过常规优化程序来确定。

[0281] 本文中描述的工艺可以根据本领域已知的任何合适的方法监测。例如，可通过诸

如核磁共振光谱法 (如，1H 或 13C NMR)、红外光谱法 (IR)、分光光度法 (如，UV- 可见 )或质

谱法的光谱手段，或通过诸如高效液相色谱法 (HPLC) 或薄层色谱法的色谱法来监测产物

的形成。

[0282] 化合物的制备可涉及各种化学基团的保护和脱保护。对保护和脱保护的需求和

合适的保护基的选择可以由本领域技术人员容易地确定。保护基的化学性质例如可以在

P.G.M.Wuts 和 T.Greene，Greene's Protective Groups in Organic Synthesis，第 4版，

Wiley&Sons，2006 中找到，其内容以引用方式全部并入本文。

[0283] 本文中描述的方法的反应可在合适的溶剂中进行，所述溶剂可由有机合成领域中

的技术人员容易地选择。合适的溶剂可以在反应所进行的温度 ( 即，可在溶剂的冷冻温度

至溶剂的沸腾温度范围内的温度 )下与起始原料 (反应物 )、中间体或产物基本上不反应。

给定反应可在一种溶剂或多于一种溶剂的混合物中进行。取决于具体反应步骤，可针对具

体反应步骤选择合适的溶剂。本发明化合物例如可以使用如下所述的反应路径和技术制

备。

[0284] 化合物合成

[0285] 阿匹西定已经被衍生化并且最新的类似物 1和 2

[0286] 
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[0287] ( 参见 Horne，W.S.，C.A.Olsen，J.M.Beierle，A.Montero 和 M.R.Ghadiri.2009.

Probing the bioactive conformation of an archetypal natural product HDAC 

inhibitor with conformationally homogeneous triazole-modified cyclic 

tetrapeptides.Angew Chem Int Ed Engl48:4718-4724 ；Vickers，C.J.，C.A.Olsen，

L.J.Leman 和 M.R.Ghadiri.2012.Discovery of HDAC Inhibitors That Lack an Active 

Site Zn2+-Binding Functional Group.ACS Medicinal Chemistry Letters) 表明可以修

饰阿匹西定结构而不丧失抗 HDAC 效力。

[0288] 制备了其它类似物，着重于相对于具有非常差的水溶性、口服生物利用度和体内

半衰期的阿匹西定改善了药物性质。尤其通过标准固相和溶液相方法制备了阿匹西定衍生

物。在某些实施方案中，源自还原的β-异亮氨酸氨基酸的片段 4

[0289] 

[0290] 是以适当保护的形式 (PG ＝合适的保护基，诸如 Fmoc 或 Boc) 通过溶液相方法制

备的，并且通过溶液相或固相方式引入至所述氨基酸序列中，随后使用建立的方法环化制

备的。
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图 1

图 2
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图 3

图 4
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