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(45, 53, 65, 7R) -Hexahydro-1-[5-(3-aminocindazol)methyl]-3-
-butyl1-5,6-dihydroxy-4,7-bislfenylmethyl11-2H-1,3-diazepin-2-
-on, =zZpUsob jeho pripravy a jeho pouZit{ jako inhibitoru HIV

protedzy

Oblast techniky:

Tento vynilez se tyka obecné&
1-(3-aminoindazol-5-y1) -3-butyl-cyklické modoviny, kterd je
vhodndad jako inhibitor HIV protedzy, farmaceut i ckych
prostredkd a diagnostickych kita, které Jji obsahuiji, a
zplsobl jejich pouZit{ pro lédent virové infekce nebo jako

testovac{ standardy nebo reakdéni ¢inidla.

Dosavadn{ stav techniky:

Dva rozli%né retroviry, lidsky vir nedostate&nosti (HIV)
typu 1 (HIV-1) nebo typu 2 (HIV-2) byly etiologicky svazany
s imunosupresivni{ nemoci, ziskanym syndromem imunitni{
nedostatednosti (AIDS). HIV seropozitivn{ jednotlivci jsou
pivodné& asymptomatidti, ale typicky rozvijeji k AIDS se
vztahujici komplex (ARC), po n&mZ ndsleduje AIDS. Ovlivnéni
jednotlivei vykazuji radu imunosupresi{, které Jje predurdujl

k oslabenft, a nakonec ke smrtelnym prileZitostym infekcim.

Nemoc AIDS je kone&nym disledkem vird HIV-1 nebo HIV-2,
kteréd sleduj{ svij vliastni Zivotni cyklus. Zivotnf cyklus
virionu =zad&fina atakem virionu na hostitelskou lidskou
inmunitnt bufiku T-4 lymfocyt pres vazbu glykoproteinu na
povrch virionového chrdnicfho povlaku s CD4 glykoproteinem na
buriku lymfocytu. Pri pripojend ztraci virion svj

glykoproteinovy povlak, pronikd do membrany hostitelské buriky

a neobaluje svou RNA. Enzym virionu, reverzn{ transkriptiza,
r{d{ postup transkripce RNA do jednoret&zové DNA. Virova DNA
je 3t&pena a tvor{ se druhy ret&zec DNA. Nyn{ je dvojreté&zova
DNA integrovand do lidskych bund&nych genit a tyto geny jsou



pouZity pro reprodukci bunék.

Z tohoto hlediska provadif lidskad bufiky sviij reproduk&ni
proces pouZitim své vliastn{ RNA polymerdzy pro transkiripci
integrované DNA do virové RNA. Virovd RNA je translatovdna do
prekurzoru gag-pol fuzniho polyproteinu. Potom je polyprotein
St&pen HIV protedzovym enzymem za =ziskdn{ zralych virovych
proteint. HIV protedza je takto odpov&dnd za regulaci kaskady
krok 3t&pen{, které vedou ke zrdni{ virovych &astic na vir,

ktery je schopny uplné infek&nosti.

Na typickou reakci lidského imunitnfho systému, =zabfjenf
invalidnich wviriona, jsou kladeny pri{lis velké poz2adavky,
protoZe velkou &ast Zivotniho cyklu strdavi virion v latentnim
stavu v imunitnf{ burice. Ddale, virovd zpétnd transkriptdza,

enzym pouZity pri pripravéd nové Cdstice virionu, nenf{ velmi

specifickd, a zplasobuje chyby v transkripci, které vedou ke
kont inudlné m&nénym glykoproteinim na povrchu virového
chrdn{ciho obalu. Tento nedostatek specificnosti sniZuje

u&innost imunitniho systému, protoZe protilatky, specificky
produkované proti jednomu glykoproteinu, mohou byt neuZite&né
proti jinym, &{mZ se sniZuje polet protildatek schopnych
zdpasit s virem. Vir pokraduje v reprodukci, zatimco systém
imunitni{ odpové&di pokraduje k oslabenfi. HIV ovl1add =z velké
Casti t&lesny imunitn{ systém, coz umozfiuje =achyceni
prileZzitostnych infekcif, a bez poddvani protivirovych

latek, imunomodul 4tord, nebo obou, miZe dojfit aZz k smrti.

V Zivotnim cyklu vird Jjsou alespofi tri kritické body,

které byly identifikovany Jjako moZné c¢fle pro proLiVirové

lé&iva: (1) poldte&ni pripojenit virionu na nmnisto T-4
lymfocytu nebo makrofdagu, 2 transkripci virové RNA na
virovou DNA (reverzni transkriptd=za, RT), a (3) komplexaci

nové virové &istice b&hem reprodukce ( napriklad HIV proteiza

kysel iny aspartové nebo HIV protedza)l.

Genomy retrovird koduj{ protedzu, kterd Jje odpové&dni =z=a
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proteolytické =zpracovidn{ jednoho nebo vice polyproteinovych
prekur=zord, jako jsou pol a gag genové produkty. Viz Wellink,

Arch. Virol .98 1 (1988) . Retrovirové protedzy nejcastéji

Zpracovavaji{ gag prekurzor na proteiny, a také zpracovavaijl
pol prekurzor na reverzni transkriptdzu a retrovirovou
protedzu.

Sprdvné zpracovdni prekurzord polyproteind retrovirovou
protedzou je nezbytné pro testovani infek&nich virionl. Bylo
zZjisténo, Z2e in vitro mutagenese, kterd produkuje defektini
virus protedzy, vede k produkci nezralych forem jadra, které
postrddaji{ infek&nost. Viz Crawford a kol., J. Virol. 53 899
(1985); Katoh a kol., Virology 145 280 (1985). Inhibice
retrovirové infekce tudiz proskytuje atraktivni ci{l pro

protivirovou terapii. Viz Mitsuya, Nature 325 775 (1987).

Schopnost inhibovat virovou protedazu poskytuje =zplsob
blokovan{ virové replikace a tudiz lé&en{ virovych
onemocné&ni, jako je AIDS, které mohou mit vedlej%i{ horednaté
udinky, veéts{ pusoben{, a men3{ ndchylnost k odolnosti vi&i
lé&ivam, pri porovndni s b&Znymi l1é&bami. Vysledkem je, Ze
jsou v sou&asné dob& prodavany t¥i HIV inhibitory, Roche(ho)
saquinavir, Abbott(lv) ritonavir, a Merck(av) indinavir,
a klinicky se testuje ¥Yada potencidlnich inhibitord proteidzy,
napriklad VX-478 od Vertex, nelfinavir od Agouron, KNI-272
Japan Energy, a CGP 61755 od Ciba-Geigy.

Jak dokladaji v sou&asnosti proddvané inhibitory protedzy
a provadéné klinické testy, byla studovdna Sirokd rada
sloudenin jako potencidlnich inhibitor HIV proted=. Vyrazné
prozornosti se L&s{ jedno jaderné, cyklické mo&oviny.
Naprfklad v PCT patentovych prihlaskdch W094/19329 a WO
93707128, popisuji Lam a kol. obecn& c¢yklické mo&oviny

vzorce:
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a zplUsoby pripravy téchto modovin. A&koliv predloZené
sloudeniny spadajl do rozsahu popisu Lam(a) a kol., nejsou

v ném konkrétné& popsany.

Dalsf{ cyklické mo&oviny jsou popsdny v Lam a kol., J. Med.
Chem 1996, 39, 3514-3522. A&koliv je v této publikaci popsana
rada cyklickych mo&ovin, nejsou =de popsdny Z4dné slouleniny

obsahujfci indazolmethyl.

PYi soudasném uUspé&chu inhibitort protedzy bylo zjisténo,
%e se pacienti HIV mohou stat rezistentnimi vi&i jednotlivému
inhibitoru protedzy. Proto je vhodné rozvijet dalsi

inhibitory protedz k dal3imu boji proti HIV infekci.

Podstata vyndlezu:

Jednim predmdtem predloZenédho vyndlezu je poskytnou nove

inhibitory protedaz=.

Dalsfm predmdtem predloZeného vyndlezu je poskytnout
farmaceutické prostredky s inhibi&n{ aktivitou protedz=y
obsahujic{ farmaceuticky prFijatelny nosi& a terapeuticky
U&inné mno3stvi{ alespoft jedné =e slouenin podle predloZeného
vyndlezu nebo farmaceuticky prijatelné soli nebo formy jeho

prolé&iva,

Dalsim predmé&tem predloZeného vyndlezu je poskytnout novy




zplsob 1é&enf{ HIV infekce, ktery obsahuje poddvdn{ hostiteli,
ktery potrebuje takové 1é&eni, terapeuticky u&inného mnoZstvi
alespofli jedné =e sloudenin podle predloZeného vynalezu nebo

farmaceuticky prijatelné soli nebo formy jeho prolécdiva.

Dalsim predmédtem predloZeného vyndlezu je poskytnout novy
zplsob 1é&en{ HIV infekce, ktery =zahrnuje poddvdn{ hostiteli,
ktery to pot¥ebuje, terapeuticky G&inné kombinace (a) jedné
ze slou&enin podle predloZeného vyndlezu a (b) jedné nebo
vice sloud&enin vybranych ze skupiny sestavajici z inhibitors

HIV reverzni transkriptdzy a inhibitord HIV protedzy.

Dalsim predm&tem podle predloZenédho vyndlezu je poskytnout
zplisob inhibice HIV pritomného ve vzorku t&lesné kapaliny,
ktery =zahrnuje 1é&eni vzorku té&lesné tekutiny G&innym

nmnoZstvim sloudeniny podle predloZeného vyndlezu.

Dals{ predmé&t podle predloZ2eného vyndlezu poskytuje kit
nebo kontejner obsahujfci alespofi jednu =ze slou&enin podle
predloZendho vyndlezu v mnoZstvi G&inném pro pouZitf jako
standard nebo reagens v testu nebo zkouice pro stanoveni
schopnosti moZ2ného farmaceutika inhibovat HIV protedzu, HIV

rast nebo oboje.

T&chto a dal3ich predmé&t(, které budou ozrejmeny bé&hem
nadsledujicfho podrobného popisu, bylo dosaZeno objevenim

vyndlezce, 2Ze slou&eniny vzorce I:

NH,
\
N D
H
nebo farmaceuticky prijatelné soli nebo Jjejich formy

prolé&iv, jsou G&innymi inhibitory protedzy.
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Podrobny popis vyhodnych provedenf

Proto poskytuje predloZeny vyndlez v prvnim provedenf

novou slou&eninu vzorce 1:

(I

nebo farmaceuticky prijatelnou sl nebo jejich formu prolé&iva.

Ve druhém provedeni{ poskytuje predloZeny vyndlez novou
farmaceut ickou kompozici obsahujic{ farmaceuticky prijatelny
nosi& a terapeuticky G&inné mnoZstvi slou&eniny vzorce I
nebo farmaceuticky prijatelné soli nebo jejich formy

proléc&iva.

Ve tretim provedeni poskytuje predloZeny vyndlez novy
zplisob 1é&en{ HIV infekce, ktery =zahrnuje podavan{ hostiteli,
ktery potrebuje takové 1é&eni, terapeuticky u&inného
mnozZstvi sloudeniny vzorce I nebo farmaceuticky prijatelné

soli nebo jejich formy prolé&iva.

Ve &tvrtém proveden{ poskytuje predloZeny vyndlez novy
zplsob 1é&en{ HIV infekce, ktery =zahrnuje podavanf{, v
kombinaci, hostiteli, ktery potrebuje takové 1é&ent,

terapeuticky G&inného mnoZstvi:

(a) slou&eniny vzorce I, a
(b) alespon jedné slou&eniny vybrané ze skupiny
sestavajici = inhibitortt HIV reverznf{ transkriptézy a

inhibitort HIV protedzy.

\" jiném vyhodnénm provedeni je inhibitorem reverznf
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transkriptdzy nukleosidovy inhibitor reverzn{ transkriptdzy.

\' jesdtd dalsim vyhodném proveden{ je nukleosidovy
inhibitor reverzn{ transkriptizy vybrdn = AZT, 3TC, ddI, ddC
a d4t, a inhibitor proteazy je wvybrdn =e saquinaviru,
ritonaviru, indinaviru, VX-478, nelfinaviru, KNI-272,

CGP-61755 a U-103017.

V nejvyhodn&ji3im provedeni je nukleosidovy inhibitor
reverzni transkriptdzy vybrdn = AZT a 3TC a inhibitor

protedz=y je vybran ze saquinaviru, ritonaviru a indinaviru.

A v Jjest&d dalxim vyhodném provedeni Jje nukleosidovym

inhibitorem reverzni transkriptdzy AZT.

v jeste dalsim vyhodném provedent je protedzovym

inhibitorem indinavir.

v patém provedeni{ proskytuje predloZeny vynalez
farmaceuticky kit vhodny pro l1é&enf HIV infekce, ktery

zahrnuje terapeuticky u&inné mnoZstvi:

(a) sloudeniny vzorce I, a

(b) alespon jednu slou&eninu vybranou ze skupiny
sestavajfci = inhibitord HIV reverzni transkriptdazy a
inhibitoriG HIV protedzy, v jednom nebo vice sterilnich

kontejnerech.

V Sestém provedend poskytuje predloZeny vyndlez novy
zplisob inhibice HIV pritomného ve vzorku t&lesné tekutiny,
ktery =zahrnuje =zpracovani vzorku tL&lesné tekutiny G&innym

mnoZstvim sloudeniny vzorce (I)

V sedmém proveden{ poskytuje predloZeny vyndlez novy Kit
nebo kontejner obsahujici sloudeninu vzorce (I) nebo (II) v
mnoZstvi{ U&inném pro pouZiti jako standard nebo reagens v
testu nebo =zkoulce na stanoven{ schopnosti potencidlnfho

farmaceutika inhibovat HIV protedzu, HIV rGst, nebo oboje.




Definice

Ndasledujici{ terminy a vyrazy, které se =de uZivajf, maji
uvedené vyznamny. Je zrejmé, 2e slou&eniny podle prredloZeného
vyndlezu obsahuj{ asymetricky substituovany atom uhli{iku,
a mohou byt izolovdny v opticky aktivnich nebo racemickych
formdch. Je wvelmi dobre zndmo =z=e stavu techniky, jak
pripravit opticky aktivnf formy, jako napyr. rezoluci
racemickych foremn, nebo syntézou, = opticky aktivnich
vychozich materidld. MoZné jsou vSechny chirdlni,
diastereomerické, racemické formy a vSechny geonmetricke
isomern{ formy struktury, pokud neni specifickd stereochemie

nebo isomern{ forma indikovdna konkrétné&.

Jak se =zde pouzivd, "inhibitor HIV reverzni{ transkriptdzy"
oznaduje oba, nukleosidové a nenukleosidové, inhibitory HIV
reverzn{ transkriptdzy (RT). Priklady nukleosidovych RT
inhibitord zahrnuji, ale neomezujf{ se na né&, AZT, ddC, ddI,
d4T, a 3TC. Priklady nenukleosidovych RT inhibitord zahrnujf,
ale neomezuj{ se na n§&, viviradin (Pharmacia und Upjohn
U901528), derivdaty TIBO, BI-RG-587, nevirapin, L-697, 661, LY
73497 a Ro 18,893 (Roche).

Jak se =zde pouzivi, “inhibitor HIV protedzy" oznaduje

sloudeniny, které inhibuji HIV protedzu. Priklady =zahrnujfi,

ale neomezujf se ha né, saquinavir (Roche, R031-8959) ,
ritonavir (Abbott, ABT-538), indinavir (HMerck, MK-639) ,
VX-478 (Vertex/Glaxo Wellcome), nelfinavir (Agouron,

AG-1343), KNI-272 (Japan Energy), CGP-61755 (Ciba-Geigy)
a U-103017 (Pharmacia und Upjohn). Dalsi priklady zahrnuiji
cyklické protedzové inhibitory popsané wve W093/707128, WO
94/19329, WO 94/22840, a PCT prihlasce &. US96/03526.

Jak se zde pouzi{va, oznaduje termin "farmaceulticky
prijatelné soli” derivdty popsanych sloudenin, kde je vychozi
14tka modifikovdna prevedenim na své kyselé nebo bizické

soli. Prf{klady farmaceuticky prijatelnych sol{ =zahrnujf{, ale



neomezuji{ se na né&, soli minerdlnich nebo organickych kyselin
s bdzickymi zbytky, jako jsou aminy: alkalické nebo organické
soli kyselych zbytk, jako jsou karboxylové kyseliny:
a podobné. Farmaceuticky prijatelné soli =zahrnuj{ bé&z2né
netoxické soli kvarternich amonnych soli{ vychozich l4atek,
vytvorenych napriklad = netoxickych anorganickych nebo

organickych kyselin. Napriklad =zahrnujf{ tyto b&2né netoxickeé

soli takto odvozenéd = anorganickych kyselin, jako iJje
chlorovodik, bromovodik, kyselina sirovda, sul famov4,
fosforednéa, dusi&na a prodobné; a soli pripravené
=z organickych kyselin, jako je kyselina octovd, propionova,
jantarovd, glykolova, stearova, mlé&na, jable&n4a, vinna,
citronova, askorbova, pamocovi, maleinovd, hydroxymaleinova,
fenyloctovd, glutamova, benzoova, salicylovd, sulfanilova,
2-acetoxybenzoovd, fumarova, toluensul fonova,
methansul fonova, ethandisul fonova, oxalova,

2-hydroxyethansul fonovd, a podobné.

Farmaceuticky prijatelné soli podle predlozZeného vynalezu
mohou byt syntetizovdny = vychozi latky, kterda obsahuje
bdzickou nebo kyselou <&4st, bé&Znymi chemickymi postupy.
Obecn& mohou byt tyto soli pripraveny reakci volnych
kyselinovych nebo bazickych forem tLé&chto sloudenin se
stechiometrickym mnoZstvim prislusné bdaze nebo kyseliny ve
vodé nebo v organickém rozpoustédle, nebo ve smési dvou:
obecné& nevodného media, jako je ether, ethylacetat, ethanol,
isopropanol, nebo je vyhodny acetonitril. Seznam vhodnych
soli je mozZno naléz=t v Remington,s Pharmaceut ical Sciences,
17.vyd., Mack Publishing Company, Easton, PA, 1985, str.
1418, jeho popis je =de uveden jako odkaz=.

Souslovi farmaceuticky prijatelny" se =z=de pouZfvd k
oznacen t&ch slou&enin, materidld, kompozic{ a/nebo
davkovych forem, které jsou, podle lékarského mfnéni, vhodné
pro uzit{ v kontaktu s lidskou tkanf i =vi{rat, bez nadmé&rné
toxicity, drézdéni, alergické odezvy, nebo jinych problémt

nebo komplikac{, odpovidajicich primérenému poméru



zisku/riziku.

"Prolé&ivo" je uvazZ2ovdno, Ze zahrnuje jakékoliv kovalentne
vdzané nosi&e, které uvolfuif{ G&inné vychoz{ 1é&ivo vzorce
(I nebo jinych vzorc nebo sloudeniny podle predloZeného
vyndlezu in vivo, kdyZz je takové prolé&ivo podavdno savci.
Proléc¢iva slouleniny podle pPedloZeného vynalezu, nap¥iklad
vzorce (1), jsou pripraveny modifikaci funké&nich skupin

pritomnych ve sloudenin& takovym zplsobem, 2Z2e se modifikované

latky rozstépi, bud rutinn{ manipulaci, nebo in vivo, na
vychoz{ latku. Proléciva zahrnuj{ sloudeniny podle
predloZeného vynalezu, kde je hydroxyskupina nebo
aminoskupina vazdna na jinou skupinu tak, Z2e kdyz se

rproléc¢ivo podd savci, rozstépi se za tvorby volného hydroxylu
nebo aminu. Priklady prolé&iv zahrnuiji, ale neomezuji se na
né, acetatové, formiatové nebo benzoatové derivaty
alkoholovych a aminovych funk&nich skupin ve sloudening
vzorce (1), fosfatoveé estery, dimethylglycinestery,
aminoalkylbenzylestery, aminoalkylestery a karboxyalkylestery
alkoholovych funk&nich skupin ve slou&enindch vzorce (I);
a podobné. Dal&f{ pri{klady =zahrnuj{ slougeniny, kde se dve&
hydroxyskupiny =ze vzorce (I) spojuiji za vzniku epoxidu:
-OCHzSCHz0-; -0C(=0)0-; -CHz0-; -0C(=5)0-; -0C(=0)C(=0)0-:
-OC(CH3)20: -OC((CHz)3NHz2) (CH3)O0-; -0OC(OCH3) (CH2CH2CH3)O-;
nebo -03(=0)0-.

"Stabilni slou&enina” a “stabilni{ struktura” oznaduji
slougeninu, kterd je dostatedn& pevnd, aby "prezZila" izolaci
Z reakéni smési na vhodny stupenn ¢&istoty, a formulaci na
u¢inné terapeutické <&inidlo. Podle predloZeného vyndlezu se

uvazuje pouze se stabilnimi slouceninami.

"Substituovany™ oznaduje, Ze jeden nebo vice vodikd na
atomu, wuvaZovaném k vyjadreni pouZitim “substituovany", se
nahrad{ vybé&rem =z oznadené skupiny / skupin, s tim, 2Z2e neni
prekrodeno normdln{ mocenstvi ozna&eného atomu, a 2e

vysledkem substituce Jje stabilni slou&enina. KdyZ jJe
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substituentem ketoskupina (tedy =0), potom jsou nahrazeny na
atomu dva vodiky.
Term{nem "terapeuticky G&inné mnozZstvi{*® se minf, 2e

zahrnuje mnoZstvi slouXeniny podle predloZeného vyndlezu nebo
mnoZstvi kombinace narokovanych slou&enin, které ije schopné
U&inn& inhibovat HIV infekci nebo 1é&it symptomy HIV infekce
v hostiteli. Kombinace slou&enin je prednostné synergicka
kombinace. Synergie, jak je popsdna napriklad Chou a Talalay,
Adv. Enzyme Regul. 22:75-55 (1984), nast4avd, kdyZ O&inek
( v tomto pripadé inhibice HIV replikace) slouenin, kdyZ se
poddvaij{ v kombinaci, je vyssi, nez aditivni u¢inek
sloudenin, kdy2 se podavaiji{ samotné jako jednotlivé latky.
Obecné& je synergicky u&inek nejjasnéji demonstrovdn pri
suboptimdlnich koncentracich slouc¢enin. Synergie miuZe byt
i v terminech nizZsi cytotoxicity, zvyZeného protivirového
¢inku, nebo nékterého jiného vyhodného G&inku kombinace ve

srovndn{ se samostatnymi sloZkami.
Dalsi znaky vyndlezu se stanou zrejmymi vzhledem k
nasledujicim popistim prikladnych provedend{, které Jjsou

uvedeny pro ilustraci vyndlezu.

Priklady provedeni vyndlezu;

Zkratky pouzfvané v prikladech provedeni jsou definovany
takto:

"OC" pro stupn& Celsia, "d" pro dublet, "dd" pro dublet

dubletd, "ekv." pro ekvivalent nebo ekvivalenty,

g" pro gran

nebo granmy, mng pro miligram nebo miligramy, “ml" pro

mililitr nebo mililitry, “H" pro vodik nebo vodiky, "h" pro
hodinu nebo hodiny, “m" pro nmultiplet.,, "M" pro molaritu,
“min" pro minutu nebo minuty, “"MH=z" pro megahertz, "“HMS" pro

hmotovou spektroskopii, nmr" nebo "“NMR" pro nukledrni

magnet ickou rezonan&ni spektrokopii, “t" pro triplet, a “TLC"
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pro tenkovrstvou chromatografii.

Pr{klad 1

Priprava (45, 55, 65, 7R) ~-Hexahydro-1-[5-(3-aminoindazol) -
methy1l]l-3-butyl-5, 6-dihydroxy-4, 7-bisl fenylmethyl1]-2H-1, 3-

-diazepin-2-onu (I)

@) /(‘)\Me
: HN JLN)H@ MeOTf, DCE @_jw ,®
% reflux o) o)
R P\
A - 1
Sloudeninu A lze pripravit zndmynmi rostupy. Napriklad

pPriprava sloudeniny A je znazornd&na schematem 1 od Rossana a
kol. (Tetr. Lett. 1995, 36 (28), 4967, 4968), jejichZ obsah
je z=zde zallenén jako odkaz. Dals{ postup pripravy slou&eniny
A je zZndzornén v prikladu 6 patentu US 5 530 124, jehoZ obsah

je zde zadlenén jako odkaz=.

CAST A: Do suspenze slou&eniny 1 (10,0 g; 27,3 mmol) v
1,2-dichlorethanu (100 ml) byl pridan methyl -
-trifluormethansulfonat (3,4 ml, 30 mmol). Po refluxovani
rPrres noc¢ byla reak®ni{ smé&s promyta nasycenym NaHCO3, nasyc.
NaCl, su3ena (NazS04) a odparena =za ziskdnfi{ 12,5 g 2Zlutého
oleje. Kolonovou chromatografif (vrstva Sioz, 25%
EtOAc/hexan) se =ziskalo 7,86 g slou&eniny 2 jako bleds
Z2lutého olej, ktery pri stani krystalizoval (75% vyt&Zek).
b.t.= 97-100 ©C. MH* = 381



O:Xf)

2

CAST B: Do roztoku 1 (10,0 g, 36,3 mnol) v bezvodém DMF (30
ml) byl priddn hydrid sodny (1,58 g, 65,8 mmol). Reak&n{ smés
byla michdna pri teploté& mistnosti po 45 min, nasledovalo
pridavan{ po kapkdch roztoku 1-jodobutanu (9,68 g, 52,6 mmol)
v bezvodém DMF (10 ml). Po priddvdn{ pokra&ovalo michdni pri
teploté mistnosti pres noc. Reak&ni smés byla ochlazena na
0 °C a byl priddn methanol (5 ml) ke zchlazeni pfebytku
hydridu sodného. Smés byla rozdélena mezi ethylacetat (200
ml) a vodu (150 ml). Organickd fdadze byla oddélena a promyta
vodou (4 = 100 ml), solankou (100 ml) a suSena nad siranem
sodnymn, Purifikace mZikovou chromatografii{ (25% EtoAc/Hex.)
poskytla n-butylisomodovinu 2 (10,5 g, 92% vytézZek):

HMS (NH3-CI/DDIP) (M+H*) 437,2 (100%);

1HNMR (300 MH=z, CDClz, 25 °QC) 8 7,23 (m, 10H), 4,19 (m, 3H),
3,64 (m, t1H), 3,44 (s, 3H), 3,36 (m, 1H), 3,02 (m, 2H), 2,76
(m, 2H), 2,04 (m, 1H), 1,52 (s, 3H), 1,49 (s, 3H), 1,21 (m,
4H), 0,82 (t, J = 7,0 Hz, 3H).

CAST C: (4R,5S,6S,7R)-Hexahydro-1-[(3-kyano-4-fluorfenyl) -
methyl-5,6-0-isopropyliden-4,7-bis-(4-fenylmethyl)-3-
-fenylmethyl-2H-1,3-diazepin-2-on (3).

| F

CN
-~ 3
NN

)
3
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Do roztoku 2 (5,0 g, 11,5 mmol) v acetonitrilu (40 ml) byl

priddn 4-fluor-3-kyanobenzylbromid (3,68 g, 17,25 mmol).
Reakd&n{ smé&s byla refluxovéna pres noc. Po odstranéni
rozpoustédla za sniZeného tlaku pres noc byl zbytek
purifikovdn pouZitim mZikové chromatografie (35% EtoAc/Hex.)
Zza vzniku cyklické mo&oviny 3 jako bilé pevné 1latky (4,5 g,
71% vyté&zek) :
HMS (NH3-CI/DDIP) (M+H*) 556,3 (100%:; 'H NMR (300 MH=z, CDClg,
25 °C) 8 7,41 (m, 1H), 7,28 (m, 7H), 7,13 (d, J=9,2 Hz, 2H),
7,05 (&, J = 8,8 Hz, 1H), 6,95 (d, J=9,2 H=z, 2H), 4,50 (d,
J=14,0 Hz, 1H), 4,07 (m, 2H), 3,70 (m, 3H), 3,44 (t, J=7,7
Hz, 1H), 2,90 ((m, 4H), 2,12 (m, 1H), 1,50 (s, 6H), 1,26 (m,
4H>, 0,83 (t, J=7,0 Hz, 3H).

CAST D: (4R,5S,6S,7R) -Hexahydro-1-[5-(3-aminoindazol) -
methyl]l-3-butyl-5,6-dihydroxy-4,7-bis-(4-fenylmethyl) -
-2H-1,3-diazepin-2-on (1).

Do roztoku 3 (4,5 g, 8,11 mmol) v n-butanolu (20 ml) se
prida hydrazin hydrat (0,82 g, 16,2 mmol). Smés se refluxuje
po 6 h. Rozpoustédlo a prebytek hydrazinu se byly odebrdny =a
sniZenédho tlaku. Zbytek byl rozpustén v bezvodém methanolu
(20 ml), nasledovalo pridan{ 4 M HCI1 v dioxanu (2 ml) .
Reakd¢ni smés byla michdana pri teploté mistnosti po asi 2 h.
Methanol byl odstranén a zbytek byl rozdédlen mezi ethylacetat
(80 ml) a hydrogenuhli&itan sodny (nasyc.) 50 ml. Organicka
fdze byla odd€lena, promyta vodou (2 x 50 ml) a sufena nad
bezvodym siranem sodnym. Purifikaci mZikovou chromatografii
se ziskala ((I) (3,0 g, 72% vyt&3ek) jako bilad pevnda latka:
b.t. 129-131 ©°C;

HMS (NH3-CI/DDIP) (M+H*) 528,3 (100%);

HRMS vypo&t. pro C3z1H37»NsO3+1 528,2975, nalezeno 528, 2958
1H NMR (300 MH=z, CD30OD, 25 °C) & 7,19 (m, 12H), 6,98 (d,
J=1,5 Hz, 2H), 4,74 (d, J=13,9 Hz, 1H), 3,85 (dd, J=10,25,
4,76 H=, 1H), 3,65 (m, 1H), 3,56 (m, 4H), 3,15 (m, 2H), 2,96
(m, 3H), 2,07 (m, 2H), 1,37 (m, 2H), 1,22 ((m, 2H), 0,84 (i,
J=7,0, 3H).
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VyuzZitelnost,

Sloudeniny vzorce 1 vykazujf inhibi&n{ aktivitu k HIV
protedze a Jjsou tudiZ vhodné jako protivirové latky pro
1é¢&eni{ HIV infekce a spojenych c¢chorob. Slou&eniny vzorce I

vykazuj{ inhibi&n{ aktivitu k HIV proted=z=e a jsou G&inné jako

inhibitory HIV rastu. Schopnost sloudenin podle predloZeného
vyndlezu inhibovat riast virt nebo infek&nosti je
demonstrovdna standardnimi zkougkami na rast vird nebo

infek&nosti, ‘naptiklad pouZitim testu popsaného ddle.

Slougeniny vzorce I podle predloZeného vyndlezu jsou také
vhodné pro inhibici HIV v ex vivo vzorku obsahujicim HIV,
nebo predpoklddanédm, Ze byl vystaven HIV. Proto mohou byt
sloud¢eniny podle predloZeného vyndlezu pouZity k inhibici HIV
pritomného ve vzorku télesné tekutiny (napfiklad ve vzorku
séra nebo semene), kterd obsahuje, nebo se predpokl ada, Ze

obsahuje, nebo byla vystavena vlivu, HIV.

Sloudeniny poskytnuté Limto predloZenym vyndlezem jsou
také vhodné jako standardni nebo referen&ni slou&eniny pro
pouziti v testech nebo =zkouskdch na stanoveni{ schopnosti
latky inhibovat replikaci virovych klond a/nebo HIV protedzy,
naprfklad ve farmaceutickych vyzkumnych programech. Proto
mohou byt sloudeniny podle predloZenédho vyndlezu pouZity v
téchto testech jako kontroln{ nebo referené&ni sloudeniny a
jako standardy kontroly kvality. Slouceniny podle
predloZeného vynalezu mohou byt uloZeny v komerd&nim kitu nebo
kontejneru pro pouZzit{ takového standardu nebo referené&ni

slou¢eniny.

JelikoZz slougeniny podle predloZeného vyndlezu vykazuji
specifi¢nost k HIV protedze, mohou byt sloueniny podle
predloZ2eného vyndlezu vhodné také jako diagnostické latky
v diagnostickych =zkou3kdch pro detekci HIV protedzy. Proto
inhibice protedazové aktivity ve =2zkou3ce (jako je zde popsana

zkouska)’ sloudeninou podle predloZ2eného vyndlezu naze



16

save
csese
*
ses e
ensee
.

indikovat pr{tomnost HIV protedzy a HIV virad.

e " " "

Jak se =de pouzZivd, zZnamend "ug mikrogram, mg" =zZnamena

[ [

miligram, g" oznaduje gram, "ul" ozna&uje mikrolitr, "ml"”
oznaduje mililitr, "1 oznaduje litr, “nM" oznaduje
nanomoldarnf{, " uM” oznaduje mikromoldrni{, “mM" oznaduje
milimoldrni{, "M" oznaduje moldrni a "nm" oznaduje nanometr.

“"Sigma" je oznaden{ pro Sigma-Aldrich Corp. ze St.Louis, MO.

Zkouska na HIV RNA

DNA plasmidy a in vitro RNA transkripty:

Plasmid pDAB 72 obsahujfci obé& sekvence gag a pol = BH10
(bp 113-1816) klonovany na PTZ 19R bxl pripraven podle
Erickson-Viitanena a kol ., AIDS Research and Human
Retroviruses 1989, 5, 577. Plasmid byl linearizovan Bam HI
pred generovanim in vitro RNA transkriptd pouZitim kitu
"Riboprobe Gemini I1" (Promega) s T7 RNA polymerdzou.
Syntetizovand RNA byla purifikovdana =zpracovdnim s RNAzou be:z
DNAzy (Promega), extrakci fenol-chloroformem, a vysrdZenim
ethanolem. RNA transkripty byly rozpustény ve vodé a
uskladnény pri -70 °C. Koncentrace RNA byly stanoveny =z

Azoo0 .
Sondy:

Biotinylované zAchytné sondy byly purifikovany HPLC po
syntéze na "Applied Biosystems"” (Foster City, CAa) DNA

-

syntetizéru pridanim biotinu na 5 termindln{ konec
oligonukleotidu, pouzitim biotin-fosforamiditové reakéni
latky od Cocuzza, Tet . Lett . 1989, 30, 6287. Gag
biotinylovana zdchytna sonda

(5-biotin-CTAGCTCCCTGCTTGCCCATACTA 3°) byla komplementarni k
nukléoLidﬁm 889-912 =z HXB2Z2 a pol biotinylovand zAdchytnd sonda
(5 -biotin-CCCTATCATTTTTGGTTTCCAT 3 ) byla komplementé&rni k
nukleotidam 2374-2395 = HXB2. Alkalické fosfatazové




konjugované oligonukleotidy pouzité jako reporterové sondy

byly pripraveny v Syngene (San Diego, CA). Pol reporterova
sonda (5  CTGTCTTACTTTGATAAAACCTC 3 ) byla komplementarni k
nukleotiddm 2403-2425 = HXB2). Gag reporterovad sonda (s -
CCCAGTATTTGTCTACAGCCTTCT 37) byla komplementdrni k
nukleotidiim 950-973 HXB2. VZechny pozice nukleotidd jsou =z
GenBank Genetic Sequence Data Bank, jak jsou dostupné pres
"Genetics Computer Group Sequence Analysis Software Package®
(Devereau Nucleic Acids Research 1984, 12, 387). Reporterove
sondy byly pPipraveny jako 0,5 uM =zd4sobni roztoky ve 2 X SSC
(0,3 M NacCl, 0,03 M citrat sodny), 0,05 M Tris pH 8,8, 1
mg/ml BSA. Biotinylované zdchytné sondy byly pripraveny jako
100 uyM =d4&soby ve vodé.

Streptavidinem potazZzenéd desky:

Streptavidinem potaZené desky byly =iskdny od Du Pont

Biotechnology Systems (Boston, HMA).

Bunédné a virové zdsobnf{ roztoky:

Buiiky MT-2 a MT-4 byly uchovavdny v RPMI 1640 doplnéném 5%
fetalnim telecim sérem (FCS) pro MT-2 bufiky nebo 10% FCS pro
MT-4 buriky, 2 mM L-glutaminu a 50 pg/ml gentamycinu, v3e od
Gibco. HIV-1 RF byl propagovdn v MT-4 bufikdch ve stejiném
médiu. Zasoby virdt byly pifipraveny pribliZné 10 dni po akutni
infekci MT-4 bundk a uskladnény jako podily pri -70 °©C.
Z4dsoby infek&nich titrG HIV-1 (RF) byly 1-3 x 107 PTJ (plak
tvoricich jednotek) / ml, jak se naméri testem na plak na
MT-2 bufikdch (viz dale). KazZdy podil z=dsobnich vir(l pouZitych

pro infekci byl ponechdn roztat pouze jednou.

Pro hodnoceni protivirové u&innosti byly buniky, které m&ly
byt infikovdny, subkultivovdny jeden den pred infekci. Den po
infekci byly bufiky resuspendovany na 5 x 10° bun&k/ ml v RPMI
1640, 5% FCS pro rozsdhlé infekce nebo na 2 x 109/ml1 v

modifikovaném orlim mediu od Dulbecco s 5% FCS pro infekci



mikrotitra&nich desek. Byly priddny viry a kultivace

rokradovala po 3 dny pri 37 ©C.

Test HIV RNA:

Buné&d&né lyzdty nebo purifikovand RNA ve 3 M nebo 5 M GED

byly smiseny s 5 M GED a =zachytnou sondou na findlnf{ 3M

koncentraci guanidinium-isothiokyanatu a finalnf 30 nM
koncentraci biotin-oligonukleotidu. Hybridizace se provadéla
v utésnénych o6ti prohlubriovych kultivaé¢nich deskach

s U-dnem (Nunc nebo Costar) po 16 a2 20 hodin pr¥ri 37 ©C. RNA
hybridizadéni reak&ni smési byly trojndsobnég zredény
deionizovanou vodou na findlnf{ koncentraci
guanidinium- isothiokyandtu 1 M a podily (150 ul) byly
preneseny na streptavidinem potazZené prohlubne
mikrotitra&nich desek. Vadzani zadchytné sondy a =z4dchytna
sonda-RNA hybrid na imobilizovany streptavidim bylo ponechano
probfhat po 2 hodiny pri teplot® mistnosti a potom byly desky
promyty 6 krdt promyvacim pufrem desek ELISA od DuPont
( fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PB3), 0, 05% Tween
20) . Druhd hybridizace reporterové sondy na imobilizovaném
komplexu z4dchytné sondy a hybridizace cfilové RNA se provadé&la
v promytych streptavidinem potaZenych prohlubnich pridanim
120 ul hybridiza¢dniho koktejlu obsahujicicho 4 X SSC, 0, 66
% Triton X 100, 6,66% deionizovanédho formamidu, 1 mg/ml BSA
a 5 nM reporterové sondy. Po hybridizaci po jednu hodinu pri
37 °C byla deska op&t 6krat promyta. Aktivita imobilizované
alkalické fosfatdzy byla stanovena pridanim 100 pl O, 2mH
4-methylumbelliferylfosfatu (MUBP, JBL Scientific) v pufru
& (2,5 M diethanolamin pH 8,9 (JBL Scientific), 10 mM MgClz.
S mM dihydrdatu octanu zinednatého a 5 mM
N-hydroxyethyl-ethylen-diamin-trioctové kyseliny). Desky byly
inkubovany p¥i 37 ©C. Byla mérena fluorescence pri 450 nM
pouZitim mikrodeskového fluorometru (Dynateck) excitac{ pri
365 nHM.



Hodnocen{ sloudenin_ v bufikdch MT-2 infikovanych HIV-1 v
mikrodeskdach

Hodnocené¢ slou&eniny byly rozpuiltdny v DMSO a z¥eddny v
kultiva&énim mediu na dvakrdt nejvy33{ koncentraci, kterd se
ma testovat, a maximdlni{ DMSO koncentraci 2 %. DalZ{ rada
trojndsobnych red&n{ sloudeniny v kultivadnim mediu byla
provadéna primo v mikrotitra&nich deskdch s U dnem (Nunc¢). Po
z¥edéni{ sloudeniny byly priddny MT-2 buitky (50 ul) na finalni
koncentraci 5 x 10° na ml (1 x 105 na prohlubeii). Buifiky byly
inkubovdny se sloud&eninami ro 30 min pri 37 ©C v COz
inkubdtoru. Pro zjisté&ni protivirové aktivity bylo pridano do
kultivaé&nich nddobek, ocbsahujfcich bunky a naredéni
testovanych sloud&enin, prislud3né z=red&ni HIV-1 (RF) wvirové
zdsoby (50 upl). Findln{ objem v kazdé prohlubni byl 200 pl.
Osm prohlubni na desku bylo ponedhéno neinfikovanych 50 ul
media pridaného namisto wvirg, zatimco osm prohlubn{ bylo
infikovdno za nepritomnosti jakékoliv protivirové sloudeniny.
Pro zkoumdni{ toxicity sloudeniny byly kultivovdny paralelni

desky bez virové infekce.

Po 3 dnech kultivace v3ech pri 37 °C wve zvlh&ené komore
uvnityr COz inkubdtoru bylo odebrdno = HIV infikovanych desek
25 ul media/ prohluberi. Do usazenych bun&k bylo p¥riddno 37
ul 5 M GED obsahujfciho biotinylovanou =z4dchytnou sondu,
a zbyvajici medium do kazdé prohlubn& na findln{ koncentraci
3 M GED a 30 nM =z4chytné sondy. Hybridizace z4chytné sondy
na HIV RNA v buné&dném lyzdtu se provadéla ve stejné
mikrodeskové prohlubni, jako byla pouZita pro kultivaci vird
uté&snénim desky tL&snicim prostredkem pro ut&sn&ni desky
(Costar) a inkubac{ po 16-20 hodin ve 37 ©C inkubdtoru. Potom
byla do kazZdé prohlubnéd pridédna destilovand voda ke zPfedéni
hybridiza&n{ reakd&n{ sm&si trojndsobn& a 150 ul této =red&né
smési bylo preneseno na streptavidinem potazZenou
mikrotitra&dni{ desku. HIV RNA byl kvantifikovdn, jak popsdno
vyZe., Standardn{ k¥ivka, pripravend pfiddnim znadmych mnoZstvi

PDPAB 72 v in vitro RNA transkriptu do prohlubn{i{ obsahujf{cich



lyzované neinfikované burnky, probfhala kaZ2dou mikrotitradn{
deskou, aby se stanovilo mnoZstvi virové RNA vyrobené béhem

infekce.

Aby se standardizovalo virové inokulum pouzité pri
zkoumdn{ sloudeniny =z hlediska protivirové aktivity, bylo
vybrano redé&ni virg, které dospélo do hodnoty ICo0
(koncentrace slou&eniny poZ2adovanid pro redukci hladiny HIV
RNA o 90 %) pro dideoxycytidin (ddC), 0,2 ug/nml. Hodnoty
ICgo jinych protivirovych sloud&enin, vice &i méné siln&gjsich,
neZ je ddC, byly reprodukovatelné pouzZitim rady =z=dadsob HIV-1
(REF), pokud tento postup nasledoval. Tato koncentrace virtd
odpovidala asi 3 x 10 5 PTJ (plak tvoricich jednotek, m&reno
testem na plak na MT-2 burikdch) na testovaci{ prohluben
a typicky produkovala pribliZné 75% maximalni hladiny virové
RNA dosazZitelné virovyn inokulem. Pro test HIV RNA byly
stanoveny hodnoty ICsco z procentického sniZeni Gistého
(“"net”) signalu (signdal ze vzork(l infikovanych bunék minus
signdl ze vzorkd neinfikovanych bunék) v RNA testu vztaZeno

na ¢isty ("net”) signdl =z infikovanych neoSetrenych bunék na

stejné kultivadni desce ( primér = osmi prohlubni). Platne
provedeni jednotlivé infekce a testd RNA zkousek bylo
posuzovdno podle tri kritérii. Bylo poZadovano, aby méla

virovd infekce v RNA testu signdl ekvivalentn{ nebo véts{ nez
je signdl vytvoreny 2 ng pDAB in vitro RNA transkriptu.
Hodnota ICgo u ddC, stanovend v kazZdé radé testd, by m&la byt
mezi 0,1t a 0,3 pug/ml. A nakonec, hodnota plata virové RNA
produkované G&innym inhibitorem protedz=y by méla byt menszi
nez 10 % = hodnoty dosaZené v neinhibované infekci.
Slou&enina je povaZ2ovdana za aktivni, jestliZe bylo jejf{ ICoo

stanoveno jako niz3{ nez 1 uM.

Pri testovani protivirového pUsoben{ byly v3echny
manipulace v mikrotitratnich deskdch, ndsledovanych vychozim
priddnim 2X koncentrovaného roztoku slou&eniny do jednotlivé
rady prohlubnf, provadény pouZitfm Perkin Elmer/Cetus Pro
Pette.



Davkovan{ a sloZen{:

Protivirové slou&eniny =z tohoto wvynalezu mohou byt
roddvany jako 1é&ivo na virové infekce jakymkoliv zplsobemnm,
ktery zaji3tuje kontakt G¢inné latky s mistem plsoben{ latky,
tedy virovou protedzou, v té&le savce. Mohou byt poddvany
jakymikoliv bé&Znymi postupy moZnymi pro pouz2iti ve spojeni
s farmaceutiky, bud jako samostatnd terapeutickd 14atka nebo
v kombinaci terapeutickych latek. Mohou byt poddvany samotné,
ale prednost se dava podavanti s farmaceutickym nosicen
vybranym na =zdkladé& =zvolené cesty podavdni a standardni

farmaceut ické praxe.

Davka poddvdn{ se bude samozrejmé ménit v zdvislosti na
mnoha faktorech, jako jsou farmakodynamické charakteristiky
konkrétn{ 1ldtky a jejf druh a cesta podani: vék, =zdravotni
stav a hmotnost prijemce; povaha a rozsah symptomll, druh
dalsfho 1é&eni: frekvence 1é&by:; a poZadovany u&inek. Denni
ddvka G&inné latky Jje prijatelnd od asi 0,001 do asi 1000
miligramd na kilogram té&lesné hmotnosti, pric¢emZ preferovana

davka je asi 0,1 az asi 30 mg/kg.

Davkové formy prostifedka Vhodn?ch pro poddavani obsahuji od
asi 1 mg do asi 100 mg 4&inné l1atky na jednotku. V téchto
farmaceutickych prost¥edcich bude acinnd latky obvykle
pritomna v mnoZstvi kolem 0,5 a2z 95% hmoitn. vztaZeno na
celkovou hmotnost prostredku. U&innd slozka miZe byt rovnéz
rodavdna ordlnég v pevnych davkovych formdch, jako Jsou
kapsle, tablety a pra3sky, nebo v kapalnych davkovych formdach,
jako jsou elixiry, sirupy a suspenze. Ma2e byt rovné:z

poddvana parenterdlné ve sterilnich kapalnych davkovych

formach.

Zelatinové kapsle obsahujf{ G&innou sloZku a préskove
nosice, jako je laktoza, 3Skrob, derivaty celulozy, stearat
hore&naty, kyselina stearovd, a podobné. Pro pripravu

lisovanych tablet. mohou byt pouZita obdobnd rFedidla. Jak



tablety, tak kapsle mohou byt vyrabény jako produkty
s postupnym uvoliiovdnim, které zajistujfi kontinudlni{
uvolfovdn{ 1é&iva v rozpét{ hodin. Lisované tablety mohou byl
potazZené cukrem nebo potaZené filmem, aby se zamaskovala
jakdkoliv neprijemnd chutl a tableta byla chran&na pred vlivem
vzduchu, nebo entericky potaZené pro selektivni dezintegraci
v gastrointestindlnim traktu. Karalné davkové formy pro
oradlni{ poddn{ mohou obsahovat barviva a ochucovadla ke

zvySen{ prijatelnost pro pacienta.

Obecné& jsou vhodnymi nosidi po parenterdlni roztoky voda,
vhodny olej, fyziologicky roztok, vodnd dextroza (glukoza).
a podobné cukerné roztoky a glykoly, jako je propylenglykol
nebo polyethylenglykoly. Roztoky pro parenterdlnfi podan
obsahuj{ prednostné ve vodé& rozpustné soli G&inné latky,

vhodné stabilizujici l1atky, a, rokud je to nezbytné,

pufrovaci l1atky. Antioxidad¢ni 1atky, jako je
hydrogensiri&itan sodny, siric¢itan sodny nebo kyselina
askorbovi, bud jednotlivé nebo v kombinaci, jsou vhodnymi
stabiliza&nimi latkami. Rovnéz se pouzivajf{ kyselina

citronovd a jeji{ soli a EDTA sodny. DAle mohou parenterdlni
rozt.oky obsahovat konzervadni 1atky, jako je benzalkonium
chlorid, methyl- nebo propylparaben a c¢hlorbutanol. Vhodné
farmaceut i cké nosice jsou popsany v Remington‘s
Pharmaceut ical Sciences, supra, standardnim odkazovém textu

v této oblasti techniky.

Vhodné farmaceutické davkové formy Pro poddvani
sloucdenin podle tohot.o vyndalezu mohou byt doloZeny

nasledovng:

Kapsle

Velky po&et Jjednotkovych kapsli lze pripravit plné&nim
standardnich dvoukusovych tvrdych 2Zelatinovych kapsli, kaZda
se 100 mg préskové G¢inné slozky, 150 mg laktozy, 50 mg

celulozy, a 6 mg stearatu hore&natého.



M&kkeé Zelatinové kapsle

Smés &inné latky v poZivatelném oleji, jako Jje sojovy
olej, olej bavlinfkovych semen nebo olivovy olej, mlZ2e byt
pripravena a vstrikovana prostrednictvim pozitivniho
vytladovaciho cerpadla do Zelatiny =za vzniku mé&kkych
Z2elatinovych kapsl{ obsahujfcich 100 mg G&inné sloZky. Kapsle

se potom omyjif a sus3f{.

Tablety

Velky podet tablet 1ze pripravit b&Znymi postupy tak, =Ze
ddvkovou jednotkou je 100 mg G&innéd latky, 0,2 mg koloidniho
oxidu kremiditého, 5 miligram stearatu hore&natého, 275 mng
mikrokrystalické celulozy, 11 mg Skrobu a 98,8 mg laktozy. Ke
zlepSeni chutnosti a postupné absorpci mohou byt naneseny

prislusné povlaky.
Suspenze

Vodnd suspenze miZe byt pripravena pro orilni podédni tak.
Z2e kaZdych 5 ml obsahuje 25 mg jemnd d&lené u&inné latky, 200
mg karboxymethylcelulozy sodné, 5 mg benzoatu sodného , 1,0 g

roztoku sorbitolu, U.S.P., a 0,025 mg vanilinu.

Injek&n{ roztoky

Parenterdln{ prostredek vhodny pro injeké&nf{ poddavdn{ lze
pripravit smichdnim 1,5% hmotn. u&inné latky v 10% obj.
propylenglykolu a wvod&. Roztok Jje sterilizovdn béz2né

rouzZfivanymi technikami.

Kombinace sloZek (a) a (b)

KazZda sloZka 1é&ebné 14tky podle tohoto vyndlezu miZe byt
nezavisle v jakékoliv davkové formé&, jako jsou ty popsané

vy Se, a rovné&Z miZe byt podavdna raznymi postupy, jak IJe



popsdno vySe. V nédsledujfcim popisu je treba sloZku (b)
chapat tak, Ze reprezentuje jednu nebo vice latek, jak byly
popsany vyse. Proto, pokud sloZky (a) a (b) maj{ byt
zpracovdny stejn& nebo nezdvisle, kaZdda latka sloZky (b) mdZe

byt také zpracovdna stejnd nebo nezdvisle.

Slozky (a) a (b) podle predloZeného vyndlezu mohou byt
formulovdny spole&nég, v jednotlivé ddvkové jednotce ( to jest
spole&né kombinovany v Jjedné kapsli, tableté, prasku,
kapalinég, atd) jako kombina&n{ produkt. Pokud nejsou slozZka
(a) a (b)) formulovdny spoledné do jednotlivé davkové formy,
slozka (a) miZ2e byt podavdna ve stejnou dobu, jako sloZky
(b)), nebo v Jjakémkoliv poradi: napriklad sloZ2ka (a) podle
tohoto wvyndlezu mi2e byt poddna prvni, ndsleduje podani
slo2Zky (b), nebo mohou byt podavéany v opad&ném poradi. Pokud
sloZka (b) obsahuje vice neZ2 jednu latku, naprfklad jeden RT
inhibitor a jeden inhibitor protedzy, mohou byt tyto G&inné
ldtky podavdany dohromady nebo v jakémkoliv poradi. Pokud se
nepodavaiji ve stejnou dobu, prednostn® probfha podavani
sloZzek (a) a (b)) v rozmez{ men3im neZ kolem jedné hodiny od
sebe. Vyhodné je cesla podavani slozZky (a) a (b) ordlni.
Terminy oralni{ latka, ordln{ inhibitor, ordln{ slou&enina,
nebo podobné, jak se =z=de pouzivaji, oznaduji sloudeniny,
které mohou byt poddvdany ordlné&. A&koliv je vyhodné, aby byly
obé& slozZky (a) a ((b) poddvany stejnou cestou (to jest,
napriklad, obé& ordlnég), prokud Jje to Zadoucti, mohou byt
prodavany kazda rdznymi cestami (to Jjest, napriklad, jedna
sloZka kombinac¢niho produktu miZe byt poddvdadna ordlné,
a druhd sloZka miZ2e byt poddvdna intravenozné) nebo davkovymi

formami .

Lékarsky praktik jakoZto odbornik ve stavu techniky bude
rredpokladat, Ze se davka pri  kombinadéni terapii podle
vyndlezu m&ni v =z4vislosti na rGznych faktorech, jako jsou
farmakodynamické charakteristiky konkrétni{ ldtky a Jjejf typ
a cesta poddanf, vé&k, =zdravotni{ stav a hmotnost pr{ijemce,

povaha a rozsah symptomnl, druh ostatnfiho 1é&en{, frekvence



1éen{ a po2adovany uZinek, jak je popsdno vys3e.

Viastn{ d&vkovdani{ sloZek (a) a (b) podle predloZeného
vyndlezu bude pro lékarského praktika znalého dané oblasti na
zdklad& daného popisu snadno zjistitelné. Jako obecny navod
lze uvést typické denn{ ddvkovdni, které miZe byt kolem 100
miligramG a2 asi 1,5 gramu kaz2deé sloZky. Pokud sloZka (b)
oznaduje vice neZ jednu sloudeninu, protom mGZe byt tLypické
denni davkovani kolem 100 miligramd a2 asi 1,5 gramu kazZdé
latky =ze sloZky (b). Jako obecny ndvod, pokud jsou sloudeniny
sloZ2ky (a) a sloZky (b) podavdny v kombinaci, potom mi3e byt
ddvkové mnoZstvi{ kazdé sloZky zredukovdno asi 70-80% vzhledem
k obvyklému davkovani{ slozZky, kdyZz je podavdna samotnd jako
jednotlivda 14dtka pro 1é&eni HIV infekce.

Kombinad&ni produkty podle tohoto wvyndlezu mohou byt
formulovdny tak, 2Ze adkoliv jsou uU&inné sloZky kombinovany do
jediné davkové jednotky, je fyzicky kontakt me=z=i ueinnymi
sloZkami minimdlni. Aby se minimalizoval kontakt, nap¥iklad
kdyZ je produkt podavdn ordlné&, md byt jedna GU&innd sloZka
entericky potaZena. Enterickym potaZenim jedné =z G¢innych
slozZek je mozZné nejen minimalizovat kontakt mez=1i
kombinovanymi u¢innymi sloZkami, ale takeé je mo2Zné regulovat
uvolfiovdn{ jedné = té&chto sloZek v gastrointestindlnim traktu
tak, 2e jedna =z té&chto sloZek neni uvolfnovdna v Z2aludku, ale

spife se uvolfiuje ve strevech.

Jiné proveden{ tohoto vyndlezu, kde je poZadovano ordadln

podavani, roskytuje kombinadni produkt, kde je jedna nebo
vice u¢innych sloZek potazZzena materidlem s pozvolnym
uvolrnovanin, ktery zplsobuje postupné uvolfiovani

v gastrointestindlnim traktu a rovnéZ slouzZf{ k minimalizaci
fyzického kontaktu mezi kombinovanymi G&innymi sloZkami. DAle
miZ2e byt sloZka s pozvolnym uvolfiovdnim pridavné& entericky
potazena tak, Ze k uvoliiovani této sloZky dochazi pouze ve
strevech. Je3t& dals{ pojeti Jje =zahrnuto ve formulovdanf{

kombina&nfho produktu, v némZ jedna sloZ2ka Jje potazZena

-



polymerem s nepretrZitym a/nebo enterickym uvolfiovdnin,
a druhéa slozka Jje také potazZena prolymeremn, jako je
hydroxypropylmethylceluloza s nfzkou viskozitou nebo jiné
vhodné materidly znamé =e stavu techniky, aby se wvice
odd&lily G&inné sloZky. Polymerni{ povlak slouzf{ k tomu, aby
vytvoril daliif barieru proti vzidjemnému plasoben{ s jinou
sloZkou. V kazdém sloZeni, kde Jje =z=abrdnéno kontaktu mez:
sloZkami ca) a (b)) prostrednictvim povlaku nebo n&jakého
jiného materidlu, miZe byt také =amezeno kontaktu mezi

jednotlivymi latkami sloZ2ky (b).

DAavkové formy kombinadnich produkttt podle predloZeného
vyndlezu, kde jedna entericky potaZend G&innd sloZka miZe byt
ve form& tablet, tak, Ze entericky potaZend sloZka a dalsi
u&innd slo2ka jsou smiseny dohromady a potom slisovdny do
Ltablety, nebo tak, Ze entericky potaZenada sloZka je slisovana
do jedné tabletové vrstvy a dalsd{ a&innad sloZka je slisovana
do dalsi vrstvy. Popripadé k tonmu, aby se dale oddélily dvsa
vrstvy, miZe byt pritomna jedna nebo vice vrstev placeba,
takZe mezi vrstvami G&innych sloZek je vrstva placeba. Ddle,
ddvkové formy podle predloZeného vynalezu mohou byt ve formé
kapsl{, kde jedna u&innd sloZ2ka je slisovana do tablety nebo
do formy vice mikrotablet, Castic, granulf{, které jsou potonm
entericky potazZeny. Tyto entericky potazZzené mikrotablety,
C¢astice, granule jsou pak vlioZeny do kapsle nebo slisovany do

kapsle b&hem granulace dals{ ud¢inné slozZky.

Tyto, stejnd jako dal3i postupy k minimalizovani kontaktu
me=i sloZkami kombina&nich produktd podle predloZeného
vyndlezu, kdy Jjsou poddvany v jednotkové davkové formé& nebo
poddvdny v odd&lenych formdach, ale ve stejnou dobu nebo
soub&Zné stejnym zplsobem, jsou pro odbornika v dané oblasti

techniky na z4kladé& uvedeného popisu snadno predstavitelné.

Farmaceutické kity vhodné pro lé&eni HIV infekce, které
zahrnujf terapeuticky u&inné mnoZstvi{ farmaceutické kompozice

obsahujicf{ slou&eninu =ze sloZky (a) a Jjednu nebo vice
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slougenin =ze sloZky (b)), v jednom nebo vice sterilnich
zdsobnficich /kontejnerech, jsou také v rozsahu predloZeného
vyndlezu. Sterilizace kontejneru se mZe provddét béZnym

steriliza®&nim postupem velmi dobre znamym odbornikim ze stavu
techniky. SloZka (a) a slozZka (b) miZe byt ve stejném
sterilnim kontejneru nebo v oddé&lenych sterilnich
kontejnerech. Steriln{ kontejnery s materidly mohou zahrnovat
samostatné kontejnery, nebo jeden nebo vice vicedflnych
kontejnert, jak je potreba. SloZka (a) a sloZka (b) mohou byt
oddélené nebo fyzicky spojené do jednotlivé davkové formy
nebo jednotky, jak Jje popsdno vySe. Tyto Kkity mohou dale
zahrnovat, pokud Jje to vhodné, jednu nebo vice rdznych

bé2nych sloZek farmaceutickych kitq, jako je napriklad jeden

nebo vice farmaceuticky pPijatelnych nosi&(, dals{ naddobky
pro michanfi sloZek, atd., jak je pro odbornika ze stavu
techniky nasnadé. Instrukce, bud Jjako letdky nebo Jjako

ndlepky, které uvadé&if{ mnoZstvi sloZek, jaké se mad podavat,
navody na poddavan{ a/nebo ndvody pro michani sloZek, mohou

byt rovnéZ souddst{ kitu.

Samozrejmé& je vzhledem k vy3e uvedendmu popisu moZna rada
modifikaci{ a variaci{ predloZenédho vyndlezu. Je tudiZ =zrejimé.
Ze v rozsahu pripojenych patentovych ndrokd miZe byt vynidlez

prakticky proveden i jinak, neZ je konkrétné uvedeno z=de.
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PATENTOVE NAROKY
1. Sloudenina vzorce 1
@] NH, (1
s
N \N
V4
f%—)\ N
: H
Ph z
HO ©OH Ph
nebo farmaceuticky prijatelna sl nebo jejich forma

prolédiva, kde prolé&ivem vzorce I je sloudenina, kde se dv&

hydroxyskupiny gspojujl =a vzniku epoxidu; -OCH2SCHz0-
-0C(=0)0-; -CHzO-: -0C(=8)0-; -0C(=0)C(=0)0-3 -OC(CH3)20:
-OC((CH2)3NHz) (CH3)O0-: -OC(OCH3) { CH2CHzCH3)O-: nebo

~-0S(=0)0- skupiny.

2. Sloudenina podle ndroku 1, kde sloudenina je vzorce (I).

3. Farmaceutickd kompozice v y zna ¢ ugij f{cf{f se t im
% e obsahuje farmaceuticky prijatelny nosi& a terapeubticky
ucinné mno2stvi sloudeniny podle naroku 1 nebo farmaceuticky

prijatelnou sl nebo jejich formu prolédiva.

4. Kompozice podle naroku 3 v y zn a ¢ u j { ¢ i s e t { nm.

Z e slou&enina je vzorce (I).
5. PouZiti sloudeniny v=zorce I nebo farmaceuticky prijatelné

soli nebo formy prolédiva pro vyrobu lé&iva pro 1é&en{ HIV
infekce, kde

(I
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prolé&ivo vzorce I je sloudenina, kde se dvé
hydroxyskupiny spojuji zZa vzniku epoxidu; -0OCHzSCHzO-:
-0C(=0)0-; -CHz0-: -0C(=8)0-; -0C(=0)C(=0)0-; -0C(CHz3)=20:
-OC((CHz)3NHz2) (CH3)0-; -OC(OCH3) (CH2CHzCH3) 0~ nebo

-0S(=0)0- skupiny.

6. PouzZit{ podle naroku 5 kde slou&enina je vzorce (I).

7. PouZiti{i kombinace (a) a (b) pro vyrobu lé&iva pro lé&eni
HIV infekce, kde

(a) je slouenina vzorce (I) nebo farmaceuticky prijatelna

sl nebo jejich forma prolé&iva:

Ha NJLN/\T:::[T( (D

" ho OH F’h
kde prolédivo vzorce I je slou&enina, kde se dvé
hydroxyskupiny spojuji =a vzniku epoxidu; -OCHzSCHz0-
-0C(=0)0-; -CHz0-; -0C(=8)0-; -0C(=0)C(=0)0-; -OC(CH3)=20
~OC((CHz)3NH=z) (CH3)0-: -OC(OCH3) (CHzCH=zCH3)0-; nebo
-0S(=0)0- skupiny, a
(b) je alespon jedna sloudenina vybrand =ze skupiny

sestavajici = inhibitort HIV reverzni transkriptdzy a HIV

inhibitord protedzy.

8. Pouziti podle naroku 7,‘kde slou&enina je vzorce (I).

9. Pouzit{ podle ndroku 7, kde inhibitor reverzni
transkriptdzy je nukleosidovy inhibitor reverzni
transkriptdzy.

10. Pouzit{ podle naroku 9, kde nukleosidovy inhibitor
reverzn{ transkriptizy je vybradn =z AZT, 3TC, ddI, ddC a d4T,
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a inhibitor protedzy je vybrdn ze saquinaviru, ritonaviru,
indinaviru, VX-478, nelfinaviru, KNI-272, CGP-61755,
a U-103017.

11. PouZit{ podle naroku 10, kde nukleosidovy inhibitor
reverzni transkriptdzy je vybran =z AZT a 3TC a inhibitor

protedzy je vybrdn ze saquinaviru, ritonaviru a indinaviru.

12. PouZit{ podle naroku 11, kde nukleosidovym inhibitorem

reverzni transkriptdzy je AZT.

13. Pouzitf podle naroku 11, kde protedzovym inhibitorem je

indinavir.

14. Farmaceuticky kit vhodny pro 1é&en{ HIV infekce
vyznaduijiticii s e t {m, % e obsahuje terapeuticky

U&inné mnoZstvi:

(a) slou&eniny podle naroku 1, a

(b) alespon jedné sloudeniny vybrané ze skupiny
sestavajici = inhibitor( HIV reverzni transkriptazy
a inhibitord HIV protedzy, v jednom nebo vice sterilnich

kontejnerech.

15. Kit podle ndroku 14 v y zna&¢uijfcif{ se t1{m

Z e sloZkou (a) je sloudenina vzorce (I).
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